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RESUMO

Foi testada a agdo dos bioprotetores nisina (Novasin), lisozima (Novagard), e Microgard
400 (produto comercial obtido de fermentagdo de bactérias laticas) sobre bactérias
contaminantes da indistria sucro-alcooleira e sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Utilizou-se o método de concentragdo minima inibitéria (MIC) em meio liquido.
Lactobacillus fermentum apresentou o valor de MIC de 9,0+1,7 ppm de nisina. A adigéo de
ImM de EDTA por ppm de Novasin resultou na redugdo do valor de MIC para 3,620,6
ppm. Lactobacillus plantarum foi mais resistente a combinagdo nisina e EDTA. O
Leuconostoc mesenteroides apresentou um MIC de 83,3+5,8 ppm para nisina. A lisozima
foi efetiva na inibicdo de Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus plantarum em
concentragdes proximas a 1000 ppm, mas apresentou-se ineficaz contra L. fermentum.
Microgard ndo foi eficaz contra os microrganismos testados. O Saccharomyces cerevisiae
no foi inibido pela nisina a concentragdes de até 90 ppm mesmo com adigio de EDTA,

lisozima ou Tween 20.

A cinética de produgdo de 4lcool por leveduras comerciais e cultura de usina de
Saccharomyces cerevisiae foi medida pela quantificagdo da perda de gas carbdnico durante
0 processo. Obtiveram-se 0s valores das maximas produgdes de alcool (Pmix). As médias de
Pmix foram submetidas ao teste de Tuckey. Ndo houve influéncia sobre as velocidades

maximas de produgdo de etanol pela adi¢do de bioprotetores.

Um planejamento fatorial completo 2* foi utilizado para otimizar as concentragdes de
dosagem dos bioprotetores e potencializadores contra Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus fermentum. As variaveis dependentes foram o tempo de fase lag (tempo
necessario para aumento de 0,1 uAbs — 10’ufc) e taxa maxima de crescimento. Modelos
matematicos foram obtidos para o tempo de fase lag para ambos os microrganismos. N3o
houve diminui¢do das taxas méaximas de crescimento pelos bioprotetores exceto um
pequeno efeito de nisina sobre L. fermentum. Nisina foi eficaz para prolongar a fase lag de
ambos 0s microrganismos e observou-se sinergismo com lisozima para L. plantarum e com
Tween 20 para L. fermentum. EDTA foi antagénico a nisina. As concentragdes de uso para
a fermentagdo alcoélica foram determinadas em 10 ppm de Novasin, 30 ppm de Novagard
e 0,1% de Tween 20.
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O parémetro de destruicio térmica Deo’c (tempo de morte térmica), das bactérias estudadas
foi determinado em caldo de cana clarificado obtendo-se os seguintes resultados:
Lactobacillus fermentum (0,75 min), Lactobacillus plantarum (0,29 min), Leuconostoc
mesenteroides (1,57 min). Nao foi possivel medir o pardmetro D para L. confusus que se
apresentou demasiadamente sensivel a0 tratamento. A bactéria L. fermentum foi escolhida
como alvo dos estudos de morte térmica dentre os microrganismos contaminantes da
fermentacdo alcodlica. O pardmetro Z (paridmetro de temperatura) foi determinado: 7,7°C.
A adicdo da combinagdo otimizada de bioprotetores ao caldo clarificado resultou na
redugdo de Deoec em 16,7%. Foi verificada a agdo sinérgica do tratamento térmico

combinado a agdo dos bioprotetores sobre L. fermentum.
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SUMMARY

The inhibition by bioprotectants, nisin (Novasin), lysozyme (Novagard), and Microgard
400 (commercial product obtained by lactic fermentation), was tested over contaminant
bacteria and yeast (Saccharomyces cerevisiae) from ethanol distilleries and sugar mills. The
method used was the minimum inhibitory concentration test (MIC) in broth. Lactobacillus
Jermentum showed a MIC value of 9,0+1,7 ppm of nisin. 1mM of EDTA addition per ppm
of Novasin resulted on a reduction of MIC value to 3,6+0,6 ppm. Lactobacillus plantarum
showed to be the most resistant to the nisin-EDTA combination. The Leuconostoc
mesenteroides MIC results were 83,3+5,8 ppm of nisin. Lysozyme inhibited Leuconostoc
mesenteroides and Lactobacillus plantarum at concentrations as high as 1000 ppm, but
presented no effect on L. fermentum. Microgard was ineffective on all tested strains.
Saccharomyces cerevisiae was not inhibited by nisin at levels up to 90 ppm even with de
addition of EDTA, lysozyme and Tween 20.

The ethanol production kinetics of fermentation by commercial and cultured yeast was
measured by CO, mass balance. The average values of the maximum alcohol production
rate were statistically tested (Tuckey test). There was no significant influence of
bioprotectant addition on fermentation kinetics.

A complete factorial design (2*) was used to study effects and optimize the concentrations
use of bioprotectants and potentiators. Lag phase time (time necessary to increase 0.1 units
of absorbance - 107 cfu) and growth rate (slope of log phase growth) of Lactobacillus
plantarum and Lactobacillus fermentum were the dependant variables. The microorganisms
were inoculated on MRS broth containing bioprotectants and potentiators and incubated at
37°C. The increase of optic density (550 nm) was measured.

Nisin was the most effective against both microorganisms. Its effect over Lactobacillus
plantarum was ten-fold higher then lysozyme for lag phase delay. Interactions were not
significant. For lag phase delay of Lactobacillus fermentum only nisin was effective and
synergism was observed with Tween 20. There was no positive effect on reducing growth

rate of any microorganism. Obtained mathematical models gave optimized combinations of
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10 ppm of nisin to 0.1% of Tween 20 to 30 ppm of lysozyme for fermentation

bioprotection.

The thermal destruction parameter Dgo°c (thermal death time) was determined for the
studied strains as follows: Lactobacillus fermentum (0,75 min), Lactobacillus plantarum
(0,29 min), Leuconostoc mesenteroides (1,57 min). The D parameter for L. confusus was
impossible to measure as the microorganism showed to be too sensitive to the heat
treatment. The L. fermentum was the most resistant strain of the fermentation contaminants.
Thus, Z (temperature parameter) was determined to the cited strain: 7,7°C. Deooc was
reduced of 16,7% by the addition of the optimized bioprotectant combination. Synergy was
observed between heat treatment and bioprotectant activity on L. fermentum.




Introdugdo

1 INTRODUCAO

Os grandes volumes de produgio de cana-de-agucar no Brasil revelam a importancia

econdmico-social da industria sucro-alcooleira no pais.
A Tabela 1 mostra alguns nameros da produgdo nacional de cana:

Tabela 1- Produgéo nacional de cana-de-agucar.

Safra -ano  Hectares plantados Toneladas produzidas

1987* 4.314.416 268.741.069
1999 4.575.561 322.473.011
2000 4.845.989 327.703.197

Z2001F* 4.870.262 339.135.641

Fonte — IBGE. *Ano cuja produgdo recebia incentivos do Proalcool. **

Expectativa.

O alcool mostrou-se um combustivel alternativo viavel e o processo de produgédo €
eficaz. Na medida que a biotecnologia evolui no sentido de aumentar continuamente a
eficiéncia das fermentagbes e o aproveitamento de subprodutos e residuos, e os problemas
sociais como o equilibrio entre produgio de energia e de alimentos sdo resolvidos, o valor de
mercado do etanol devera aumentar, encorajando outros paises a adotar a solugé@o para energia
alternativa (MEHTA, 2001).

Com o fim dos incentivos governamentais aplicados no programa Proalcool
(Programa Nacional do Alcool), o setor entra em uma fase de modernizago, otimizagdo dos

processos, pesquisa de novos produtos para se adaptar a nova realidade.

MOREIRA (1997) aponta que a industria sucro-alcooleira necessita, para viabilizar o
alcool como combustivel de biomassa competindo com combustivel de fonte tradicional,

estruturar-se nos seguintes pontos:



Introdugiao
. Ampliar o mercado do 4lcool, pela exportagdo como aditivo a gasolina

ou como combustivel.

. Reduzir custos de produgdo especialmente no que tange a uma

tecnologia mais racional de colheita.

. O aproveitamento total da energia armazenada da cana-de-aglcar deve

ser almejado como exigéncia do mercado.

Por outro lado, um crescente interesse pelos recursos renovaveis, pela
biotecnologia, e por alternativas vidveis ao petréleo, encaminham esta industria para um futuro

de importancia estratégica no ambito mundial.

Para se obter produtos de maior valor agregado, como produtos de biotecnologia,
actcar e derivados de alta qualidade, ou para conseguir a redugdo dos custos de produgdo,

deve-se realizar investimentos e desenvolver a tecnologia do setor.

Processos bioldgicos como a fermentagdo podem ser em muito otimizados, quanto ao
custo de produgdo e a produtividade, por um eficiente controle microbiologico e pelo uso da
tecnologia de instalagdes industriais de grau sanitario. Esta tltima € extremamente custosa em

termos de investimentos iniciais, ja que requer materiais nobres e construgé@o especial.

Também os custos de operagdo (paradas freqgiientes para limpeza, uso de produtos
especiais, pessoal especializado e treinado) tornam-se mais altos. Seu uso s6 se justifica em
partes criticas do processo em um complexo industrial do porte da inddstria sucro-alcooleira.
Um tratamento térmico do mosto de fermentagdo associado a instalagdo de equipamento grau
sanitario, e emprego de tecnologia de CIP pode surtir efeito no controle de contaminagdes de
fermentagdes, mas ainda ndo € aplicado na inddstria canavieira, sendo por sua vez comum

industrialmente no setor de alimentos e bebidas.

O controle microbioldgico € aplicado neste tipo de industria com bons resultados no
processo produtivo, podendo-se utilizar técnicas como HACCP, limpeza e sanitizagdo (CIP),

rastreabilidade das contaminagdes e aplicagdo de agentes antimicrobianos.

(R




Introdugdo

Alguns pontos criticos de controle, importantes do ponto de vista da produtividade,
podem ser evidenciados no processo produtivo de agicar e élcool; dentre eles citamos a
fermentacdo onde a contaminagdo pode produzir a floculagdo do fermento interrompendo o

processo, com graves conseqiiéncias para a produtividade.

As infecgdes por bactérias e leveduras s3o importantes em outro ponto critico: a
moagem, em que ha a formagdo de polissacarideos, as dextranas, que reduzem drasticamente a
qualidade do agucar, a eficiéncia dos processos, obstruindo filtros e equipamentos, e ainda
diminuindo o valor final pago pelo produto, ja que a filtrabilidade é avaliada para se compor o

preco de venda do agicar.

O tratamento térmico realizado para a clarificacdio do caldo de cana, tanto para a
produ¢do de aglcar como para se reduzir a espuma na fermentagdo, € um importante ponto

critico de reducéo e eliminacgdo de contaminantes.

O uso de produtos capazes de controlar infec¢des dos processos de fermentagdo é
praticado desde os anos 50, quando penicilina era adicionada as dornas de fermentacio e a
moenda de usinas de agucar e destilarias. Porém fenomenos de resisténcia aos antibioticos tém

obrigado a industria a utilizar novos produtos.

O risco de uso indiscriminado de antibidticos € o da inutilizagdo do antibidtico para
uso posterior na terapéutica. As populagdes de microrganismos, ao entrarem em contato com
concentragdes subletais do antibidtico podem desenvolver resisténcia por diversos
mecanismos, como mutagédo, selegdo dos mais resistentes e transferéncia de material genético

de resisténcia.

Em processos industriais como o sucroalcooleiro, todo um agroecossistema ¢é
envolvido e um sem nimero de espécies microbianas afetado. A pratica da fertiliza¢do da area
de plantio com o efluente do processo conhecido por vinhaga € uma possivel fonte de residuos

de antibidticos, assim como de material genético codificando resisténcia.

J



Introducdo
E de se esperar que a cada ciclo de produgdo os microrganismos contaminantes
apresentem resisténcia crescente aos antimicrobianos utilizados no processo, ja que parte da

contaminagdo microbiol6gica do processo é carreada pela propria planta de cana-de-agucar.

Para amenizar este tipo de problema os antibidticos da terapéutica humanos tém sido
substituidos por promotores de crescimento de uso veterinario, antibidticos que selecionam a

flora intestinal de aves para o maximo aproveitamento das ragdes de criadores.

Estes produtos que também tem seu impacto no agroecossistema da criagdo de aves,
também agem negativamente no aparecimento de resisténcia, mas teoricamente ndo ameaca a
eficiéncia dos antibidticos da terapéutica — a ndo ser por possiveis problemas de resisténcia

cruzada — transferéncia de R-plasmidios (LIMA, 1999).

No entanto, ndo se resolve o problema do aparecimento de residuos destes

antibiéticos no agiicar, quando do seu uso principalmente na moenda.

Bioprotetores sio um grupo de antimicrobianos, comumente empregados para
agregar estabilidade microbiologica a alimentos e processos de produgdo, estender e otimizar
vida de prateleira: sio culturas laticas, enzimas, metabdlitos ndo purificados, com agdo

inibitéria aos microorganismos contaminantes, deteriorantes ou patogénicos.

Destes antimicrobianos destacam-se alguns principios ativos como a nisina € a
lisozima. A nisina é um lantibidtico de agdo bactericida produzido por culturas laticas.
Lisozima ¢ proveniente do complexo protéico de ovos, e uma vez processada e parcialmente
desnaturada, exibe ac¢do antimicrobiana. Acidos orgénicos fracos produzidos por culturas
laticas também exibem acdo antimicrobiana pela sua capacidade de desestabilizar o equilibrio
hidrogenionico de microrganismos contaminantes impedindo seu crescimento (THOMAS,
2000).

S#o formas de controle de contaminagdo microbiana reconhecidamente seguras para
o homem. Seu uso em processos agucareiros seria mais seguro no que se refere aos possiveis

residuos no produto final.




Introdugdo e Objetivos

Além disso, seu uso ndo incute em problemas de resisténcia & antibidticos da

terap€utica humana e seu consumo em alimentos é cada vez mais disseminado.

Neste trabalho estudou-se a a¢do de bioprotetores, suas concentragdes de uso, frente
aos contaminantes encontrados nos diferentes pontos criticos do processo de produgio de
agucar € alcool. A outras fases do processo, como agua de lavagem de cana, trocadores de
calor para resfriamento de mosto, tratamento de fermento, e outros pontos criticos para a

microbiologia do processo, poderia se aplicar também formas de bioprotegao.
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a agdo de bioprotetores no processo de fermentagio alcodlica e moagem de

cana-de-acgucar.
2.2 Objetivos Especificos

* Determinar a atividade antimicrobiana (MIC) dos bioprotetores nisina, lisozima e
MICROGARD 400 sobre os lactobacilos: L. confusus, L. fermentum, L. plantarum e
Leuconostoc mesenteroides.

= Avaliar a influéncia dos bioprotetores na cinética de fermentagdo alcodlica e obter o

valor de MIC sobre o fermento.

* Determinar os parametros de cinética de destrui¢do térmica dos lactobacilos: L.
confusus, L. fermentum e L. plantarum e do Leuconostoc mesenteroides. Avaliar a
influéncia dos bioprotetores sobre a destrui¢do térmica da bactéria contaminante mais

resistente da fermentacéo.

* Estudar os efeitos da combina¢ao dos bioprotetores na cinética de crescimento dos

contaminantes acima referenciados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Fermentacao alcodlica de cana-de-agicar

O sucesso da fermentagdo alcodlica depende diretamente do estado fisiolégico da
levedura utilizada e da concentragdo celular na dorna. Os principais resultados que revelam o
desempenho da fermentagdo sdo o rendimento, definido pela relagdo do volume de alcool
produzido pela massa de agucar inicialmente presente, € o tempo de ciclo de fermenta¢do que
€ o tempo para o consumo dos aglicares presentes no mosto e sua conversio para o etanol nas

condi¢des de maximo rendimento.

A fermentagdo alcoodlica moderna é conduzida de modo que o fermento se mantenha
no estado de maxima produgdo de élcool, que corresponde a fase estacionaria da curva de

crescimento.

Nestas condigdes a produgdo de biomassa € minimizada e o processo de produgdo €
otimizado. A fermentagdo continua € uma tecnologia empregada atualmente com sucesso

favorecendo estas condigdes.

Dados de produgdes especificas e de crescimento podem evidenciar um problema de

fermentag@o associados a cepa ou matéria-prima do processo (ANDRIETTA et al.,1995).

Assim, o estudo da velocidade de conversdo e de niveis de produgdo de etanol sio
importantes para caracterizar o estado do fermento frente a2 manipulagdo de pardmetros de

Processos.

Para a estimar o desempenho da fermentagdo alcodlica e comparar linhagens de
leveduras de fermentacdo da espécie Saccharomyces cerevisiae para a producdo de etanol,
realizou-se um acompanhamento da cinética fermentativa obtendo-se os parametros cinéticos:
eficiéncia de fermentacdo, conversdo de substrato em etanol e velocidade especifica de
crescimento da levedura. Linhagens diferentes apresentaram caracteristicas cinéticas proprias

e vinhos de composigdes diferentes conforme RIBEIRO (1998).
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O acompanhamento da fermentagdo alcodlica pode ser feito através do
monitoramento e balango de massa, utilizando-se o método de determinagio de massa seca,
com boa precisao (WELTEN, 1994).

Meétodos gravimétricos sdo Uteis para se estabelecer balangos de massa medindo-se a

evolugdo de CO; na fermentagdo alcodlica.

Observou-se boa correlacdo entre a produgdo de alcool e a de gas carbonico em uma
relagdo de um para um em peso*, ja que estequiometricamente pode-se esperar que 100 kg de

glicose fermentada produzam 51,1 kg de etanol e 48,9 kg de CO,.

Em testes de cinética € importante minimizar interferéncias de modo 4 ndo causar
inibigdo ao desenvolvimento da fermentagdo. Um fator de inibigdo importante relaciona-se aos
teores de agucar do mosto e alcool produzido. Em estudo realizado a temperatura de 30°C,
com Saccharomyces cerevisiae € Saccharomyces baianus (S. cerevisiae), observou-se que
concentragdes de etanol superiores a 16% (v/v), geraram perda de aminoacidos intracelulares
para 0 meio externo, 0 que esta intimamente relacionado a inducdo da morte celular
(SALGUEIRO et al., 1988).

VIEGAS (1996) estudou a relag@o entre altos teores de etanol e acidos organicos na
inibicdo de leveduras de fermentagdo alcodlica e observou que os éacidos octandico e
decandico tém importante influéncia sobre a viabilidade celular no final dos ciclos
fermentativos, principalmente a baixas temperaturas. Em pH préximo ao valor de pKa (abaixo
de 4.9) dos acidos a morte celular aumentou devido ao efeito especifico de lipossolubilidade
destes acidos e capacidade de interagir principalmente com a membrana plasmaética da
levedura. Estas observagdes explicam a perda de viabilidade celular do fermento no decorrer
do processo de fermentagdo e fornece uma explanacdo acerca dos mecanismos de bioprotegéo

por etanol e acidos fracos para alimentos e processos.

* Comunicacdo verbal acerca de experimento realizado para tese de doutorado.
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THOMAS et al. (1996) estudou a produgdo de etanol pela técnica de VGH (fermentagdo em
concentra¢des de aglicares muito altas) e obteve formulas para célculos de produtividade e

rendimento para utiliza¢do de S. cerevisiae em fermentagdes com mais de 300 g/L de sélidos

soluveis.

O estado fisiologico do indculo também influencia os parametros cinéticos da
fermentacdo alcodlica. A idade do fermento é um fator fisiolégico importante e repiques

sucessivos devem ser realizados para se garantir atividade adequada da levedura.

JAKUBOWSKI et al. (1999) estudou os efeitos do envelhecimento e da oxidagdo de
culturas de leveduras de fermentag@o, comparando parametros bioquimicos de culturas de 5
dias e 3 meses em cultura estacionaria. Observou que as culturas envelhecidas apresentavam
formagdo de espécies reativas de oxigénio em reagdes de oxidagdo, diminuig@o de atividade de
dismutase de superdxido, diminui¢do dos niveis de glutation e aumento de proteinas com
grupamentos carbonila. Linhagens com deficiéncias antioxidativas mostraram-se mais

sensiveis ao envelhecimento.

Assim, sob a¢do de um fator inibidor, ocorrem alteragdes da cinética do processo de
fermentacgdo alcoolica que podem ndo ocorrer quando as condigdes de fermentagdo estdo
proximas do 6timo. Em condigdes reais de fermentagdo (temperaturas elevadas, teores de

agucar altos, pH baixos) a inibigdo pode se manifestar.

Em escala laboratorial o método de fermentagao semi-solida (tecnologia alternativa
de fermentagdo que consiste em ndo separar o bagago do caldo de cana), mostrou-se
executavel e de grande potencial, gerando alcool de composigdo similar ao produzido pelo
método convencional (MUTTON ef al., 1995).

SREE (2000) isolou de solo leveduras produtoras de etanol capazes de tolerar
temperaturas de 44°C ou mais. Porém foi observado que acima desta temperatura houve perda
de produtividade de etanol e redugdo do crescimento microbiano. As leveduras também eram
osmotolerantes até 350 g/L. de agucares, e a concentragdes de 15 g/l produziam rendimentos
de 70 e 60 g/L em fermentagdes a 30 e 40°C respectivamente, sendo de importancia

estratégica para produgdo em regides de clima quente.
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3.2  Contaminacdo Microbioldgica do Processo Sucro-Alcooleiro.

A flora comumente encontrada na cana-de-agicar destinada ao processamento é de
modo geral oportunista e ndo sofre selegdo por qualquer composto presente no vegetal,
instalando-se e crescendo na medida em que ha a disponibilizagdo de nutrientes pela quebra da
estrutura fisioldgica do colmo, na moagem ou em situagdes adversas como o congelamento € o
manuseio. Isto gera o decréscimo do conteudo de sacarose e aumento de substancias toxicas,
dextranas e levanas, e competicdo por aglicares com leveduras do processo fermentativo
(LOPEZ et al., 1988).

GALLO (1989) identificou bactérias contaminantes do processo sucroalcooleiro
dentre as quais leuconostoc (L. mesenteroides e L. dextranicum, micrococos, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus lactis, bacilos (B. stearothermophilus, B. subtilis e B. coagulans), e
lactobacilos (L. brevis, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. confusus, L. fermentum, L.

bulgaricus).

Leveduras contaminantes naturais do caldo (leveduras selvagens) podem apresentar-
se em concentragdes de 10* ufc/mL. Quando dominantes do processo fermentativo chegam a

concentragdes de 10° ufc/mL (ANDRIETTA e al., 1995).

Muitas vezes leveduras provenientes do ecossistema dominam a fermentagdo
instalando-se no processo com bons niveis de rendimento, recuperando-se ao fim da safra
cepas diferentes daquelas utilizadas no pé de cuba. Algumas leveduras selvagens, no entanto,
contaminam a moenda causando perdas de aglicar ou na fermentagdo desviam seu
metabolismo para subprodutos como glicerol causando perdas em rendimento; outras sdo

floculentas (floculam-se espontaneamente) e interrompem a fermentag@o precocemente.

Saccharomyces cerevisiae com atividade “killer”, que sdo linhagens de leveduras que
produzem toxinas protéicas ativas contra outras cepas da mesma espécie ou ndo, tendo assim
grande capacidade de dominar fermentagdes, foi estudada por SOARES (1999), constatando-
se grande atividade sobre fermentos comerciais comumente empregados para formagéo de pé
de cuba de fermentagdes alcodlicas. A linhagem apresentou alta produtividade de etanol. A

sele¢do deste tipo de microrganismo representa vantagens técnicas ja que além de se garantir
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boas produtividades de etanol, diminui-se a probabilidade de infeccdo do processo por

leveduras selvagens problematicas (floculentas ou de pouca produtividade) ou simplesmente

de desempenho desconhecido.

CABRINI (1998) isolou do processo de usina, leveduras identificadas como
pertencentes a 15 espécies, sendo que no caldo primario obteve-se incidéncias das espécies
Candida entomophila (30%), Saccharomyces cerevisiae: S. uvarum (S. cerevisiae), 16,6% e S.
coreanus (S. cerevisiae), 13,4%. No mosto, predominou a espécie Saccharomyces cerevisiae:
S. uvarum (S. cerevisiae ) (42,86%), S. coreanus (S. cerevisiae) (28,58%), Saccharomyces
chevalieri (S. cerevisiae) (14,28%) e Schizosaccharomyces pombe (14,28%). E no leite de
levedura, Saccharomyces cerevisiae: S. uvarum (8. cerevisiae) (50%), S. bayanus (21,44%), S.
pretoriensis  (Torulaspora pretoriensis)(10,71%), Candida entomophila (10,71%),

Saccharomyces chevalieri (S. cerevisiae)(3,57%) e Pichia ohmeri (3,57%).

JIN (1999) estudando a taxonomia das linhagens de fermentos observou que trés
fases distintas de estudos (anos de 1952, 1970 e 1984) classificam uma série leveduras antes
consideradas de espécies distintas como Saccharomyces cerevisiae, devido aos estudos

genéticos recentes.

A moenda é um dos principais focos de infecgdo em usinas, predominantemente por
microrganismos do género Leuconostoc, havendo grandes consumos de sacarose, com perdas
econdmicas importantes e queda de rendimento em aglicar causada pela produgdo de gomas e
aumento de viscosidade do xarope, decréscimo na taxa de cristalizagdo da sacarose,
entupimento de equipamentos, cristalizacdo em forma de agulha alongada, clarificagdo

deficiente e interferéncia em analises (TROMBINI, 1998).

Cada 333 ppm de dextrana medida em teor de agiicar gera um aumento de 0,15

pontos de polarizagdo, mascarando resultados de anélise (CALDAS, 1998).

KAJI (1989) ndo pode recuperar bactérias do género Leuconostoc presentes no inicio
das fermentagdes ao final dos ciclos, 0 que indicou uma baixa tolerancia ao etanol dos

microrganismos — concentra¢des de 3% de etanol no vinho sdo capazes de reduzir em mais de
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50% a velocidade especifica de crescimento. Estas observagdes restringem a importancia do

género Leuconostoc na fermentagao.

Ainda, segundo KAJI (ibid.) as velocidades especificas de crescimento e tempos de
fase lag de bactérias contaminantes do género Leuconostoc, crescendo em meio fermentativo
composto de caldo de cana suplementado de nutrientes (nitrogénio e fosfato), a 30°C ¢ de 0,21
h' e 4 horas, respectivamente: velocidades baixas que diminuem com o aumento da

temperatura de fermentagdo.

A fermentagdo € um ponto critico do processo, onde as infecgdes podem causar
grandes prejuizos; este processo pode até mesmo ser interrompido no caso da indugdo da
floculagdo do fermento pela flora contaminante. No estado floculado a produtividade do

fermento € minima.

A contaminagdo por L. fermentum de linhagens floculantes (que causam floculacio),
tem grande influéncia sobre a viabilidade de Saccharomyces cerevisiae devido a toxidez dos
produtos metabdlicos, como concluiu OLIVEIRA (1998) em seu estudo de culturas mistas

entre leveduras e contaminantes em caldo de cana-de-agucar.

OLIVA NETO (1990) encontrou no leite de levedura uma proporgio de 62% de L.

Sfermentum e 2% de L. plantarum, contaminando dornas em seu trabalho com usinas de alcool.

O tempo de fermentagdo ou ciclo fermentativo influi no desenvolvimento da
populagdo bacteriana em fermentagdes alcodlicas: ciclos prolongados favorecem o

crescimento bacteriano e competi¢ao com a levedura (OLIVA NETO, 1995).

Alguns autores citam ainda que o consumo do aglcar e sua conversdo para acidos
organicos por bactérias causam grandes perdas de rendimento. Em trabalho realizado com
microrganismos isolados de fermentagdes contaminadas, STROPPA et al. (1998) simulou o
processo de fermentagdo de aguicares por bactérias, e quantificou as perdas de agicares em
diversas condigdes. Obtiveram-se curvas de cinética de fermentagdo que revelaram
velocidades baixas de conversdo, e pequenos consumos do agtcar foram medidos em

comparagdo ao consumo das leveduras produtoras de alcool.
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Assim, as observagdes praticas sobre perdas de rendimento por contaminagdes
bacterianas (exceto nos casos de floculagdo) devem ser na realidade provenientes de desvios
de rotas metabodlicas da propria levedura de fermentagdo. Um importante desvio que acarreta

em perdas de rendimento em etanol € a produgao de glicerol.

FINGERUT et al. (s.d.) observou que a produggo de glicerol, como consegiiéncia da
fisiologia normal de leveduras estudadas, foi a principal causa de redu¢do do rendimento
fermentativo; e que a produgdo de acidos, embora significativa nas amostras de seu trabalho,

ndo explicou a brusca perda de rendimento em etanol.

KAIJI (1989) relatou que fermentagdes so seriam afetadas por contaminantes que

estivessem em concentragdes celulares altas, da ordem de 107 ufc/mL.
3.3  Floculagio no Processo de Fermentacio Alcodlica.

A floculag@o € um processo em que o fermento suspenso no vinho em fermentagio,
por meio de uma influéncia externa ou por caracteristicas genéticas, se agrega em flocos,
formando particulas que devido aos seus didmetros crescentes se precipitam concentrando-se

no fundo das dornas de fermentacao.

Leveduras ditas floculentas sdo capazes de flocular por si proprias estimuladas por
fatores como baixo teor de agicares. Suas caracteristicas fisiologicas podem ser aproveitadas
para separar o vinho do fermento ao fim da fermentagdo, mas em fermentagdes continuas com
sistemas de separacdo diferentes como centrifugag@o, estes microrganismos s3o potenciais
contaminantes que causam interrupgdes do processo. Leveduras ndo floculentas podem sofrer

floculag@o por agdo de bactérias contaminantes denominadas floculantes.

A produg@o de floculagdo por L. fermentum na levedura Saccharomyces cerevisiae s
pdde ser realizada com uma nitida separagdo de fases em concentragdes altas da bactéria: de

1,38g/L (biomassa seca) para 65,4g/L (biomassa seca) de levedura (LUDWIG ef al., 2001).

Sédo considerados dois mecanismos para floculagéo de leveduras na fermentagéo, que
ocorrem de maneira simultanea: ligagdo entre lectinas (proteinas da parede celular) e

receptores polissacaridicos de outras células que podem ser mananas, galactomananas,
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mediadas por ions bivalentes; mecanismos fisico-quimicos em que forgas de Van der Walls e
interagdes hidrofébicas, expressdo de superficies hidrofébicas na parede externa da célula, e
diminui¢do das forgas de repulsdo entre células, geram a aproximagdo formando agregados
(STRATFORD, 1996).

O mecanismo de floculagdo por lectinas € o mais aceito e baseia-se em uma teoria de
receptores especificos; assim as interagdes tém sido demonstradas pela inibigéo da floculagio
pela adi¢do de manose ao meio, ou pela retirada de calcio por quelantes, uma vez que o célcio
tem fungdo de manter a conformagdo de zimolectinas, aceptoras dos residuos de mananas.
Esta teoria € mais aceita que a teoria de pontes de hidrogénio realizadas pela presenga de ions
divalentes, pois a inibicdo por agicares ndo pode ser explicada pelo mecanismo de ligagdes de
calcio (JIN, 1999).

Alguns fatores para a floculagdo de leveduras sdo apresentados: a dependéncia de
ions de metais bivalentes, de floculagéo reversivel por EDTA, dependéncia da ligagio entre
proteinas-carboxila das paredes celulares, independéncia do estado metabdlico da célula uma
vez ocorrida a floculagdo, dependéncia do teor de agucares no meio, cofloculagio ou
floculagdo mutua (que explica o processo que ocorre na floculagdo devido & contaminagdo por
bactérias). Em comparagdo a leveduras de baixa fermentagio, observou-se que as de alta
fermentagdo sofrem floculagdo sem requererem grandes quantidades de calcio, mas sim, no

ponto isoelétrico celular.

Teores de alcool e a conformag@o da parede celular afetam a capacidade de flocular
da cé€lula, ao contrario de leveduras de baixa fermentagdo que parecem ter polimeros
protuberantes suportando lectinas capazes de se interligar através da barreira de repulsdo
(DENGIS et al., 1995).

STAN (2000) estudando o modelo de lectinas propds um modelo matematico para
prever o comportamento bioldgico do processo de floculagdo segundo os pardmetros: teor de
cdlcio no meio extracelular, eficiéncia da célula em utilizar agilicares, e probabilidade de
colisdo entre c€lulas em fun¢do da temperatura. O modelo foi eficaz em prever o aumento

significativo da floculagdo em fung¢io de aumentos de teores de calcio no meio.

13
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Outro problema, estudado por NEGRO (1999), ¢ a formagdo de “canjica”, que €
constituida de grumos de dextrana e bactérias contaminantes que produzem obstrug@o e perda
de rendimento em trocadores de calor das usinas. A dextrana € produzida pelas proprias
bactérias que formam os flocos e que provém do caldo de cana utilizado no processo. Isolando
estes microrganismos € promovendo a produg¢do de gomas, contatou-se que varias linhagens
de lactobacilos e algumas de leuconostoc eram capazes de aumentar consideravelmente a

viscosidade do meio pela produgdo de dextranas, mas ndo houve precipitacdo abaixo de teores

alcoolicos de 20%.
3.4  Uso de antibiéticos no controle de contaminac¢des microbianas

O controle microbiolégico de fermentagdes em destilarias de alcool combustivel tem
sido realizado pela adi¢do de acido sulfurico as dornas de leite de levedura, lavando a

suspensdo de células em pH até proximo de 2,0.

Tal tratamento foi comumente utilizado em fermentos da industria de alimentos com

acidos fracos e mais recentemente associando sanitizantes como diéxido de cloro.

Antibidticos como a monensina e a penicilina, comumente empregados no controle
das infecgbes do processo sucro-alcooleiro, mostraram-se bastante eficientes na redugdo de

contaminagoes por bactérias.

OLIVA NETO (2001) testou os antibiéticos Penicilina V A4cida, clindamicina e
cefamandol obtendo inibigdo do crescimento de bactérias contaminantes de caldo utilizando
até 0,2; 0,40 e 1,45pg/mL, respectivamente. Testou também os produtos quimicos: sulfito,
nitrito.  sulfato de cobre, etileno-bis-ditiocarbamato de zinco e manganés,
dimetildietilcarbamato, metilditiocarbamato, tiocianato , bromofenato, n-alquildimetilbenzil

cloreto de amoénio, lisozima e formaldeido.

Antibidticos como a monensina € a penicilina, comumente empregados no controle
das infecgGes do processo sucro-alcooleiro, mostraram-se bastante eficientes na redugdo do
consumo de agucar por bactérias; estes consumos, expressos em gramas de sacarose por ciclo
logaritmico da populag¢do, foram quantificados para diversas bactérias contaminantes e

concluiu-se que: variam de espécie para espécie, e bactérias do género Bacillus apresentaram
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consumos maiores que as do género Lactobacillus, e sdo irrelevantes comparados aos

consumos de leveduras no processo de fermentagio (STROPPA, 1998).

Foi observado ainda, que a penicilina, utilizada no processo desde a década de 50 —
60, nao foi eficiente em conter o crescimento de algumas das bactérias testadas ap6s 48 horas
de incubagdo por resisténcia desenvolvida por estas espécies, 0 que ocorreu também para L.

plantarum frente as dosagens de monensina (STROPPA, 1998).

Virginiamicina, Fermacol™, cloranfenicol, penicilina e quaternario de amonio foram
testados contra contaminantes comuns da fermentagdo alcodlica industrial de cana-de-agucar,
para determinacdo das concentragdes minimas inibitérias do crescimento, verificando-se maior

resisténcia aos compostos para bactérias da espécie L. plantarum (ANDRIETTA et al., 1993).

STUPIELLO (1993) observou que L. plantarum foi o microrganismo mais resistente
aos antibioticos utilizados na indulstria sucro-alcooleira, podendo ser utilizado como
microrganismo alvo de estudos de antimicrobianos e que os contaminantes do género bacilos

ndo apresentaram resisténcia semelhante, sendo inibidos com maior eficacia pelos antibidticos.

Perdas de até 11% em etanol produzido foram observadas na inoculagio conjunta de
lactobacilos e leveduras em macerado de trigo em carater experimental, que puderam ser
reduzidas ou minimizadas com o uso de virginiamicina. Concentragdes de 0,5 mg/kg foram
capazes de reduzir o crescimento de diversas bactérias contaminantes da fermentagdo
alcodlica, mas ndo o impediram ap6s periodos maiores de fermentagdo, seja devido a mutagdo,
variagdes da sensibilidade, sele¢do ou consumo da virginiamicina por lactobacilos resistentes

(HYNES et al., 1997).
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3.5 Resisténcia a antimicrobianos

O uso de antibioticos da terapéutica para controle microbiolégico industrial €
condenavel pela possibilidade de induzir fendmenos de resisténcia, que podem aparecer tanto

no ecossistema agroindustrial como em popula¢des humanas circunvizinhas.

Bactérias isoladas do rastreamento de um agroecossistema de cana-de-agticar foram
testadas para resisténcia a antibioticos sendo que entre os isolados, 86% e 43% cresceram na
presenga de 10-100 U/mL de penicilina e 100-300 pg/mL de virginiamicina, respectivamente.
Estes antibioticos foram utilizados no processo de producdo da usina em estudo (LIMA ef al.,
1999).

Genes de resisténcia a tetraciclina, identificados em suinos tratados com promotores
de crescimento, foram encontrados na microflora de pogos e lagoas da regido de abatedouros,

o que evidencia o potencial risco de propagacdo destes genes de resisténcia (CHEE et al.,
2001).

O método MIC foi utilizado para determinar o desenvolvimento de resisténcia a sete
sempre crescentes para 0s organismos expostos aos residuos destes compostos, sem no entanto

apresentarem reacgdes cruzadas a eles (BRADY, 1992).

MIRANDA (1998) encontrou maiores porcentagens de microrganismos resistentes a
diversos antibioticos em aguas com maior grau de poluigdo, sugerindo que os residuos destes
antimicrobianos, alguns de uso industrial estariam presentes e causando esta resisténcia na
microflora. A transferéncia de plasmidios de resisténcia também foi cogitada no trabalho

como mecanismo de adaptagao.

Como alternativa aos antibidticos da terapéutica humana sio utilizados em usinas
antibidticos da classe dos promotores de crescimento para animais. No entanto doengas
relacionadas a contaminagdes microbiolégicas de alimentos podem ser disseminadas, pois a
microflora selecionada pelos promotores de crescimento e profilaticos pode exibir resisténcia

a diversos antibidticos; nove antibidticos foram testados na microflora de aves e humanos,
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constatando-se a eleva¢do da resisténcia e presenca de microrganismos multiresistentes
(BOONMAR et al., 1998).

Foram reportados casos de resisténcia a nisina, apesar do seu relativamente recente
emprego em alimentos, onde Listeria monocytogenes adquiriu resisténcia impossibilitando o
mecanismo de formagdo de poros na parede celular pela exposi¢do ao lantibiético. Também se
verificou a resisténcia cruzada destes microrganismos resistentes a outros grupos de

bacteriocinas, especificamente da classe Ila, pediocina (BOWER, 1999).

A resisténcia a antimicrobianos de bactérias laticas pode ser produzida por varios
mecanismos, como a producédo de enzimas proteoliticas, impedimento & penetragdo da nisina
pela parede celular, ou mudangas na composigdo da membrana plasmatica que modifica a sua

afinidade quimica pela molécula de nisina (BRUL, 1999).

A imunidade a bacteriocinas € uma propriedade inerente ao microrganismo produtor
€ se expressa geneticamente com a produgdo da bacteriocina. Esta associada & produgio de
proteinas especificas: as imunoproteinas e as proteinas de transporte-ABC que tém a
propriedade de impedir a agdio da bacteriocina sobre a bactéria produtora. A proteina Lanl,
uma imunoproteina, tem capacidade de se ligar fortemente a membrana celular plasmatica
impedindo a agdo de lantibidticos. Imunoproteinas semelhantes podem gerar imunidade
cruzada a bacteriocinas, mas o mecanismo de agdo € extremamente especifico, o que faz com
que bacteriocinas como nisina e pediocina que compartilham em 60% suas estruturas,

apresentem imunoproteinas diferentes e especificas quanto & agdo (McAULIFFE et al., 2001).

LORCA (1999), utilizando analise de proteina por SDS, observou que Lactobacillus
acidophilus desenvolviam resisténcia cruzada pela exposi¢do a substincias com agfo
antimicrobiana como acidos, cloranfenicol, etanol e peréxido de hidrogénio, € a condigdes
stressantes de crescimento. Nao foi constatado mecanismo especifico (proteina indicando
resisténcia) entre resisténcia a etanol e a cloranfenicol, apesar de ter sido observada resisténcia
cruzada.

Em estudo conduzido em bactérias da espécie Staphilococcus aureus, resistentes a

virginiamicina por meio de sequenciamento genético, isolou-se gene de plasmidio bacteriano,
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VGA., codificando uma suposta proteina de resisténcia. Proteina semelhante identificada em

Escherichia coli ndo conferiu resisténcia a virginiamicina ao microrganismo (ALIGNET e¢
al., 1992).

3.6  Bioprotetores e mecanismos de agao

Alimentos fermentados t€ém sido produzidos desde a antiguidade no intuito de
preservar, diminuir toxidez ou aumentar a digestibilidade dos alimentos. O uso de fermentos
laticos, que produzem bacteriocinas de efeito antibidtico desejado, pode melhorar

sensivelmente as caracteristicas microbiolégicas do alimento (CAPLICE, 1999).

A extensdo da vida de prateleira pela adigdo de culturas laticas a alimentos como
produtos carneos foi obtida, pois este tipo de microrganismo tem capacidade de formar uma
microflora dominante sobre a patogénica, preservando o alimento com uma “fermentacdo
oculta” (STILES, 1996).

A utiliza¢do de bioprotetores extraidos e purificados ao invés da adigdo de culturas
bacterianas ao alimento traz inimeras vantagens de estabilidade, maior tempo de prateleira,
possibilidade de realizar um tratamento térmico ao final da cadeia de produgdo. Outra
dificuldade em se usar bactérias laticas produtoras de bioprotetores € que por vezes a cultura
utilizada, selecionada para produzir o bioprotetor € pouco eficiente para o processo em geral.
L. lactis, produtor de nisina inoculado como cultura latica para fermentagdo de queijo,
mostrou-se lento na fermentagdo da glicose e incapaz de produzir proteases, necessarias na
maturagdo dos queijos (MORENO et al., 1999). Como a produgao de nisina esta relacionada a
auséncia de enzimas proteoliticas, a adi¢do de nisina purificada durante o processo poderia ser

uma solugd@o viavel.

Os bioprotetores tém por caracteristica positiva o fato de serem classificados como
grau alimenticio, j& que derivam de processos de produ¢do de alimentos; mas seu emprego
deve ser racional de modo a agregar qualidade ao produto e ndo substituir importantes praticas

de higiene e BPF (HOLZAPFEL et al., 1995).

CATTE ef al. (1999) utilizou um planejamento fatorial 2° completo para investigar o

efeito de cloreto de sddio e fumaga liquida, substdncias potencialmente inibidoras do
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crescimento, e condigdes de atividade de agua no crescimento de L. plantarum em meio MRS,
medido por densidade dtica a 600 nm. Foram medidas as respostas: tempo de fase lag, tempo
de crescimento e acidificagdo do meio. O tratamento dos dados indicou que a atividade de
agua e teor de sal influenciaram o crescimento sem interagdes significativas, mas a fumaca

liquida ndo influenciou nem o crescimento nem a acidificagio.

Acidos organicos sdo comumente empregados na estabilizagdo microbioldgica de
alimentos, como por exemplo: dcido sorbico, latico, acético, benzdico e propidnico. O
mecanismo de ag¢do proposto para a sua a¢do antimicrobiana propde que em pH baixo estas
moléculas se encontram em equilibrio quimico com predominancia da forma ndo dissociada
molecular, com grande capacidade de se dissolver nas membranas citoplasmaticas, penetrando
nas c€lulas até que o equilibrio osmético se estabelega. Uma vez dentro da célula, onde o pH é
mais proximo da neutralidade ocorre a dissociagdo de prétons e &dnions aumentando
criticamente a concentragdo protonica intracelular, inativando enzimas e paralisando o
metabolismo celular (BRUL, 1999).

Estes antimicrobianos sdo influenciados pela composi¢do do meio e pH, cada qual
segundo a caracteristica fisico-quimica da molécula - especificamente o coeficiente de
particao (pKa), que para acido sérbico em 6leo € de 3,0; para acido propidnico de 0,17; para

acido benzoico de 6,1, por exemplo (LUCK, 1995).

Algumas bactérias laticas probioticas sdo capazes de produzir acidos fracos, que sdo
metabolitos que segundo SANDERS (1999) tem agdo benéfica sobre a saiude estomacal,
inibindo bactérias patogénicas. Esta mistura de acidos pode ser utilizada como bioprotetor em

alimentos.

A fermentagdo de bactérias laticas caracteriza-se pelo acimulo de substancias acidas
baixando significativamente o pH do meio, tornando-o seletivo; algumas substincias presentes
neste tipo de bioprotetor que tem comprovada agdo antimicrobiana sdo descritas por DE
VUYST (1994): acido latico, 4cidos organicos volateis, etanol, peréxido de hidrogénio,

dioxido de carbono, diacetil e acetaldeido.
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MONTVILLE (1998) define biopreservagdo de alimentos como a utilizagdo de
bactérias laticas (probidticos), seus metabdlitos ou ambos para melhorar ou assegurar a

qualidade e a seguranga de alimentos que néo sdo necessariamente fermentados.

Bacteriocinas sdo compostos protéicos, produzidos por bactérias com modo de agdo
bactericida sobre microrganismos semelhantes ou com largo espectro de agdo. A classificacdo
das bacteriocinas € realizada segundo a estrutura quimica das moléculas que as compdem,

definindo um namero de classes de bacteriocinas de bactérias laticas:

A classe I dos lantibidticos, composta por pequenas moléculas peptidicas (<5kDa)
que contém um aminoacido pouco usual, a lantionina (Lan), f-metil lantionina e aminoacidos
desidratados é dividida em subclasses conforme estrutura e modo de agd@o. Os lantibidticos do
tipo A, sdo formados por 34 aminoacidos em cadeias alongadas, com similaridade na
conformagdo das pontes entre Lan, agindo na ruptura da membrana citoplasmatica da bactéria
alvo. Nisina, subtilina e epidermina s3o classificados como bacteriocinas tipo 1 A. Os
lantibidticos do tipo B agem na inibicdo da funcgdo enzimatica da célula alvo, sendo
constituidos de moléculas globulares de 19 residuos de aminoacidos. Duramicina e cinamicina

sao exemplos deste tipo de bacteriocinas.

A classe II € composta por peptideos pequenos (<5 kDa), que ndo contém Lan, ativos
sobre membrana plasmatica, e sdo subdivididos conforme sua agdo antilisteria em Ila (ex.:
pediocina, sakacina); IIb, que requer dois componentes peptidicos para exibir a¢do (ex.:

lacticina); Ilc de excregdo sec-dependente para a atividade (ex.: acidocina).

Por fim, a classe IIl € constituida por bacteriocinas termolabeis de alto peso
molecular (>30 kDa) (McAULIFFE et al., 2001).

Nisina € uma bacteriocina obtida por fermentagdo, na fase de crescimento
exponencial, de Lactococcus lactis, ndo toxica, termoestavel, eficiente contra bactérias gram
positivas, e quando associada ao EDTA, eficiente contra bactérias Gram negativas (CHAN et
al., 1996; HELANDER, 2000).

E um polipeptidio constituido de 34 aminoacidos com cinco ligagdes sulfidrilicas

circulares formando os aminoacidos ndo protéicos: lantionina e beta metil lantionina. E uma
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molécula anfifilica formada por um terminal N e um terminal C de conformagéo helicoidal,
unidos por uma regido flexivel que confere rotagdo 4 molécula: tal caracteristica é importante
para sua solubilidade e penetragdo em membranas fosfolipidicas. Segundo a cepa bacteriana
que a produz, a nisina pode ser do tipo A ou Z, que diferem entre si do ponto de vista
estrutural em apenas um aminoacido na posigdo 27 (His na nisina A e Asn na nisina Z).
Algumas diferencas com relagio a produgdo e a agdo antimicrobiana foram reportadas. Em
testes MIC a formagdo de halos maiores para a nisina Z em placas inoculadas com
microrganismos indicadores ¢ causada exclusivamente pela maior facilidade de difusio do

tipo em agar (ABEE et al., 1995).

A Figura 1 mostra a estrutura da seqiiéncia dos residuos dos aminoacidos da molécula
da nisina e as pontes de sulfeto envolvidas nas formagdes dos aminoacidos ciclicos lantionina
(Ala—S - Ala).

@)
)

'I-
OR
Figura 1: Mélecula de nisina (BOWER, 2001).

O espectro de agdo da nisina € relativamente estreito sendo ativa contra bactérias
gram positivas, como bactérias laticas, clostridium, bacilos, estreptococos € em combinagio
com quelantes contra algumas bactérias gram negativas, mas ineficaz contra fungos e
leveduras (LUCK, 1995).

Os mecanismos de agdo da nisina, constituinte de bioprotetores em alimentos, e de
substancias derivadas — lantibidticos, subtilina e nisina com substituigdes obtidas por

engenharia genética — séo pouco conhecidos, mas sdo dependentes da estrutura quimica destes
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compostos (CHAN et al., 1996), provavelmente relacionados a formagdo de poros nas paredes

dos microrganismos, com perda de material celular vital.

Bacteriocinas produzidas por Lactococcus lactis apresentaram um modo de agdo e
um mecanismo de adsorcdo similares ao da nisina, substancialmente bactericida contra células
em fase exponencial de crescimento, com intensidade maior para as que se encontravam na

metade dessa fase (MORENO et al., 1999).

Assim, alguns modelos mecanisticos foram propostos por THOMAS (2000). A agéo
inibitéria da formacdo de parede celular bacteriana pode ocorrer pela ligagdo da molécula de
nisina com um precursor da peptidoglicana ou pela absor¢do de acido teicdico da parede

celular que deflagra um processo de autdlise.

Mas os modelos relativos a parede celular ndo explicam a agdo biocida e instantanea
observada, ou a resisténcia observada em cepas com composicdo de fosfolipidios de

membrana, diferente das cepas sensiveis (BRUL, 1999).

Assim, modelos relativos a agdo sobre a membrana plasmatica parecem explicar

melhor os efeitos da nisina sobre as células (MONTVILLE, 1998; THOMAS, 2000):

Mecanismo de barril € aduela — Nisina, pela sua caracteristica anfifilica, combina-se e
penetra na membrana plasmatica da célula bacteriana, perpendicularmente a superficie. Como
uma molécula de nisina € por demais pequena para promover a forma¢do de um poro, o
modelo sugere que ocorre um posicionamento de varias moléculas de nisina, em torno de uma
luz repleta de agua em forma de barril, de tal forma que as por¢des hidrofobicas se orientem
para o exterior do barril e as porg¢des hidrofilicas para a luz. O mecanismo € extremamente
dependente do estado metabolico e do potencial trans-membrana do microrganismo. A
formagdo de poros causa uma perda de conteido intracelular interrompendo rapidamente

rea¢des metabdlicas vitais.

A Figura 2 ilustra 0 mecanismo descrito apresentando uma por¢do da membrana

plasmatica e a formagdo de um poro pela disposi¢do das moléculas de nisina.
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Figura 2 — Mecanismo de agdo da nisina. Modelo do Barril e aduelas (McAULIFFE et al.,
2001).

Mecanismo de cunha — por mecanismos eletrostaticos a nisina se liga € penetra na
membrana plasmatica bacteriana, o que depende tanto do potencial de membrana como da
composigdo quimica dos fosfolipidios. A formagio de poros ocorre quando varias moléculas
de nisina penetram e perturbam a dindmica da membrana, pela inser¢do de grupamento

positivamente carregado, causando um defeito na camada dupla de fosfolipidios.

Também um mecanismo independente da forga motriz protonica é citado por ABEE
et al. (1995), no qual a composigo lipidica da membrana influi na penetragdo das moléculas

de nisina que age como carreador de dnions, causando eflivio citoplasmético.

Um outro mecanismo proposto baseia-se também nas caracteristicas anfifilicas da

molécula da nisina e propde que ocorre o rompimento da membrana plasmética bacteriana por
detergéncia (MONTVILLE, 1998).
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Mas, o comportamento da agdo antibacteriana da nisina € classicamente dose
dependente. Isto também incute no fato que a carga bacteriana influi proporcionalmente na

acdo do lantibiotico.

Tratamentos térmicos subletais induzem a sensibilidade de esporos a nisina, sendo
especialmente sensiveis os endosporos de Clostridium e Bacillus, com efeitos esporostaticos €

até esporocidas, evitando crescimento de células de esporos germinados (KIM, 1993).

Constatou-se que as substincias que compdem os alimentos alteram o desempenho
dos antimicrobianos: concentracdes adicionadas de lecitina, sais de cations divalentes como
calcio e magnésio, e caseina antagonisaram o efeito bactericida de nisina € outros
antimicrobianos sobre linhagens de L. curvatus, Listeria innocua, Salmonella, Escherichia coli
(incluindo O157:H7), enquanto que pH baixo, cloreto de sédio, propilparabeno, e EDTA
exibiram sinergismo (GANZLE et al.,1998).

Andlises da estrutura da molécula de nisina em diferentes concentragoes
hidrogenionicas revelaram que em faixas de pH abaixo de 5,5 o polipeptideo assume uma
conformagdo espacial espiralada ao acaso, que esta relacionada com sua solubilidade e
estabilidade nestas condigdes, e acima do pH de 5,5 a nisina, que se mostra menos estavel e

perde gradativamente sua atividade, assume conformac@o fixa (DYKES, 1998).

O uso de concentragdes de 1 a 20 mmol / L de EDTA em combinag¢do com nisina
resulta em sinergismo e eficacia contra bactérias Gram positivas (GANZLE et al., 1998) e

negativas, pela agdo sobre a funcionalidade de membranas bacterianas (STEVENS, 1992).

THOMAS (2000) relatou que concentragdes de 20 mmol de EDTA e 12,5 a 25 ppm

de nisina tem eficaz ac¢do antimicrobiana.

No processo de homogeneizagio de leite a 200 bar foi observado que a populagdo de
Listeria innocua foi reduzida pela adigdo de 100 UI/mL em 2,6 a 2,9 ciclos logaritmicos,
enquanto que a inibigdo no leite integral chegou a 3,7 a 3,8 ciclos; as perdas de atividade
antimicrobiana da nisina chegaram a 64% comprometendo o seu uso para bioprote¢do do

processo de homogeneizacdo de leite (ZAPICO er al., 1998).
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A protecdo de alimentos contra bactérias Gram negativas pela combinagdo de nisina
com 4cidos organicos e EDTA foi investigada por HELANDER (2000), que realizou
tratamentos com o bioprotetor contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
P.marginalis, e Salmonella enterica sv. Typhimurium. A subsegiiente adi¢do de 1 mmol de
EDTA aumentou a penetragdo de substéncia fluorescente (1-N-fenilnaftilamina) indicadora de
formag@o de poros na membrana citoplasmatica, mas 0,1 mmol de EDTA e 4cidos organicos
ndo tiveram efeito, havendo ao contrario, estabilizagio da parede lipopolissacaridica pela

nisina.

O método de MIC foi utilizado para medir a susceptibilidade de Listeria, Clostridium,
Staphylococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Micrococcus e Pediococcus, e esporos de
Clostridium e Bacillus as bacteriocinas: nisina A, nisina Z e pediocina. Pediocina se mostrou
mais eficaz contra Listeria monocytogenes, mas nisina A e Z tiveram MIC de 23 a 69 pg/L
contra o crescimento de esporos por 10 dias enquanto que pediocina pode ter tido efeito

germinativo de B.subtilis, conforme concluido por MEGHROUS e al. (1999).

L. plantarum (ATCC 8014) e L. cremoris (ATCC 9596) foram testados pelo método
MIC resultando em concentragdes minimas inibitorias de 0,15ug/mL de nisina A (expressos
em substincia pura) para ambos os microrganismos, 0,34 ¢ 0,15 pg/mL de nisina Z

respectivamente € 22,1 pg/mL para pediocina sobre L. plantarum (MEGHROUS et al., 1999).

O valor de tempo de destruicdo térmica (D) foi determinado para o tratamento
térmico a 90°C de esporos ativados de Alicyclobacillus acidoterrestris em bebidas acidas de
frutas. O Dgoec na bebida de macé foi de 20,8; 19,3; 15,5 e 14,8 minutos para 0 (controle), 50,
100 e 200 UI/mL de nisina, respectivamente; e o D90°C para a bebida de laranja foi de 23,1;
20.4; 20,6 € 17,6 minutos para 0, 50, 100, 200 U/mL de nisina, respectivamente. A redugio
de D entre a concentragdo de 200 UI/mL de nisina, equivalente a 5 ppm de nisina ativa, € o
controle foi de 71% e 76% para bebidas de maca e laranja respectivamente, sendo a nisina tio
ou mais ativa que a lisozima na inibi¢do de esporos de A.acidoterrestris (YAMAZAKI et al.,
2000).

Um método de imunoensaio foi desenvolvido por NANADAKUMAR et al. (1999)

para detectar e quantificar nisina em matrizes complexas e meios de fermentagdo, em que
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particulas poderiam interferir nos resultados, conseguindo recuperacdes de amostras
adicionadas de nisina em leite, meio de fermentagdo e solucdo tampdo de 86, 96, 98% em

média, respectivamente.

O efeito bactericida de nisina adicionada a concentragdo de 100 Ul/mL em
Micrococcus luteus em solugdo tampao fosfato em pH 6,8, resultou na reducédo de 1,4 ciclos
logaritmicos na contagem de viaveis. Ja o efeito sobre a mesma amostra de um tratamento por
campo de pulso elétrico (PEF) a 50 pulsos a 33kv/cm, resultou na redugéo de viaveis em 2,4
log. A combinagdo dos tratamentos na ordem nisina seguida de PEF e tratamento por PEF

seguido de nisina resultou em redugdes de 5,2 e 4,9 log, respectivamente (DUTREUX, 2000).

PARENTE ef al. (1998) estudou a combinagdo de bacteriocinas nisina e leucocina,
teores de NaCl e pH, adigdo de EDTA e concentragdo de indculo sobre a sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes em caldo. Analises estatisticas dos efeitos indicaram que nisina teve
maior efeito sobre a sobrevivéncia da bactéria, mas leucocina também foi efetiva. NaCl e
EDTA tiveram pequenos efeitos, enquanto que a redugfo dos valores de pH foram efetivos em

diminuir a sobrevivéncia.

Carvacrol, um composto fenélico presente em orégano e tomilho, foi avaliado quanto
sua ac¢do antibacteriana em combinagdo com nisina contra linhagens de Bacillus cereus, nas
concentragdes de 0,15 ppm de nisina para 0,3 mmol/L de carvacrol. A combinagdo mostrou-se
mais eficiente que a nisina somente, indicando sinergia tanto no tratamento a 30°C, pH 7,0 e
5,7 como a baixas temperaturas (8°C, pH 7,0 e 6,3), indicando o potencial do uso da
combinacdo nisina e carvacrol, em baixos valores de pH, para alimentos minimamente
processados (PERIAGO, 2001).

Nisina e outros lantibidticos tém sido estudados devido as suas propriedades
caracteristicas de reatividade e modo de ag@o antimicrobiana diferente dos antibidticos da
terapéutica. Foram testados com sucesso contra uma série de patogenos e alguns lantibidticos
foram caracterizados por sua agdo antiviral. Sdo estudados para diversas aplicagdes
farmacéuticas, utilizados como surfactantes capazes de promover a absor¢do por mucosas de
farmacos como proteinas ou compostos pouco solaveis, emulsificantes devido sua

caracteristica anfifilica, e barreira microbiolégica em superficies de materiais sintéticos.
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Segundo BOWER (2001) as caracteristicas importantes para a utilizacio de lantibidticos so:
moléculas de baixo P.M., catidnicas, atividlade em pH baixo e resistentes a hidrolise por

lisozima, caracteristicas reunidas pela nisina.

Foi observado que a adig@o de nisina em concentragdes de até 200 UI/mL, tratamento
térmico brando (50°C) e resfriamento répido, causou a perda de potassio intracelular de
bactérias de Clostridium perfringens para o meio, composto por solugdo tampao (pH 7,2). O
aumento da fase lag do microrganismo e o aumento da perda de viabilidade foram associados
aos aumentos de concentragio de nisina, e o extravasamento dos ions potassio associado a esta
perda de viabilidade. O crescimento subseqiiente foi associado 4 multiplicagio de individuos

resistentes (GUERLAVA, 1998).

O efeito sinérgico entre nisina e lisozima foi observado sobre bactérias laticas
deteriorantes, quando adicionados ao meio MRS e MRS modificado acrescido de 2 e 4% de
cloreto de sdédio; as proporgdes de 37,5 ppm de nisina para 112,5 ppm de lisozima provocaram
a redugdo de 4 ciclos logaritmicos da populagdo de L. curvatus em uma hora e 8 ciclos em
duas horas, contra 4 ciclos em duas horas para nisina apenas. Proporgdes de um terco de nisina
para lisozima reduziram o valor de MIC de bactérias laticas em até 16 vezes (CHUNG, 2000).
A propor¢do indicada da combinagdo nisina lisozima de 1 para 3 foi considerada melhor,

dado o custo quase 3 vezes maior da nisina em comparagdo com lisozima.

GILL (2000) aplicou esta combinagdo de bioprotetores para produtos carneos em
concentragdes de 500 mg/kg e conseguiu prolongar a vida de prateleira de maneira
significativa para as contagens de patdgenos e deteriorantes. Presunto inoculado com B.
thermosphacta e E. coli O157:H7 ndo exibiu crescimento até a 4® semana e para S.
typhimurium, até a 3* semana. Em embutidos tipo “bologna” e presunto L. curvatus nio
cresceu até a 3* semana. A popula¢do de Lc. mesenteroides foi reduzida enquanto que L.
sakei, Listeria monocytogenes, Serratia grimesii e Shevanella putrafaciens ndo foram inibidas

pelo tratamento com os bioprotetores.

Uma cultura do microrganismo indicador Micrococcus luteus foi utilizada para o
método de dosagem direta de nisina em placa, adicionando-se diretamente ao meio o

microrganismo produtor L. lactis. O método modificado provou ser eficaz para estudar a
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influéncia da adicdo de sais e de pardmetros da producdo de nisina, para balizar ensaios

posteriores em escala maior (CHANDRAPATI, 1998).

A atividade antimicrobiana da lisozima é associada a sua atividade enzimatica de
muramidase, que hidrolisa ligagdes glicosidicas entre o acido N-acetilmuramico e a N-

acetilglucosamina dos glicopolissacarideos (LUCK, 1995).

Segundo LOSSO er al. (2000) a lisozima promove a catdlise que envolve os
aminoacidos Asp52 e Glu35 de seu sitio ativo, sobre a ligagdo glicosidica devido as formas

dissociada e protonada respectivamente, destes aminodcidos.

Lisozima de ovos parcialmente desnaturada apresenta uma alta atividade
antibacteriana tanto contra bactérias Gram negativas e positivas, por um mecanismo de ruptura
de membranas independente de sua atividade como muramidase. fons divalentes como célcio
e magnésio tendem a estabilizar as paredes bacterianas, diminuindo significativamente a
atividade da lisozima, porém a associagdo de quelantes (EDTA) reverte tal processo, pois o
mecanismo de agdo da lisozima consiste na retirada de ions divalentes, pela inser¢do de seu
grupo hidrofébico exposto, da estrutura polissacaridica externa & membrana plasmatica,

desestabilizando-a e causando a lise celular (IBRAHIM et al., 1997).

Também se constatou a eficicia da associagdo de lisozima e EDTA utilizados com
outros agentes de preservagdo de alimentos em varidveis teores de cloreto de sodio ¢ pH

(RAZAVI-ROHANI, 1996.).

A interagdo dos cétions calcio, magnésio, ferro e dos anions citrato com lisozima foi
estudada, ndo podendo ser observada qualquer afinidade entre Ca"™ e Mg e lisozima nos pHs
de 6 e 9, enquanto que Fe3+ apresentou afinidade com a enzima causando coordenacdo e
diminuicdo da carga positiva, indicando a perda de um préton de um grupamento améonio da
molécula. O anion citrato interagiu com a lisozima por ligagdes eletrostaticas dependentes da
carga da proteina (CROGUENEC et al., 2000).

A desnaturacio protéica de lisozima pelo tratamento a 80°C por 20 minutos resultou
em uma atividade aumentada do composto sobre bactérias Gram negativas, sem detrimento de

sua atividade contra bactérias Gram positivas, obtendo-se redugdes significativas em culturas
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de E. coli, B. subtilis, B. cereus e S. aureus tratadas com 200 ppm de lisozima por 24 horas
(IBRAHIM et al., 1996).

A adig@o de 0,32 AU/mL de bacteriocina acidocina a 50 mg/L de lisozima inibiu em
82,4% o crescimento da cultura do microrganismo indicador Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis LTI 30, contra apenas 58,5% de inibigdo por lisozima apenas, tendo sido indicado
sinergismo entre os antimicrobianos (CHUMCHALOVA et al., 1998).

Um estudo de inativagdo térmica de lisozima em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,5, a
72°C revelou que o comportamento da cinética de destrui¢do foi de primeira ordem e a
constante de inativagio medida foi 0,9 x 10> min’ sem agitacdo e 3,6 x 10° min™' sob

agitagdo de 700 rpm (COLOMBIE et al., 2001).
3.7 Tratamento térmico

A preparac@o do caldo de cana-de-aglcar € realizada apds o processo de moagem em
que ocorre a separagdo das duas grandes fragdes da cana: caldo e bagago. O caldo é uma

solugdo impura de aglicares dos quais a sacarose predomina constituindo em média 14%.

Para uma boa evolugdo do processo fermentativo algumas impurezas devem ser

eliminadas sem deple¢do de nutrientes:

. Particulas coloidais — que causam entupimentos em filtros, e prejudicam

a centrifugagdo.
. Impurezas grosseiras — areia e fibra.
. Contaminantes microbianos.

O tratamento térmico de caldo ndo é um processo obrigatorio, mas a eficiéncia da
clarificacdo e eliminagdo de proteinas e coldides que provocam espumagio durante a

fermentac@o depende do processo, assim como a redugdo de microrganismos.

A temperatura de tratamento pode variar de 95°C em tanque aberto, a 105°C quando

ha “flasheamento” do caldo.
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BOVI (1999) realizou um trabalho para avaliar as conseqiiéncias da presenga de
impurezas no caldo de cana, especificamente pela adigdo de 0,25; 0,50 e 0,75 pontos
percentuais sobre o teor de fibras de cana-de-aglicar e constatou que a presenca de folhas
verdes causou a redugio de Brix (0,075°B para 1% de folhas verdes), pol, pureza do caldo,

elevagdo de teores de cinzas e de aglicares redutores.

O tratamento térmico do processo de clarificagdo do caldo, aplicado em conjunto com
a calagem e a sulfitagdo, gera redugGes na populagdo bacteriana da ordem de 10° ufc/mL,
podendo algumas cepas — notadamente do género Lactobacillus e Leuconostoc, produtoras de

dextrana — tolerar os efeitos da temperatura e produtos quimicos (TROMBINI, 1998 ).

REICHARDT (2001) propds um modelo matematico para calcular os pardmetros de
morte térmica dos microrganismos Lactobacillus plantarum e Lactobacillus brevis para
condi¢des variadas de temperatura de tratamento, pH, atividade de agua e valor redox do
meio, cuja validagd@o serviu para que o modelo possa ser usado tanto para prever os tempos de
morte térmica segundo as condigdes ambientais, como obter os parametros termodinamicos do

Processo.

Os parametros de morte térmica sdo definidos como D, que € o tempo de reducdo
decimal de um fator termicamente vulneravel (microrganismo alvo) expresso em minutos € Z
que ¢ a taxa de declinio da curva do tempo de destruicdo térmica em fung@o da temperatura,

em graus Celsius ou Fahrenheit.

A equag@o que correlaciona os parametros € apresentada:
Dr/D= 10 F2

Onde D € o pardmetro de tempo de destruigdo térmica, Dr € o parametro de tempo de
destrui¢do térmica a temperatura de referéncia, T € a temperatura do processo, Tr € a

temperatura de referéncia e Z € o parametro cinético de temperatura.
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Tratamentos combinando teores de etanol e temperatura foram desenvolvidos para
avaliar a resisténcia térmica de microrganismos patogénicos resistentes e sensiveis ao calor e
um deteriorante razoavelmente resistente. As temperaturas praticadas nos tratamentos foram
de 70 a 97°C para B. cereus, 48 a 54°C para S. typhimurium e 44 a 60°C para L. delbrueckii,
em diferentes valores de pH (3, 5 e 7) e concentragdes de etanol (0; 2,5; 5; 7,5 e 10%). Ambos
os fatores foram muito influentes nos valores de D do processo de destrui¢io térmica e a
variagdo entre os niveis das varidveis gerou reducdes de até 100 vezes do valor de D. Para
todas as bactérias testadas os efeitos de pH e teor de etanol foram maiores em temperaturas
mais baixas de tratamento, concluindo-se que estes sdo pardmetros importantes no estudo de
redugdes dos tratamentos térmicos (CASADEI et al., 2001).

FRANZ (2001) determinou os valores de D de bactérias laticas contaminantes de
embutidos para dimensionar e testar um processo de pasteurizagdo do produto em sua
embalagem. Os valores de D a 57, 60 e 63°C obtidos foram: 52,9; 39,3; 32,5 s para
Lactobacillus sakei, 34,9; 31,3; 20,2 s para Leuconostoc mesenteroides e 22,5; 15,6; 14,4 s

para Lactobacillus curvatus.

Observou-se sinergismo no uso de nisina combinada com tratamento térmico brando
(48 e 56°C) na destrui¢do de bactérias Gram positivas, em particular Lactobacillus plantarum,
devido ao aumento da formacdo de poros e da permeabilidade de membrana medida
(UECKERT et al., 1998).

Espera-se menor efeito sinérgico em tratamentos térmicos mais severos devido a
desestabilizacdo térmica da nisina em altas temperaturas, que perde menos de 5% de sua
atividade em tratamentos a 115°C por 20 minutos em pH 3,0. Em pHs proximos & neutralidade
a estabilidade da nisina decresce significativamente (THOMAS, 2000).

Pectinatus frisingensis, um microrganismo deteriorante de cerveja, em fase
exponencial de crescimento, ao ser exposto aos efeitos combinados de nisina e tratamento
térmico brando (50°C por 10 minutos), apresentou perda de ions potassio para o meio externo

evidenciando inativagdo celular por modificagdo da permeabilidade de membrana (CHIHIB et

al., 1999). BNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
"ECAU CIRCULANTE
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3.8 Método da Concentracdo Minima Inibitoria e Alternativas

Métodos que medem concentragdes inibitérias por didmetros ou areas de discos de
gradiente de concentragdo tem baixa repetibilidade e alto grau de erro, sendo os meios liquidos

pouco influenciados pela difusdo de nutrientes, € mais precisos nas quantificagoes.

O método de MIC é mais trabalhoso do que o realizado em meio sdlido, mas ¢
recomendavel para a avaliagio no processo da fermentacio alcoélica; ja o MBC (concentracdo
bactericida minima) revela resultados de concentragdo muito altos, diferentes das praticadas

nas usinas, entretanto realistas para tratamentos de choque (STUPIELLO, 1993).

Este ensaio tem por objetivo determinar as concentragdes efetivas minimas dos

bioprotetores para a inibi¢do do crescimento das diferentes cepas.

Diferentemente, o método MIC por mudanga de pH mostra a inibigdo do
metabolismo de produgdo de 4cidos. Segundo STROPPA (1998), na fermentacdo alcodlica o
consumo de actcares para a produgio de acidos orgénicos por bactérias € pouco relevante para
o rendimento do processo, ao contrario do efeito do crescimento microbiano e conseqiiente

floculagdo do fermento.

ROGERS (1991) propds uma modificagdo do método de difusdo para detectar a
atividade antimicrobiana de nisina substituindo o microrganismo alvo, que originalmente ¢é
Micrococcus luteus por Lactobacillus sakei, e melhorando significativamente a sensibilidade
do método que se baseia na correlagio entre o tamanho das zonas de inibigdo e dos teores de

nisina aplicados.

Analises bastante precisas da a¢do de bacteriocinas podem ser obtidas pela aplicagdo
de modelos de dose x resposta e determinagdo das doses inibitorias para 50% da populagéo de

microrganismos (ID 50) segundo diversos modelos (CABO et al., 1999).

Citometria de fluxo foi comparada ao método tradicional de contagem de unidades
formadoras de coldnias (ufc), obtendo-se resultados melhores em termos de sensibilidade do
método medindo-se o indice de fluxo, podendo-se utilizar para condigdes em que as

concentracdes de bacteriocinas sdo muito baixas. O método foi conduzido utilizando-se a
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substdncia fluorescente diacetato de carboxifluorescina, para indicar o fluxo de contetido
intracelular para o meio pela perturbagdo da membrana plasmatica pelas bacteriocinas nisina,
pediocina PA-1, E sakacina A sobre os microrganismos Lactobacillus reuteri DSM 12246,
Lactobacillus sakei NCFB 2714 e Lactobacillus sakei DSM 20017 (BUDDE, 2001).
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ESTUDO 1 - DETERMINACAO DE CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA (MIC) E ESTUDO DE CINETICA FERMENTATIVA.

RESUMO

Foi testada a agdo dos bioprotetores nisina (Novasin), lisozima (Novagard) e Microgard 400
(produto comercial obtido de fermentagdo de bactérias laticas) sobre culturas puras de
bactérias contaminantes do processo de moagem de cana e fermentag@o alcodlica da industria
sucro-alcooleira e levedura Saccharomyces cerevisiae, presente na fermentacdo e
contaminante da moenda. Utilizou-se 0 método de concentragdo minima inibitoria (MIC) em
meio liquido. Lactobacillus fermentum foi a mais resistente a nisina: o valor da MIC foi de
9,0+1,7 ppm. A adigdo de ImM de EDTA por ppm de Novasin resultou na redugdo do valor
de MIC para 3,6+0,6 ppm. Lactobacillus plantarum foi mais resistente & combinacdo nisina e
EDTA. Tween 20, adicionado ao meio na concentragio de 0,1%, combinado a nisina, ndo
provocou aumento significativo do efeito inibitério. A lisozima foi efetiva na inibicdo de
Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus plantarum em concentragdes proximas a 1000
ppm, mas apresentou-se ineficaz contra L. fermentum. O Leuconostoc mesenteroides
apresentou MIC de 83,3+5,8 ppm para nisina, e a adi¢do de EDTA ou Tween 20 ndo afetou
significativamente os valores da MIC. O crescimento de Saccharomyces cerevisiae ndo foi
inibido pela adigdo de nisina a concentra¢des de até 90 ppm mesmo com adigdo de EDTA,
lisozima ou Tween 20. A cinética de producdo de alcool etilico por leveduras comerciais €
cultura pura de Saccharomyces cerevisiae foi medida pela quantificagdo da perda de gas
carbonico durante o processo. Pela construgdo de graficos de produgdo de alcool, obteve-se o
valor do ponto de maxima produgdo de alcool (Pmax)- As médias dos valores de pms para cada
tratamento foram obtidas e testadas pelo teste de Tuckey, concluindo-se que ndo houve
influéncia sobre as velocidades de produgédo de etanol quando da adigdo bioprotetores.

O emprego de bioprotetores no processo sucroalcooleiro para o controle de contaminagdes €
potencialmente vidvel, j4 que nisina, lisozima e nisina-EDTA inibiram o crescimento de

bactérias contaminantes sem afetar a cin€tica fermentativa.

Palavras chave: fermentacéo alcodlica, bactérias laticas, levedura, bioprotetores.
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1 INTRODUCAO

Bactérias laticas s@o importantes contaminantes dos processos de moagem e
fermentacao da industria sucro-alcooleira, e sdo associadas a perdas de qualidade e rendimento

do agucar e alcool.

GALLO (1989) identificou bactérias contaminantes do processo sucroalcooleiro
dentre as quais leuconostoc (L. mesenteroides e L. dextranicum), micrococos, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus lactis, bacilos (B. stearothermophilus, B. subtilis e B. coagulans), e
lactobacilos (L. brevis, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. confusus, L. fermentum, L.

bulgaricus).

Leveduras contaminantes naturais do caldo (leveduras selvagens) podem apresentar-
se em concentragdes de 10* ufc/mL. Quando dominantes do processo fermentativo chegam a

concentragdes de 10° ufc/mL (ANDRIETTA, 1995).

A contaminacdo por L. fermentum de linhagens floculantes (que causam floculagéo),
tem grande influéncia sobre a viabilidade de Saccharomyces cerevisiae devido a toxidez dos

produtos metabdlicos (OLIVEIRA, 1998).

Saccharomyces cerevisiae com atividade “killer”, que sdo leveduras que produzem
toxinas protéicas ativas contra outras cepas da mesma espécie ou ndo, tendo assim grande
capacidade de dominar fermentagdes, foram identificadas constatando-se grande atividade
sobre fermentos comerciais comumente empregados para formagdo de pé de cuba de

fermentacoes alcodlicas.

A utilizagdo de antibidticos para o controle de infecgdes no processo tem sido
praticada ha 50 anos no Brasil. Antibidticos de uso humano tém sido substituidos por

promotores de crescimento veterinarios (STROPPA, 1999).

OLIVA NETO (2001) testou os antibidticos Penicilina V Acida, clindamicina e
cefamandol obtendo inibicdo do crescimento de bactérias contaminantes de caldo utilizando
até 0,2; 0,40 e 1,45pug/mL respectivamente. Testou também os produtos quimicos: sulfito,

nitrito, sulfato de cobre, etileno-bis-ditiocarbamato de zinco e manganés e
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dimetilditilcarbamato, metilditiocarbamato, tiocianato, bromofenato, n-alquildimetilbenz:l

cloreto de amonio, lisozima e formaldeido.

O advento dos bioprotetores possibilita o controle da contaminagio microbiologica de
produtos e processos com grande seguranga ja que sdo aditivos classificados como GRASS

(HOLZAPFEL-1995).

A nisina, uma bacteriocina polipeptidica produzida por Lactococcus lactis, a lisozima
e acidos fracos de bactérias laticas sio alguns dos bioprotetores amplamente utilizados na

industria de alimentos para o controle de contaminag¢des microbiologicas.

Métodos que medem concentragdes inibitorias por didmetros ou areas de discos de
gradiente de concentragdo tem baixa repetibilidade e alto grau de erro, sendo os meios liquidos
pouco influenciados pela difusdo de nutrientes, e mais precisos nas quantificagdes

(STUPPIELLO, 1993).

O método de MIC foi utilizado por MEGHROUS (1999) para medir a
susceptibilidade de Listeria, Clostridium, Staphylococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Micrococcus e Pediococcus, e esporos de Clostridium e Bacillus as bacteriocinas: nisina A,
nisina Z e pediocina. Pediocina se mostrou mais eficaz contra Listeria monocitogenes, mas
nisina A e Z tiveram MIC de 23 a 69 pg/L contra o crescimento de esporos por 10 dias,
enquanto que pediocina pode ter tido efeito germinativo de B. subtilis, conforme concluido

pelo autor.

O método MIC também foi utilizado por BRADY (1992) para determinar o
desenvolvimento de resisténcia a sete antibidticos e um antimicrobiano, e os valores de
concentracio inibitéria minima foram sempre crescentes para 0s Organismos €Xpostos aos

residuos destes compostos, sem no entanto apresentarem reagdes cruzadas a eles.
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2 OBJETIVOS

e Avaliar a atividade antimicrobiana (MIC) dos bioprotetores nisina, lisozima e
MICROGARD 400 sobre os lactobacilos (L. confusus, L. fermentum, L. plantarum),

Leuconostoc mesenteroides e Saccharomyces cerevisiae.

e Avaliar a influéncia dos bioprotetores na cinética de fermentagio alcodlica.
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos

Os microrganismos estudados sdo bactérias laticas, Gram positivas, e constituem a
flora usualmente contaminante do processo. Lactobacillus confusus foi cedido pelo banco de
cepas da Cooperativa de Produtores de Agiicar e Alcool, Copersucar Piracicaba—SP, indicada
como floculante isolada de fermentagdo alcoolica. Lactobacillus fermentum CCT-0663,
Lactobacillus plantarum ATCC-8014 e Leuconostoc mesenteroides ATCC-9338 foram
obtidos da Cole¢do de Culturas Tropical, Campinas-SP.

A bactéria isolada da moagem, Leuconostoc mesenteroides é produtora de gomas.
Estes microrganismos s3o, segundo TROMBINI (1998), os mais resistentes ao tratamento
térmico. Sua ativag@o foi realizada a partir de liofilos em caldo MRS (de Man Rogosa Sharpe),
e armazenados a —18°C em meio Litmus Milk. Antes de cada experimento os tubos
congelados foram incubados a 37°C até viragem do indicador ou coagulagdo do leite, e
repicados em meio MRS a 1% para serem utilizados em um estado fisiolégico de alta
atividade nos testes (repiques de 15 h). Foram utilizados também um fermento comercial

(Fleishmann) e uma levedura obtida de usina, predominantemente S. cerevisiae (CLE-alcool).

A Tabela 1 apresenta as bactérias utilizadas e mostra as caracteristicas tecnologicas

descritas pelas colegdes as quais foram adquiridas.
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Tabela 1: Linhagens testadas e suas caracteristicas de floculagdo e produgao de dextrana.

Linhagem Floculante Produtor de
dextrana
Leuconostoc mesenteroides néo sim
Lactobacillus confusus sim nao
Lactobacillus fermentum sim ndo
Lactobacillus plantarum Néo informado ndo

3.2 Bioprotetores e Potencializadores

Nisina e lisozima foram obtidas junto 2 Rhodia S. A. S. como formulagdes comerciais
dos bioprotetores NOVASIN (1.000.000 Ul/g ou 2,5 g/100g) e NOVAGARD. Também foram
adicionados aditivos com o objetivo de potenciar os efeitos dos bioprotetores. Os aditivos

utilizados nos ensaios foram TWEEN 20 e EDTA sédico (Sigma PA.).

Todos os compostos foram pesados em balanga analitica e adicionados de dgua estéril
em baldes volumétricos previamente expostos a luz ultravioleta por uma hora. As soluges

foram ainda filtradas em filtro Millipore 22 um.

Os bioprotetores em diversas concentragdes foram entdo armazenados sob
refrigeracdo. Sua adi¢do foi realizada diretamente ao meio, na quantidade requerida para se
obter a concentragdo desejada, por meio de pipeta automatica de volume regulavel (Finpipette

— Labsystems A.G.).

As formulagdes comerciais dos bioprotetores testados estdo relacionadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Bioprotetores testados, espectro de agdo e principios ativos.

Bioprotetor Agdo Formulacao comercial
Fermentado Latico BG+ Microgard 400
Lisozima BG+, esporos, leveduras Novagard
Nisina BG+, esporulados Novasin
3.3 Meios de Cultura

Foi utilizado caldo MRS (Difco) para todos os ensaios com as bactérias laticas. Para a
manuten¢do de culturas bacterianas foi utilizado o meio Litmus Milk — leite tornassolado

(Difco).

Para o ensaio de cinética fermentativa foi utilizado meio sintético cuja composi¢do

esta descrita na Tabela 3:

Tabela 3 - Composi¢do do meio de fermentagdo (ANDRIETTA, 1995).

Componente do Meio Concentragdo em g/L
Glicose 40,0 e 120,0*
KH2PO4 5,0
NHA4CI 5,0
MgS04.7H20 1,0

KCl 1,0
Extrato de Levedura 6,0

pH = 5,0 apos a esterilizagio
* 40,0 g/L para repiques e teste de MIC e 120 g/L para cinética de fermentago.
3.4 Curva de cinética de crescimento das bactérias

A cinética de crescimento das bactérias foi estudada para que os inoculos fossem
realizados na maxima atividade microbiana. Em cubetas de espectrofotometro foi adicionado o

meio MRS (5mL) e inoculados 15pL da cultura bacteriana (10° ufc/mL) de cada um dos
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microrganismos testados. Mediu-se a absorbancia em espectrofotometro a 500 nm
periodicamente até que as leituras fossem maiores que 2 uAbs (limite de linearidade do

aparelho). As curvas foram graficadas para analise do tempo 6timo de repique.
3.5 Concentracio Inibitéria Minima (MIC)

Este ensaio objetivou determinar as concentragdes efetivas minimas dos bioprotetores

para a inibicdo do crescimento das diferentes linhagens.

O método MIC por mudanga de pH mostra a inibi¢do do metabolismo de produ¢éo de
acidos e utiliza um indicador quimico. Segundo STROPPA (1998), na fermentacgdo alcodlica o
consumo de aglcares para a produgdo de acidos organicos por bactérias € pouco relevante para
o rendimento do processo, ao contrario do efeito do crescimento microbiano e conseqiiente
floculagdo do fermento. Assim, o método de medida de MIC por turvagdo do meio foi

utilizado neste trabalho para a avaliagdo de antimicrobianos na fermentagdo alcodlica.

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima em meio liquido (MIC) consistiu
na inoculagdo de 30 pL de cultura da bactéria latica (10° ufc/mL), em tubos contendo 10 mL
de caldo MRS, adicionados de bioprotetores em concentragdes crescentes, reservando-se um
tubo de cada cepa para controle de crescimento. Incubou-se a 37°C e realizaram-se leituras
ap6s 18+1 horas. O valor da MIC referiu-se a concentragéo de bioprotetor do primeiro tubo de

cultura que néo apresentava turvagdo ou crescimento microbiano.

Os testes foram realizados em duas etapas distintas: um “screening” inicial em que os
bioprotetores foram adicionados em concentragdes diversas entre 1 mg/L e 1 g/L, e um
refinamento em que as concentragdes de bioprotetores eram dosadas em incrementos de 0,5

ppm de tubo para tubo. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
3.6 Medida de MIC dos Bioprotetores Sobre o Fermento (S. cerevisiae)

A inibi¢#o do crescimento do fermento frente aos bioprotetores foi medida pelo teste
de MIC. Dez mililitros do meio de fermentagdo com 40 g/L de dextrose foram dispensados em
tubos e esterilizados. Os tubos foram entdo adicionados assepticamente dos bioprotetores nas

diferentes dosagens, para entdo serem inoculados de 0,1 mL cada um, de uma cultura de
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fermento no mesmo meio. Os tubos foram incubados a 30°C até que se verificou visualmente a

turvagdo no tubo controle.
3.7 Cinética Fermentativa Frente aos Bioprotetores

Este ensaio teve por objetivo determinar os efeitos dos bioprotetores sobre as
velocidades de produgdo de alcool pelo fermento. Foi realizado utilizando-se bioprotetores nas

concentrag¢des mais altas de inibi¢do obtidas no ensaio de MIC das bactérias.
3.7.1 Preparagdo da Fermentagéo

Frascos Erlenmeyer de 250 mL com tampdes confeccionados em gaze, de maneira a

permitir a troca de gazes livremente, foram esterilizados.

Foram entfo adicionados os bioprotetores, nas concentragdes de 90 ppm de nisina,
seu dobro e a metade, para simular as dosagens da moagem e 10 ppm de nisina, 30 ppm de
lisozima e 0,1% de Tween 20 para simular a dosagem na fermentagdo, de maneira asséptica

reservando-se frascos sem bioprotetores para efeito de comparagao.
3.7.2 Inoculacio do Fermento

Foram utilizados dois tipos de fermento nos testes: fermento comercial prensado e
cultura propagada no laboratdério. O primeiro foi adicionado diretamente a fermentagio,
pesado em balanga semi-analitica, enquanto que a cultura propagada foi produzida em meio

liquido descrito na Tabela 3, e decantada.

O fermento foi adicionado diretamente ao meio de fermentagdo estéril no teor de 10%
- ou 100g de fermento/kg de ART. A cada fermentagdo, apds o indculo, foram contadas as
células de levedura por ml de meio em camara de Neubauer em corante eritrosina B. Também

foi determinada a viabilidade do fermento em porcentagem de células vivas.

O indéculo sélido foi colocado em todo o volume do meio de fermentagdo que foi
distribuido em Erlenmeyers contendo as diferentes concentragdes de bioprotetores. Este

procedimento teve por objetivo minimizar erros de inoculago.
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3.7.3 Conducdo da fermentagdo

Ap6s a inoculagdo, os frascos foram incubados a 32°C em “shaker” (Marconi) e
pesados em balanga semi-analitica periodicamente, anotados seus pesos, até que a ndo
houvesse diferenca significativa entre as pesagens indicando o fim da fermentagéo. Os frascos

foram pesados sempre na mesma ordem de modo a diminuir o erro de cronometragem.

A evolugd@o de CO; foi graficada por meio do software matematico Origin (Microcal)
e adaptou-se uma fungdo matematica (sigmoidal) a cada fermentacdo, que diferenciada em
fung@o do tempo resultou em um gréfico da derivada, cujo ponto de minimo indicou o ponto
de inflexdo da fun¢@o que corresponde ao ponto de maxima produgdo de CO; e, por correlagdo
direta, ao ponto de maxima produgdo de etanol. O teste das médias de Tuckey foi utilizado
para comparar os resultados de produ¢do maxima de alcool dos ensaios adicionados dos
bioprotetores e das testemunhas. Foi utilizado para tanto o programa de analise estatistica

(Statistica — StatiSoft Inc.)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ
4.1 Cinética de Crescimento Bacteriano

A Figura 1 mostra o crescimento das quatro cepas testadas na auséncia de

100.0;\6 -
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40,0% - _.IJ
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§0,0% / / |
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bioprotetores.
Figura 1: Curvas de crescimento bacteriano

A Figura 1 apresentada mostra que as bactérias do género lactobacilos tém um
crescimento mais lento que o Leuconostoc. O tempo de 15 horas correspondente ao fim das
medigdes foi padronizado para preparar inoculos para futuros experimentos com estes
microrganismos, pois neste tempo de crescimento a cultura tem alta atividade e alta
concentrag¢do de células. Os pontos referentes a densidade ética para lactobacilos as 15 horas
de crescimento ndo foram representadas no grafico, pois os valores ultrapassaram a faixa de

linearidade do equipamento.
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4.2 Concentracio Inibitéria Minima dos Bioprotetores Sobre as Bactérias

Contaminantes

Uma varredura preliminar foi realizada para testar a susceptibilidade das cepas aos
bioprotetores, utilizando-se a metodologia de MIC. A Tabela 4 mostra os resultados da
varredura para determinar o efeito dos bioprotetores. As concentragdes dos bioprotetores
utilizadas foram 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 e 200 ppm. O sinal positivo indica susceptibilidade
pela ocorréncia de inibigdo total do crescimento ou detec¢do de um gradiente da intensidade

de turvacdo da cultura, em alguma destas concentragdes do respectivo bioprotetor.

Tabela 4: Susceptibilidade dos microrganismos aos bioprotetores.

Microrganismo Nisina Lisozima Microgard
Lc. mesenteroides + + i
L. confusus + B -
L. plantarum - - -
L.fermentum - . u

(+) susceptivel ao bioprotetor, (-) ndo susceptivel ao bioprotetor.

Concentracdes dos bioprotetores : 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ppm.

Os resultados da Tabela acima mostram que Microgard foi ineficaz contra as
bactérias testadas no pH do meio. Todas as bactérias estudadas mostraram-se sensiveis a
nisina. A adicdo de lisozima ndo apresentou efeito sobre L. confusus e L. fermentum, sendo
eficaz contra Lc. mesenteroides e L. plantarum. Foi realizada também uma avaliagdo do
método MIC com relagdo ao inéculo inicial e tempos de leitura. Inoculos de 1% e 0,3% do
total de meio de cultura geraram na varredura, valores de MIC para os microrganismos

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 5a: MIC para indculo 1%, leituras as 24 e 48 horas de incubagio.

Microrganismo Nisina Nisina Lisozima Microgard
24 h 48 h 24e48h 24e48h
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
Lc. mesenteroides 20 100 >100* >100*
L. confusus . 5 >100* >100*
L. plantarum 20 100 >100* >100*
L. fermentum 5 10 >100* >100*

* 0 microrganismo ndo foi inibido até a concentrago indicada

Tabela 5b: MIC para in6culo 0,3%, 18 horas de incubago.

Microrganismo Nisina Lisozima Microgard
(ppm) (ppm) (ppm)
Lc. mesenteroides 90 V (50 a 100)** >100*
L. confusus 2 >100* >100%*
L. plantarum 10 V (50 a 100)** >100*
L.fermentum 10 >100* >100*

* 0 microrganismo nao foi inibido até a concentragdo indicada

¥*V: gradiente de intensidade de turbidez na faixa de concentragio indicada

Analisando os resultados obtidos observou-se que os valores de MIC foram altos e

ndo se pode observar alguns efeitos de inibi¢do, que na realidade ocorreram com o indculo de

0,3% para lisozima. Assim, € para haver possibilidade de comparac¢des com a literatura, optou-

se por realizar o teste de MIC conforme o método descrito por STUPIELLO (1993), o qual

utiliza meio liquido e 0,3% de inoculo com leitura a 18 h de incubaggo. Os resultados de 24 e

48 horas mostraram aumento dos valores de MIC indicando que a inibigZo do crescimento foi

dependente do tempo de incubagdo. Este resultado indicou uma necessidade de se estudar a

cinética de inibicdo bacteriana pelos bioprotetores, ja que os mecanismos de inibi¢do

produziram apenas retardamentos dos crescimentos e ndo inibi¢do total dos microrganismos.
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Os resultados também mostraram que o indculo permaneceu vidvel nestas faixas de dosagens

tornando invalida a realizac#o de testes de concentragio bactericida minima.
A Tabela 6 apresenta os resultados de MIC expressos em ppm de Novasin:

Tabela 6: MIC para nisina (ppm de Novasin).

Microrganismo MIC Meédia Desvio
(ppm) (ppm) padrdo
90.0
Lc. mesenteroides 80.0 83.3 5.8
80.0
3.0
L. confusus 2.0 33 1.2
5.0
5.0
L. plantarum 5.0 8./ 1.2
70
7.0
L. fermentum 10.0 9.0 LT
10.0

L. confusus foi o microrganismo mais sensivel a nisina enquanto que o Leuconostoc
mesenteroides foi o mais resistente entre as bactérias testadas. O L. fermentum foi o mais
resistente dentre os microrganismos contaminantes da fermentag@io (lactobacilos), exibindo

valores de MIC de até 10 ppm de novasin, equivalente a cerca de 0,25 ppm de nisina pura.

L. plantarum (ATCC 8014) e L. cremoris (ATCC 9596) foram testados por
MEGHROUS (1999) pelo método MIC, resultando em concentragdes minimas inibitorias de
0,15pg/mL de nisina A (expressos em substancia pura) para ambos os microrganismos, 0,34 e

0,15 pg/mL de nisina Z respectivamente e 22,1 ng/mL para pediocina sobre L. plantarum.
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O L. plantarum teve MIC de 5,7 em média equivalente a cerca de 0,14 ppm de

substéncia pura, resultado este condizente com os valores apresentados da literatura.

A Tabela 7 apresenta os resultados de MIC para nisina com adigdo de ImMol de

EDTA por ppm de nisina.

Tabela 7: MIC para nisina + EDTA (1ppm para 1mMol).

Microrganismo Ensaio MIC Meédia Desvio
(ppm) (ppm) padrdo
1 1.5
L. confusus 2 2,0 3.3 1,5
3 3,0
¢ 4.0
L. plantarum 2 4,0 4,0 0,0
3 4,0
1 3,0
L.fermentum 2 3,0 3,6 0,6
3 4,0

A adi¢do de EDTA, na proporgdo preconizada por THOMAS (2000), mostrou-se
favoravel para a diminuicdo dos valores de MIC para as bactérias contaminantes da

fermentacio, causando reducdes de até 60% em relacio a nisina apenas.
¢ao,

Ensaios preliminares foram realizados para investigar a combinag@o de nisina com
lisozima e nisina com EDTA. A propor¢do indicada da combinagdo nisina lisozima de 1 para 3
foi considerada melhor por CHUNG (2000), dado o custo quase 3 vezes maior da nisina em
comparagdo com lisozima. A Tabela 8 mostra o teste de MIC para a propor¢do de 1 de nisina

para 3 de lisozima.
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Tabela 8 MIC para Nisina + Lisozima (1 para 3).

Microrganismo MIC
(ppm)

Lc. mesenteroides 90

L. plantarum 10

A adicdo de lisozima na propor¢do de 3 partes para 1 de nisina ndo reduziu o valor de
MIC. Os valores exatos de MIC de L. fermentum e L. confusus ndo foram determinados, pois
nao foi observada acgdo inibitdria de lisozima sobre estas bactérias. No entanto sinergismo foi
descrito na literatura revisada que sugere a necessidade de se realizar testes para investigar
estas interagdes. A Tabela 9 apresenta o MIC de nisina adicionada de Tween 20 a 0,1% no

meio de cultura.

Tabela 9: Resultados de MIC para Nisina + Tween 20 (0,1%).

Microrganismo MIC
(ppm)
Lc. mesenteroides 90
L. confusus 5
L. plantarum 10
L. fermentum 15

A adi¢do de TWEEN 20 a 0,1% no meio ndo afetou significativamente os valores de

MIC. A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos para lisozima em altas dosagens (de 100
ppm a 1g/L).
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Tabela 10: MIC para lisozima em altas concentragdes.

Microrganismo MIC
(ppm)
Lc. mesenteroides 1000
L. confusus >1000*
L. plantarum 700
L. fermentum >1000*

* o microrganismo nao foi inibido até a concentragdo indicada.

Os resultados mostram que a susceptibilidade a lisozima dos microrganismos ocorre
em altas concentragbes e que L. confusus e L. fermentum ndo se mostram susceptiveis a
qualquer dosagem indicando resisténcia ao antimicrobiano. OLIVA NETO (2001) nio
observou agdo inibitéria de lisozima, até concentrages de 124 ppm do bioprotetor para L.

fermentum, Lc. mesenteroides € S. cerevisiae.
4.3 Determinacio de MIC de leveduras

Segundo OLIVA NETO (2001), agentes quimicos e antibidticos tem efeito inibitorio
sobre as leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, e que seu uso deve ser restrito ou
realizado em condi¢des especiais na fermentagdo alcodlica, preconisando-se o uso de
antibioticos seletivos. Sendo assim o ensaio de MIC para as leveduras foi realizado utilizando-

se as concentra¢cdes de MIC maximo obtido para as bactérias estudadas.

A Tabela 11 mostra os resultados de MIC para bioprotetores:

49



Estudo 1 — Determinagio de Concentragéo Inibitoria Minima (MIC) e Estudo de Cinética Fermentativa

Tabela 11: Valores de MIC para bioprotetores contra levedura.

Bioprotetor Propor¢ao MIC
p/p (ppm)
Nisina - >90*
Lisozima - >1000*
Nisina + EDTA 1ppm: ImMol/L >90*
Nisina + lisozima + Tween 20 1ppm: 3ppm: 0,1% >10*

* : 0 microrganismo nao foi inibido até a concentragdo indicada

Os resultados mostram que nao houve inibicdo do fermento aos niveis testados para

os bioprotetores.
4.4 Cinética da Fermentac¢ao Alcoolica

Dados de produgdes especificas e de crescimento podem evidenciar problemas de
fermentacdo associados a cepa ou matéria-prima do processo (ANDRIETTA, 1995). Assim, o
estudo da velocidade de conversdo e de niveis de producdo de etanol sdo recomendados para

caracterizar o estado do fermento frente 8 manipulagédo de parametros de processos.

Em testes de cinética € importante minimizar interferéncias de modo a ndo causar
inibicdo ao desenvolvimento da fermentagdo. Um fator de inibi¢do importante relaciona-se aos
teores de agucar no meio e alcool produzido, conforme observado por SALGUEIRO (1998)
em seu trabalho utilizando Saccharomyces cerevisiae € Saccharomyces baianus, em que
concentragdes de etanol superiores a 16% (v/v) geraram perda de aminoacidos intracelulares e

inducdo da morte celular.

Observou-se boa correlagdo entre a produgdo de alcool e a de gas carbdnico em uma
relacdo de um para um em peso, ja que estequiometricamente pode-se esperar que 100 kg de
glicose fermentada produzem 51,1 kg de etanol e 48,9 kg de CO, (FINGERUT, s.d.).

Foram obtidos graficos de evolugdo de produg@o de etanol, e o procedimento de

obtencdo das produtividades maximas P esta exemplificado a seguir.
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A Figura 2 mostra a evolucdo de etanol (calculado a partir da producdo de CO,) do

ensaio sem adigdo de bioprotetores (controle) e com adi¢do de 180 ppm de nisina.

Producao de Etanol

= Branco |
——180ppmNisina

Etanol (g).

0:00 2:24 4:48 742 9:36 12:00
Tempo (h)

Figura 2: Produgédo de etanol com e sem adi¢@o de bioprotetores.

O grafico apresentado mostra resultados médios de trés experimentos de fermentagdo
por ensaio. A curva do ensaio com 180 ppm de nisina acompanha a curva do controle,
sobrepondo-se em grande parte dos pontos e internamente aos desvios padrdes calculados para

os pontos do branco.

-

A Figura 3 exemplifica os resultados de evolugdo de CO;, e o ajuste da fungdo

sigmoidal.
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Figura 3: Evolugio de CO; e ajuste de fungdo sigmoidal para exp. com 180 ppm de nisina.
O exemplo acima resulta na fun¢do ajustada abaixo:

CO,=0,604 /(1 +e (T_3'923)”’605) — 6,033, onde CO2 € a evolugdo da

perda de massa do gas em gramas e t € o tempo em horas.
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A Figura 4 mostra o grafico da fungdo derivada.

0,04

@) 4, ]

Tempo (h)

Figura 4: Gréfico da derivada e ponto de minimo.

O ponto de minimo foi obtido graficamente e corresponde ao valor de —1,02 g.h™. Os
resultados foram utilizados para compor as tabelas apresentadas para cada ensaio de cinética
fermentativa, representando a evolugdo de etanol, que foi obtido da correlagdo direta com a
evolugdo de CO2. O resultado de taxa maxima de produgdo de etanol para o exemplo foi de

1,02 g de etanol produzidos/h.

A Tabela 12a mostra os valores de taxa méaxima de produgdo de ensaios de
fermentagdo desenvolvidos com inoculagio de 3,56 x 10° células de levedura por mL de
indculo, e 2,2% de células mortas, de cultura de S. cerevisiae (Cle alcool), com adi¢do de
nisina aos niveis de inibicdo de Leuconostoc mesenteroides, 90 ppm, com o objetivo de
simular as altas dosagens do bioprotetor na moenda que poderiam estar presentes na

fermentagdo alcodlica.
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Tabela 12a: Resultados de velocidade maxima de producdo de etanol para levedura Cle alcool.

Nisina Ensaio Pmax MEDIA Desvio Cv
(ppm Novasin) gh’ gh’ Padrao (%)
1 0,350
0 2 0,406 0,380 0,028 7,41
3 0,383
4 0,352
45 5 0,396 0,358 0,035 9,75
6 0,327
7 0,368
90 8 0,366 0,375 0,013 3,55
9 0,390
10 0373
180 11 0,351 0,359 0,012 3,32
12 0,354

A Tabela 12b mostra o teste de médias (Tuckey) referente aos resultados da Tabela
12a.

Tabela 12b: Teste de Tuckey (p < 0,05) para médias de pmax de etanol para Cle alcool.

Nisina 0 45 90 180
(ppm de Novasin)
Médias 0379 0358 0374 0,359
0 0,709 0,993 0,737
45 0,709 0,839 0,999
90 0,993 0,839 0,862
180 0,737 0,999 0,862

Em negrito: valores ndo significativos.
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O teste de Tuckey revelou que as médias ndo foram significativamente diferentes
entre si confirmando que ndo houve influéncia da nisina sobre a velocidade maxima de
producdo de etanol. A Tabela 13 apresenta os resultados de taxa maxima de produgdo de
etanol sobre fermentagdes conduzidas com indculos de 10% do teor total de dextrose no meio,
perfazendo 12 g/L de levedura prensada comercial, com adigdo de nisina. A contagem de

leveduras no inéculo foi de 7,12 x 10° células/mL e 3,9% de células mortas.

Tabela 13a: Resultados de pmax. de etanol por levedura comercial.

Nisina Ensaio Pmax MEDIA Desvio Desvio

(ppm Novasin) gh’! gh’! Padrio (%)
1 0,987

0 2 1,005 0,988 0,016 1,62
3 0,973
4 1,002

45 5 0,996 0,999 0,003 0,30
6 0,999
7 0,993

90 8 1,003 1,005 0,013 1,25
9 1,018
10 1,027

180 11 0,980 0,995 0,028 2,82
12 0,977

O indculo da levedura prensada foi preparado em frasco contendo meio e a seguir
distribuido para os frascos de fermenta¢do, o que reduziu significativamente os erros de
inoculagdo como pode ser observado na Tabela acima. Comparativamente, os desvios obtidos
na Tabela 12a foram resultantes do método de inoculagdo, uma vez que o fermento foi dosado

em meio liquido para cada um dos frascos de fermentagao.

Os resultados obtidos para a cultura pura de S. cerevisiae foram ratificados neste teste

para a levedura comercial, indicando que os altos niveis de dosagem de nisina n3o afetam a
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taxa de producdo de etanol de modo significativo. A Tabela 13b demonstra a observagdo pelo

teste de médias.

Tabela 13b: Teste de Tuckey (p < 0,05) para médias de pmax de etanol por CLE alcool.

Nisina 0 45 90 180
(ppm)
Médias 0,988 0999 1,004 0,994
0 0,873 0,671 0,968
45 0,873 0,977 0,989
90 0,671 0,977 0,892
180 0,968 0,989 0,892

Em negrito: valores nao significativos.

A Tabela 14 mostra resultados de uma combinagdo de bioprotetores otimizada para
bactérias contaminantes da fermentagdo sobre a levedura comercial. O indculo foi procedido
de modo semelhante com cerca de 10'° células/mL. Como se tratou de uma combinagdo fixa

de bioprotetores ndo se realizou o teste em dosagens duplas ou & metade.

Tabela 14a: Resultados de velocidade maxima de produgdo de etanol por levedura comercial

sob efeito de combinagdo de bioprotetores.

Nisina, Lisozima e Tween Ensaio Pmax MEDIA Desvio Desvio
(10 ppm, 30 ppm e 0,1%) gh gh!  Padrio (%)
1 0,987
Branco 2 1,005 0,988 0,016 1,62
3 0,973
4 1,002
Bioprotetores 5 0,996 0,999 0,003 0,30
6 0,999

A Tabela 14b apresenta os testes de média para os resultados obtidos na Tabela 14a.
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Tabela 14b: Teste de Tuckey (p < 0,05) para médias de producéo maxima de etanol por

levedura comercial sob efeito da combinagéo de bioprotetores.

Booleano 0 1

Bioprotetores

Médias 1,060 1,044
0 0,132
1 0,132

Em negrito: valores ndo significativos.

O teste de média mostrou que os valores das médias das taxas de produgio de etanol

entre controle e ensaio adicionado de bioprotetores, ndo sdo diferentes a significancia de 95%.

5 CONCLUSOES

— A nisina se mostrou um bioprotetor potencialmente eficaz no controle de bactérias laticas
contaminantes da fermentagado alcoolica (Lactobacillus). Seu uso combinado com EDTA pode

reduzir os valores de MIC de nisina de 9,0 ppm para 3,6 ppm para L. fermentum.

— Concentragdes altas de nisina, de cerca de 90 ppm sdo necessarias na moenda para inibir o
Leuconostoc mesenteroides. Os bioprotetores foram pouco eficazes para inibir contaminagdes

por leveduras nesta etapa do processo.

— Por ndo agirem contra leveduras, os bioprotetores provaram ser seguros para o processo de

fermentacao.

— Os testes de cinética fermentativa ratificaram a conclusdo acima, indicando que o
parametro cinético - taxa maxima de produgdo de etanol, ndo foi afetado pelos bioprotetores
quando dosados na moenda ou na fermentagdo em combinagdes sinérgicas. As taxas maximas
de produgdo de etanol sdo muito influenciadas pelo teor do indculo, e erros devem ser

minimizados nesta fase dos ensaios.
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ESTUDO 2 - OTIMIZACAO DA COMBINACAO DE BIOPROTETORES
SOBRE BACTERIAS CONTAMINANTES DA FERMENTACAO
ALCOOLICA.

RESUMO

Um planejamento fatorial completo 2* foi utilizado para otimizar as concentragdes de dosagem
dos bioprotetores: nisina (2 a 10 ppm de Novasin) e lisozima (6 a 30 ppm de Novagard); e
potencializadores: EDTA (0 a 0,22%) e Tween 20 (0 a 0,1%) contra bactérias laticas
contaminantes da fermentagdo alcodlica. As varidveis dependentes foram o tempo de fase lag
e taxa maxima de crescimento das bactérias Lactobacillus plantarum e Lactobacillus

Sfermentum. O MIC foi determinado para balizar as faixas do planejamento.

Modelos matematicos foram obtidos para o tempo de fase lag para ambos os microrganismos.
Nao houve diminui¢do das taxas maximas de crescimento pelos bioprotetores exceto pequeno

efeito de nisina sobre L. fermentum.

Nisina foi eficaz para prolongar a fase lag de ambos os microrganismos e observou-se
sinergismo com lisozima para L. plantarum e com Tween 20 para L. fermentum. EDTA foi
antagénico a nisina. As concentragdes de uso para a fermentagdo alcodlica foram

determinadas em 10 ppm de nisina, 30 ppm de lisozima ¢ 0,1% de Tween 20.

Palavras Chave: bioprotetores, bactérias laticas, nisina, lisozima, fermentagéo alcodlica.
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1 INTRODUCAO

As contaminagdes microbianas da industria sucro-alcooleira tém sido controladas
pela adigdo de antibidticos e pela acidificagdo do leite de levedura (fermento centrifugado). O
uso de antibiticos na fermentacio induz o fendmeno de resisténcia microbiana gerando
perdas de eficiéncia do antimicrobiano, com necessidade de aumentar as doses ou substituir
principios ativos. Para tanto, a industria de alcool tem testado continuamente novos

antibacterianos.

O tempo de fermentagdo ou ciclo fermentativo influi no desenvolvimento da
populagdo bacteriana em fermentagdes alcodlicas: ciclos prolongados favorecem o
crescimento bacteriano e competicdo com a levedura (OLIVA NETO, 1995). Ciclos

fermentativos de 10 a 12 horas sdo comuns em usinas e destilarias.

KAJI (1989) ndo pode recuperar bactérias do género Leuconostoc presentes no inicio
das fermentacdes ao final dos ciclos, o que indicou uma baixa tolerdncia ao etanol dos
microrganismos — concentragdes de 3% de etanol no vinho sdo capazes de reduzir em mais de
50% a velocidade especifica de crescimento. Estas observagdes restringem a importancia do

género Leuconostoc na fermentagéo.

Bioprotetores s3o substincias com atividade antimicrobiana, provenientes de
alimentos ou obtidas de microrganismos de grau alimenticio utilizadas para aumentar a

seguranga de alimentos e proteger processos de produgio.

O método de MIC foi utilizado para medir a susceptibilidade de Listeria, Clostridios,
Staphylococos, Lactococos, Lactobacilos, Micrococos e Pediococos, € esporos de Clostridios e
Bacilos as bacteriocinas: nisina A, nisina Z e pediocina. Pediocina se mostrou mais eficaz
contra Listeria monocitogenes, mas nisina A e Z tiveram MIC de 23 a 69 pg/L contra o
crescimento de esporos por 10 dias, enquanto que pediocina pode ter tido efeito germinativo
de B.subtilis. L. plantarum (ATCC 8014) e L. cremoris (ATCC 9596) foram testados pelo
(expressos em substancia pura) para ambos os microrganismos, 0,34 ¢ 0,15 pg/mL de nisina Z

respectivamente e 22,1 pg/ml para pediocina sobre L. plantarum (MEGHROUS, 1999).

62



Estudo 2 — Otimizagio da Combinagdo de Bioprotetores Sobre Contaminantes da Fermentagio Alcodlica.

A interagc@o dos cations calcio, magnésio, ferro e dos anions citrato com lisozima foi
estudada, ndo podendo ser observada qualquer afinidade entre Ca™ e Mg e lisozima nos pHs
de 6 e 9, enquanto que Fe3+ apresentou afinidade com a enzima causando coordenagio e
diminui¢do da carga positiva, indicando a perda de um préton de um grupamento amdnio da
molécula. O anion citrato interagiu com a lisozima por ligagGes eletrostaticas dependentes da
carga da proteina (CROGUENEC, 2000).

A adi¢do de 0,32 AU/mL de bacteriocina acidocina a 50 mg/L de lisozima inibiu em
82,4% (redugdo percentual do valor da absorbancia em relagdo ao controle) o crescimento da
cultura do microrganismo indicador Lactobacillus delbrueckii subespécie lactis LTI 30, contra
apenas 58,5% de inibigdo por lisozima apenas, tendo sido indicado sinergismo entre os
antimicrobianos (CHUMCHALOVA, 1998).

CATTE (1999) utilizou um planejamento fatorial 2° completo para investigar o efeito
de cloreto de sddio e fumaga liquida (substancias potencialmente inibidoras de crescimento
microbiano) e condicOes de atividade de agua no crescimento de L. plantarum em meio MRS,
medido por densidade otica 4 600 nm. Foram medidas as respostas: tempo de fase lag, tempo
de crescimento e acidificacdo do meio. O tratamento dos dados indicou que a atividade de
agua e teor de sal influenciaram o crescimento sem interagdes significativas, mas a fumaca

liquida n@o influenciou nem o crescimento nem a acidificagéo.

2 OBJETIVO

e Estudar os efeitos da combinagdo dos bioprotetores através de planejamento fatorial
completo 2°, na cinética de crescimento (tempo de fase lag e taxa maxima de

crescimento) dos contaminantes da fermentaggo alcodlica L.fermentum e L. plantarum.
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos

Os microrganismos estudados s3o bactérias laticas, Gram positivas, € constituem a

flora usualmente contaminante do processo de fermentagdo alcoolica. Lactobacillus
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fermentum CCT-0663 e Lactobacillus plantarum ATCC-8014 foram obtidos da Colegdo de
Culturas Tropical, Campinas-SP.

Sua ativagdo foi realizada a partir de liéfilos em caldo MRS (de Man Rogosa Sharpe)
e armazenados a —18°C em meio Litmus Milk. Antes de cada experimento os tubos
congelados foram incubados a 37°C até viragem do indicador ou coagulagdo do leite e
repicados em meio MRS a 1% para serem utilizados em um estado fisiologico de alta

atividade nos testes: repiques de 15 h.
3.2 Bioprotetores

Nisina e lisozima foram obtidas junto a Rhodia S.A.S. como formula¢des comerciais
dos bioprotetores NOVASIN (1.000.000 Ul/g) e NOVAGARD. Também foram adicionados
aditivos com o objetivo de potenciar os efeitos dos bioprotetores. Os aditivos utilizados nos
ensaios foram TWEEN 20 e EDTA sddico (Sigma PA.). As concentragdes dos bioprotetores

foram expressas em ppm de formulag@o.

Todos os compostos foram pesados em balanga analitica e adicionados de agua estéril
em baldes volumétricos previamente expostos a luz ultravioleta por uma hora. As solugdes

foram ainda filtradas em filtro Millipore 22 pum.

Os bioprotetores em diversas concentragdes foram entdo armazenados sob
refrigeracdo. Sua adi¢do foi realizada diretamente ao meio, na quantidade requerida para se
obter a concentragdo desejada, por meio de pipeta automatica de volume regulavel (Finpipette

— Labsystems A.G.).
3.3 Concentracao Inibitéoria Minima (MIC)

Este ensaio teve por objetivo determinar as concentracdes efetivas minimas dos

bioprotetores para a inibigdo do crescimento das diferentes linhagens.

3.3.1 Medida da Acao dos Bioprotetores Sobre Bactérias
de 30 pL de cultura (10° ufc/mL), em tubos contendo 10 mL de caldo MRS, adicionados de
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bioprotetores em diversas concentragdes, reservando-se um tubo de cada cepa para controle de
crescimento. Os tubos foram incubados a 37°C e foram realizadas leituras as 18, 24 e 48 horas
ou quando houvesse crescimento do controle observando-se a turvagdo do meio. O resultado
anotado foi a concentragdo referente ao tubo com menor teor de bioprotetores adicionados, em

que houve inibigéo.

Os testes foram realizados em duas etapas distintas: uma varredura inicial em que os
bioprotetores foram adicionados em concentragdes diversas entre 1 mg/L e 1 g/, e um
refinamento em que as concentragdes de bioprotetores foram dosadas em incrementos de 1

ppm de tubo para tubo. Foram realizadas triplicatas dos testes.
3.4 Estudo da Cinética de Crescimento das Bactérias Frente aos Bioprotetores

Os microrganismos L. fermentum e L. plantarum, foram utilizados como alvos para
se estudar uma composi¢do otimizada das associagdes possiveis entre bioprotetores que se

mostraram eficazes e aditivos.

Foi utilizado um planejamento experimental para este fim e realizou-se cada um dos

experimentos Como segue.

Em cubetas de espectrofotdmetro estéreis adicionou-se 5ml de caldo MRS
esterilizado previamente adicionado dos bioprotetores nas concentragdes previstas para o
ensaio. Inoculou-se 0,15 pL. de uma cultura de 152 h do microrganismo testado (10° ufc/mL),
para se obter uma densidade Optica de 0,030 a 550 nm em cada cubeta. Preparou-se também
um ensaio sem bioprotetores como prova pela adigdo de meio estéril e inéculo. O tempo foi
anotado e cada cubeta foi incubada a 37°C. Foram tomadas leituras de densidade oOptica
periodicamente, durante o crescimento do microrganismo, em comprimento de onda de 550
nm em espectrofotdmetro (Spectronic 21 D — Milton Roy). Um branco contendo caldo MRS

estéril do mesmo lote foi utilizado para zerar o aparelho.
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3.4.1 Correlacdo entre densidade otica e contagens de unidades formadoras col6nias

Uma correlagdo entre densidade otica e concentragdo celular foi obtida pelo
plaqueamento de culturas em diferentes estigios de crescimento, medidas as respectivas

densidades éticas em espectrofotdmetro (B 495 - Micronal).

As culturas em caldo MRS foram inoculadas com 0,3% de indculo (109 ufc/mL) de
15 horas de incubacdo, incubadas a 37°C e suas densidades oticas foram medidas
periodicamente. A cada medida tomou-se uma amostra que foi diluida sucessivamente em
agua peptonada e entdo plaqueada em duplicata em meio MRS agar em profundidade. As

placas foram incubadas em estufa por 48 horas e o niimero de coldnias foi contado.
3.4.2 Planejamento Experimental

Um planejamento experimental fatorial completo foi realizado a fim de estudar os
efeitos dos bioprotetores, cujos valores de MIC foram obtidos anteriormente. Foram realizados
0s experimentos apenas para bioprotetores que tiverem alguma atividade antimicrobiana, € o
nimero de bioprotetores adicionado do nimero de aditivos foi a ordem do planejamento.

Assim realizou-se um planejamento completo 2°.

As faixas escolhidas foram as concentragdes de bioprotetores e aditivos no valor de
MIC para o microrganismo alvo (+1), e concentragdo minima em que houve aumento da fase
lag do microrganismo alvo (observado para os bioprotetores no teste de MIC) ou zero ppm,
quando ndo houve inibi¢do ou para aditivos (-1). O experimento de ponto central foi realizado

em triplicata.
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A Tabela 1 mostra os niveis escolhidos para a realizagéo do planejamento.

Tabela 1: Niveis das variaveis independentes

Bioprotetor/ nivel -1 ponto central nivel +1

Pontencializador

nisina 2 ppm 6 ppm 10 ppm

lisozima 6 ppm 18 ppm 30 ppm
EDTA 0 0,11% 0,22%
Tween 20 0 0,5% 0,1%

As variaveis de resposta analisadas foram tempo de fase lag e velocidade especifica
de crescimento, obtidas pela construgé@o de graficos de cinética de crescimento microbiano. O
tempo de fase lag foi obtido pela medida do tempo (horas) na curva de crescimento em que o
acréscimo da absorbancia da cultura era de 0,1 uAbs e corresponde a fase de adaptagdo do

microrganismo ao meio, antes de um crescimento exponencial da cultura.

A taxa de crescimento maxima foi obtida da diferenciagio grafica da curva, obtendo-
se a curva das derivadas, cujo ponto de maximo corresponde a taxa de crescimento maximo, p
max (uAbs.h™). Este pardmetro corresponde 4 méxima velocidade de multiplicagdo da cultura

microbiana e indica a inclinagdo maxima da curva de crescimento.

Os efeitos sinérgicos e antagdnicos entre os bioprotetores foram observados por meio
do estudo da Tabela de efeitos e interagdes gerada pelo programa STATISTICA (StatSoft,
Inc.). Para os dados que forneceram um modelo validado por analise de varianga (ANOVA),

foi obtida uma equag@o matematica do fendmeno.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 e 2 estdo apresentadas a correlagdes entre a absorbancia e o log da

contagem de viaveis em ufc/ml de L. fermentum.
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.Figura 2: Valores de contagem de ufc do L. plantarum em funcdo da densidade 6tica da

cultura

A correlag@o indica que o incremento de 0,1 unidades de absorbancia da cultura de

ambos 0s microrganismos inoculados a 0,03 UAbs, resulta em culturas com namero de
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microrganismos da ordem de 10’ufc/mL, em concorddncia com a literatura; KAJI (1989)
relatou que fermentages sé seriam afetadas por contaminantes que estivessem em

concentracdes celulares altas, da ordem de 107 ufc/mL.
A Tabela 2 mostra os resultados do teste de MIC para a nisina

Tabela 2: Resultados de MIC para nisina expressos em ppm de Novasin.

Microrganismo MIC Meédia Desvio padriao
Ensaio (ppm) (ppm) (ppm)

1 5.0

L. plantarum 2 5.0 573 )
3 7.0
1 7.0

L.fermentum 2 10.0 9.0 1.7
3 10.0

Foram obtidos os valores de MIC para a nisina e para a lisozima contra os
microrganismos L. plantarum e L. fermentum. A Tabela 2 mostra que o microrganismo mais
resistente a nisina foi o L. fermentum, exibindo valores de até 10 ppm de Novagard para

inibicdo do crescimento até 18 horas apos a inoculagao.

Os valores de MIC para L. plantarum foram menores, mas observou-se que a inibigdo
para este microrganismo foi transitoria e crescimento foi observado para L. plantarum apds 48
horas em todas as concentragdes testadas até 50 ppm (resultados do Estudo 1 para leitura a 48

h de incubacio).
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A Tabela 3 mostra os resultados de MIC para lisozima.

Tabela 3: Resultados de MIC para lisozima

Microrganismo MIC
(ppm)

L. plantarum 700
L. fermentum >1000

L. fermentum nao foi inibido por lisozima até concentra¢des de 1g/L, enquanto que L.
plantarum sofreu inibi¢gdo com 700 ppm de nisina. Porém, no ensaio L. plantarum néo cresceu
em todos os tubos de ensaio com a mesma velocidade a partir de 300 ppm de lisozima

adicionada, indicando influéncia do bioprotetor sobre o seu crescimento.

Tais observagdes sugeriram que nisina tem uma ag#o inibitoria tal que ocorre um
aumento do tempo da fase lag do L. plantarum e que um estudo deste parametro e da cinética
de crescimento frente a nisina se fez necessdria para caracterizar o efeito dos bioprotetores. O
objetivo de se obter concentragdes de uso na fermentagdo da combinagdo de bioprotetores
incutiu na necessidade de se testar varias varidveis sobre a cinética, e para tanto foi utilizada a

ferramenta estatistica do planejamento fatorial.

Foram definidos os valores das faixas de estudo das variaveis independentes do
planejamento. Lisozima, que apresentou valores de MIC altos foi utilizada no planejamento

como bioprotetor adicionado & nisina.

O efeito sinérgico entre nisina e lisozima foi observado por CHUNG (2000) sobre
bactérias laticas deteriorantes, quando adicionados ao meio MRS e MRS modificado acrescido
de 2 e 4% de cloreto de sodio; as propor¢des de 37,5 ppm de nisina para 112,5 ppm de
lisozima provocaram a reducdo de 4 ciclos logaritmicos da populagdo de L. curvatus em uma
hora e 8 ciclos em duas horas, contra 4 ciclos em duas horas para nisina apenas. Proporgdes de
um terco de nisina para lisozima reduziram o valor de MIC de bactérias laticas em até 16

vezes. Assim, a propor¢ao da adicdo dos bioprotetores foi estabelecida em 1 para 3.
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GANZLE (1998) usou concentra¢des de 1 a 20 mMol/L de EDTA em combinagéio
com nisina resulta em sinergismo e eficacia contra bactérias Gram positivas e Gram negativas

pela a¢do sobre a funcionalidade de membranas bacterianas (STEVENS, 1992).

Foi observada a interacdo sinérgica entre alguns surfactantes e nisina. 0,1% de Tween
20 presente no meio de cultura aumentou a atividade antimicrobiana de nisina sobre o

microrganismo alvo.
Os experimentos foram realizados segundo o planejamento fatorial completo.

O calculo dos pardmetros cinéticos esta exemplificado para o experimento 2 de L.
fermentum da Tabela 9. Foi obtida a curva de crescimento da tomada da densidade otica da

cultura representada na Figura 3.

4 4 - | — Funcéo sigmoidal R2 = 0,9996
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1,2 4
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: /
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Figura 3: Curva de crescimento de L. fermentum em presenga de 10 ppm de nisina
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Uma curva sigmoidal foi adaptada aos pontos experimentais com coeficiente de
correlagdo de 0,9996. Na curva foi encontrado o ponto referente ao incremento de 0,1 uAbs
sobre a absorbancia inicial (0,151 uAbs) e por interpolagdo obteve-se o tempo de fase lag de

13.9 horas.

A Figura 4 mostra a curva sigmoidal que foi diferenciada graficamente.
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Figura 4: Derivada da funcdo sigmoidal adaptada e ponto de maximo
O ajuste da curva sigmoidal (curva de Boltzman) resultou na equacdo abaixo:

DO =-1,558 (1 +e e+ 18305 1‘880) + 1,6099, onde DO ¢€ a densidade Otica em

uAbs e t € o tempo em horas.

O ponto de méximo da curva derivada corresponde a taxa maxima de crescimento

obtido por interpolagio dos pontos do grafico. O resultado obtido foi de 0,20 uAbs/h.

Este método de obten¢do dos parimetros cinéticos do crescimento microbiano foi

realizado para cada um dos experimentos do planejamento e para o controle.
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4.1 Analise dos resultados de L. plantarum.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados obtidos do tempo de fase lag e taxa

maxima de crescimento de L. plantarum.

Tabela 4: Resultados de tempo de fase lag e taxa maxima de crescimento de L. plantarum

Bioprotetores e Potenciadores L. plantarum
Ensa Nisina Lisozima EDTA Tween20 A 1L max
io (h)  (uAbs/h)
1 -1 -1 -1 -1 16,07 0,20
2 1 -1 -1 -1 23,76 0,20
3 -1 1 -1 -1 17,68 0,19
- 1 1 -1 -1 24,06 0,18
5 -1 -1 1 -1 15,36 0,22
6 1 -1 1 -1 23,62 0,20
7 -1 1 1 -1 16,3 0,21
8 1 1 1 -1 24,02 0,28
9 -1 -1 -1 ] 16,23 0,22
10 1 -1 -1 1 24,12 0,24
11 -1 1 -1 1 17,64 0,18
i2 1 1 -1 1 24,16 0,24
13 -1 -1 1 1 16,06 0,21
14 1 -1 1 1 24,32 0,25
15 -1 1 1 1 17,65 0,27
16 1 1 1 1 24,06 0,23
17 0 0 0 0 20,99 0,18
18 0 0 0 0 20,93 0,16
19 0 0 0 0 21,37 0,17
20 Controle 9.64 0,23
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As Tabelas 5 e 6 mostram os efeitos lineares para tempo de lag e taxa maxima de

crescimento e interagdes de duas vias descritos. Em negrito os valores significativos a 10%.

Tabela 5: Analise dos efeitos dos bioprotetores sobre tempo de fase lag do L. plantarum.

Tempo de Lag (h)- L.plantarum Limite de Confianga
EFEITO ErroPuro t(2) p -90,%  +90,%
Média 20,45 0,081 252,22 1,57E-05 20,216 20,689
(1)NISINA 7,39 41,82 5,71E-04 6,875 7,907
(2)LISOZIMA 0,75 426 5,08E-02 0,238 1,270
(3)EDTA -0,291 -1,64 241E-01 -0,807 0,225
(4 TWEEN 20 0,421 2,38 1,40E-01 -0,095 0,937
1 por 2 -0,63 -2,58 6,97E-02 -1,150 -0,118

Em negrito os valores significativos (nivel de significancia de 10%).

A nisina foi o bioprotetor mais ativo no aumento da fase lag e a lisozima exibiu efeito
dez vezes menor. Os efeitos do EDTA e Tween ndo foram significativos a 10%, mas o Tween

20 foi efetivo a 80% de significincia.
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Tabela 6: Analise dos efeitos dos bioprotetores sobre tempo da taxa méaxima de crescimento de

L. plantarum.

Taxa maxima de crescimento (uAbs/h) — L.plantarum Limite de Confianga
EFEITO Erropuro t(2) p -90,% +90,%
MEDIA 0216 0,002 98,08 1,04E-04 0209 0222
(1)NISINA 0,016 324 834E-02 0,002 0,030
(2)LISOZIMA 0,004 0,85 4,82E-01 -0,010 0,018
(3)EDTA 0,028 586 2,78E-02 0,014 0,042
(4TWEEN20 0,020 4,07 553E-02 0,006 0,034
1 por 2 0,006 1,19  3,55E-01 -0,008 0,020
1 por 3 -0,002 -0,48  6,75E-01 -0,016 0,012
1 por 4 0,005 0,96 4,37E-01 -0,009 0,019
2 por 3 0,022 4,62 4,38E-02 0,008 0,036
2 por 4 -0,006 -1,31  3,20E-01 -0,020 0,008
3 por 4 -0,008 -1,64 241E-01 -0,022 0,006

Em negrito os valores significativos (nivel de significancia de 10%).

Para a diminui¢do da taxa maxima de crescimento de L. plantarum nenhum dos

bioprotetores teve efeito. A Tabela 7 indica os valores da andlise de varianga para tempo de

fase lag.
Tabela 7: ANOVA L. plantarum - tempo de lag

Fontes de Soma quadratica Graus de Liberdade Média F Frabelado

Variag¢ao Quadratica
Regressdo 222.18 3 74,06 263,87 5.2
Residuo 4,21 15 0,28
Falta de Ajuste 3,96 13
Erro puro 0,25 2
Total 226,39 18

F/Ftab = 50,74

R*=0,98918; R=0,97565
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O modelo codificado do tempo de fase lag para L. plantarum apresentou explicagdo
de 98.91 % e valor de F muito maior que o F Tabelado, indicando que o modelo € validado na

faixa estudada. Modelo codificado para tempo de fase lag de L. plantarum:
A=20.45+3,69.Ni+0,37.Li -0,31.Ni.Li

Onde: A =tempo de fase lag
Ni = parametro codificado referente a concentragdo de nisina
Li = parametro codificado referente a concentragdo de lisozima

A Tabela 8 mostra os valores obtidos pelo modelo e os pontos experimentais com o

célculo dos desvios. A Figura 5 exibe o grafico correspondente.

Tabela 8: Desvios entre tempos de lag estimados e medidos para L. plantarum.

Ensaio A A calculado Desvio
(h) (h) (%)
1 16,07 16,08 -0,06
2 23,76 24,08 -1,34
3 17,68 17,44 1,35
4 24,06 242 -0,58
5 15,36 16,08 -4.68
6 23,62 24,08 -1,94
7 16,3 17,44 -6,99
8 24,02 242 0,74
9 16,23 16,08 0,92
10 24,12 24,08 0,16
11 17,64 17,44 113
1z 24,16 24,2 -0,16
13 16,06 16,08 -0,12
14 24,32 24,08 0,98
15 17,65 17,44 1,18
16 24,06 24.2 -0,58
17 20,99 20,45 2.57
18 20,93 20,45 2,29
19 21,57 20,45 5,19
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Tempo LAG L.plantarum
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Figura 5: Valores estimados pelo modelo e observados para tempo de fase

lag de L. plantarum.

Os desvios observados sio pequenos (até 6,99 %) e a correlagdo entre estimado e

medido ¢ de 98.14% validando o modelo. A inclinagéio da reta é proxima de | indicando que

os valores obtidos pelo modelo sdo bastante proximos dos valores medidos.

As Figuras 6 e 7 apresentam a superficie de resposta € as curvas de nivel para o L.

plantarum, para as varidveis referentes as concentragoes de nisina e lisozima, fixando-se as

variaveis de concentragdo de EDTA no nivel minimo (-1 ou 0%) uma vez que seu efeito foi

negativo e do Tween 20 no nivel maximo (+1 ou 0,1%) uma vez que seu efeito foi positivo e

significativo a 20%.

77



Estudo 2 — Otimizagdo da Combinagio de Bioprotetores Sobre Contaminantes da Fermentagio Alcodlica.

Superficie de Resposta
L. plantarum
Tempo de Lag

W) Be\ 0 [AWERN

Figura 6: Superficie de resposta para tempo da fase lag de L. plantarum em fungéo das

concentragdes de nisina e lisozima (0,1% de Tween 20).

Superficie de resposta
Tempo de lag L. plantarum
Em Branco a curva de nivel relativa ao tempo de 12 horas de fase lag
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Figura 7: Curvas de nivel para tempo da fase lag de L. plantarum em fun¢do das

concentragoes de nisina e lisozima (0,1% de Tween 20).
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A linha em branco na Figura 7 indica a curva para o atraso de 12 horas (ciclo de
fermentagdo) no tempo de lag. Considerando que os custos de mercado de nisina sdo cerca do
dobro da lisozima, a otimizagdo da dosagem foi realizada para o minimo teor de nisina,

resultando em cerca de 30 ppm de lisozima para 7 ppm de nisina, e 0,1% de Tween 20.
4.2 Andlise dos resultados de L. fermentum.

A Tabela 9 mostra os resultados de A e p max de L. fermentum.

Tabela 9: Resultados de tempo de fase lag e taxa maxima de crescimento de L. fermentum.

Bioprotetores e Potenciadores L.fermentum
Ensaio Nisina Lisozima EDTA Tween20 A [ max
(h) (uAbs/h)
1 -1 -1 -1 -1 4,49 0,28
2 1 -1 -1 -1 13,90 0,20
3 -1 1 -1 -1 4,59 0,34
4 1 1 -1 -1 16,15 0,20
5 -1 -1 1 -1 4,19 0,33
6 1 -1 1 -1 11,50 0,27
7 -1 1 1 -1 4,19 0,32
8 1 1 1 -1 13,50 0,28
9 -1 -1 -1 1 4,80 0,25
10 1 -1 -1 1 19,10 0,18
11 -1 1 -1 1 4,30 0,27
12 1 1 -1 1 17,90 0,11
13 -1 -1 1 1 4,90 0,39
14 1 -1 1 1 14,40 0,29
15 -1 1 1 1 435 0,29
16 1 1 1 1 13,00 0,28
17 0 0 0 0 8,00 0,23
18 0 0 0 0 8,50 0,23
19 0 0 0 0 8,25 0,28
20 Controle 4,40 0,27
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As Tabelas 10 e 11 apresentam os efeitos lineares e interagdes para tempo de fase lag

e taxa maxima de crescimento, respectivamente, de ensaios com L. fermentum.

Tabela 10: Analise dos efeitos dos bioprotetores sobre tempo de fase lag de L. fermentum.

Tempo de Lag (h) - L fermentum Limite de confianga
EFEITO Erro puro t(2) p -90,% +90,%
Meédia 9,47 0,057 165,18 3,66E-05 9,31 9,64
(1)NISINA 10,46 83,64 143E-04 10,09 10,82
(2)LISOZIMA 0,09 0,07 5,56E-01 -0,28 0,45
(3)EDTA -1,90 -15,20 4,30E-03  -2,26 -1,54
(4 TWEEN20 1,28 10,24 9,40E-03 0,92 1,64
1 por 2 0,33 2,60 1,22E-01 -0,04 0,69
1 por 3 -1,76 -14,10 4,99E-03 -2,13 -1,40
1 por 4 1,06 8,46 1,37E-02 0,69 1,42
2 por 3 -0,07 -0,60 6,09E-01 -0,44 0,29
2 por 4 -1,00 -8,00 1,53E-02 -1,36 -0,64
3 por 4 0,46 3,70 6,59E-02 -0,83 0,10

Em negrito os valores significativos (nivel de significancia de 10%).

O tempo médio de fase lag de L. fermentum de 9,47 horas foi menor que as 20,45
horas de L. plantarum (Tabela 5), que teve crescimento mais lento. O estado fisiologico da
linhagem pode ter influido nos resultados, mas os resultados das regressdes matemaéticas
devem ser analisados em rela¢do ao tempo de crescimento sem a adi¢do de bioprotetores

(Tabela 4, experimento 20).

Os resultados apresentados revelaram que nisina foi o bioprotetor que apresentou
maior efeito sobre o tempo de fase lag de L. fermentum. O efeito de lisozima ndo foi
significativo a 10% de significdncia. Os potencializadores tiveram efeitos significativos a
10%, mas EDTA teve efeito negativo, indicando que seu uso reduz o tempo de fase lag e
conseqlientemente o crescimento bacteriano foi antecipado. A interagdo entre Tween 20 e

nisina foi significativa, indicando sinergismo. A interagdo entre nisina e EDTA foi negativa
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significando antagonismo, assim como as interagdes entre Tween 20 e lisozima, cujos efeitos

foram muito pequenos.

A protegdo de alimentos contra bactérias Gram negativas pela combinagio de nisina
com é&cidos organicos e EDTA foi investigada por HELANDER (2000), que realizou
tratamentos com o bioprotetor em Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, P.marginalis, e
Salmonella enterica sv. Typhimurium. A subseqiiente adi¢do de 1 mmol de EDTA aumentou a
penetragdo de substancia fluorescente (1-N-fenilnaftilamina) indicadora de formagdo de poros
na membrana citoplasmatica, mas 0,1 mmol de EDTA e écidos orgénicos no tiveram efeito,

havendo ao contrario, estabiliza¢do da parede lipopolissacaridica pela nisina.

Tabela 11: Analise dos efeitos dos bioprotetores sobre a taxa maxima de crescimento de L.

fermentum.

Taxa max de crescimento (uAbs/h)— L.fermentum Limite de confianga
EFEITO Erro puro t(2) P -90,% +90,%

Média 0,27 0,006 42,58 5,55E-04 0,25 0,29

(1)NISINA -0,09 -6,37  2,27E-02 -0,13 -0,05

(2)LISOZIMA  -0,01 -0,88  5,39E-01 -0,05 0,03

(3)EDTA 0,08 5,67  2,83E-02 0,04 0,12

(49TWEEN 20  -0,02 -1,42  3,32E-01 -0,06 0,02

1 por 2 0,00 -0,22  9,49E-01 -0,04 0,04

1 por 3 0,03 223 1,40E-01 -0,01 0,07

1 por 4 0,00 -0,26  9,20E-01 -0,04 0,04

2por3 -0,02 -1,00  3,68E-01 -0,06 0,02

2 por 4 -0,03 -2,04  1,59E-01 -0,07 0,01

3 por 4 0,03 -2,20  1,77E-01 -0,01 0,07

Em negrito os valores significativos (nivel de significancia de 10%).

A Tabela 11 mostra o efeito de nisina sobre a velocidade de crescimento de L.
fermentum, e indica um efeito de diminui¢do da taxa para o aumento da concentragio de nisina
a 1/3 do valor médio. O efeito do EDTA € similar ao da nisina, mas de sinal contrério, que

indica favorecimento da velocidade do crescimento do microrganismo.
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As Tabelas 12 e 13 mostram a andlise de variancia para tempo de fase lag e taxa

maxima de crescimento de L. fermentum, respectivamente.

Tabela 12: ANOVA para L. fermentum — tempo de lag.

Fontes de Soma quadrética Graus de Média F Frabelado |
Variagao Liberdade Quadratica
Regressao 485,69 3 161,90 594,47 5.2
Residuo 4,09 15 0,27
Falta de Ajuste 3,96 13
Erro puro 0,13 2
Total 489.77 18
F/Ftab = 114,32 R =0,9571 R* = 0,9809

Foi obtida explicacdo de 98,09% para o modelo matematico obtido, € F muito maior

que o F Tabelado, indicando a validade do modelo.

Modelo codificado para tempo de fase lag de L. fermentum —

A=947+5,22.Ni - 0,95.EDTA +0,64.Tw -0,88.Ni.EDTA, onde |

Ni = parametro codificado referente a concentragio de nisina.
Tw = parametro codificado referente & concentragdo de Tween 20.

EDTA = parametro codificado referente a concentracdo de EDTA.
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Tabela 13: ANOVA para L. fermentum — taxa maxima de crescimento.

Fontes de Soma quadratica Graus de Média F Frabelado
Variagdo Liberdade Quadrética

Regressédo 0,0053 2 0,00 3,00 9,28

Residuo 0,0142 16 0,00

Falta de Ajuste 0,0140 14

Erro puro 0,0002 2

Total 0,0195 18

F/Ftab = 0,32

R® = 0,9066; R = 0,78984

Ja para a taxa de crescimento o F Tabelado foi maior que o F encontrado, indicando
que ndo se pode obter um modelo valido para a variavel dependente p max. A Tabela 14 e a

Figura 8 mostram os desvios calculados de resultados do modelo e dos ensaios.

Tabela 14: Desvios entre tempos de lag estimados e medidos para L. fermentum.

A A calculado Desvio
Ensaio (h) (h) (%)

1 4,49 3,48 22,49
2 13.9 14,62 -5,17
3 4.59 4,48 2,39
4 16,15 15,62 3,28
5 4,19 3,8 9,30
6 11,5 11,42 0,69
7 4,19 4.8 -14,55
8 13,5 12,42 8,00
9 4.8 5,16 -7,50
10 19,1 18,42 3,56
11 4.3 4,16 3.25
12 17,9 17,42 2,68
13 49 4,56 6,93
14 14,4 14,3 0,69
15 4,35 3,56 18,16
16 13 13,3 -2,30
17 8 9,47 -18,37
18 8.5 9,47 -11,41
19 8,25 9,47 -14,78
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Figura 8: Valores estimados pelo modelo e medidos para tempo de fase lag de

L.fermentum.

Uma boa correlagéo (0,98) foi obtida para o modelo, mas alguns pontos apresentaram
desvios importantes. Ainda assim o modelo apresentou boa explicagdo do fendmeno, ja que a
inclinagdo de 0,9787 ¢ proxima de 1, o que torna possivel analisar superficies de resposta.As
superficies de resposta e curvas de contorno estdo apresentadas nas Figuras 9 e 10

respectivamente.
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Figura 9: Superficie de resposta para tempo da fase lag de L. fermentum em fungdo das

concentragdes de nisina e Tween 20.
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Figura 10: Curvas de contorno para tempo da fase lag de L. fermentum em funcdo das

concentragdes de nisina e Tween 20.
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A superficie de resposta exibe tendéncia positiva de inibigdo do crescimento do
microrganismo com o aumento das concentragdes dos bioprotetores nas faixas de estudo.
Planejamentos em faixas de concentra¢des superiores podem revelar regido de 6timo para

dosagem, mas tornam-se importantes os pardmetros de ordem econdmica na otimizago.

As curvas de contorno em branco na Figura 10 mostram o atraso de 12 horas para o
crescimento de L. fermentum, indicando valores de 8,6 ppm de nisina (Novasin) para 0,1% de

Tween 20 como dosagens otimizadas para o microrganismo.
4.3 Validaciio dos modelos

Os modelos foram validados pela realizagdo de um experimento para cada um dos
microrganismos utilizando-se os seguintes niveis das varidveis: 10 ppm de nisina, 30 ppm de
lisozima e 0,1% de Tween 20. Estes niveis correspondem a uma combinagdo dos valores de
maxima eficiéncia para L. plantarum (10ppm nisina e 30ppm lisozima) e para L. fermentum

(10ppm nisina e 0,1% Tween 20).

Para o L. plantarum observou-se um tempo de 26,15 horas de duracdo da fase lag no
experimento. O valor calculado pelo modelo foi de 24,20 horas, resultando num desvio de -
7,46%. Para o L. fermentum obteve-se 16,00 horas de tempo de fase lag no experimento e um

valor calculado pelo modelo de 17,42 horas, resultando num desvio de 8,88%.
5 CONCLUSOES

—  Foram obtidos modelos matematicos que descrevem a cinética de crescimento bacteriano,
especificamente da fase lag dos microrganismos sob inibigdo de concentragdes de
bioprotetores e potencializadores. Assim, pode-se obter dosagens otimizadas dos bioprotetores
para cada microrganismo. A taxa maxima de crescimento ndo foi afetada pelos bioprotetores,

exceto para nisina que apresentou pequeno efeito de inibigdo sobre Lactobacillus fermentum.

— Verificou-se o sinergismo entre lisozima e nisina, conforme a literatura citada, para o L.
plantarum e entre nisina e Tween 20 para ambos os microrganismos testados. Assim,
dosagens de 10 ppm de nisina para 30 ppm de lisozima sdo sinérgicas ¢ podem ser

preconizadas para a bioprote¢do da fermentagdo alcoolica. A adigdo de Tween 20 a 0,1%
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mostrou-se benéfico para o processo de bioprotegdo. Estas dosagens garantem que os
microrganismos terdo fases lag aumentadas em mais de 12 horas, que equivale a um ciclo de

fermentagio.

— EDTA foi antagénico com nisina para as bactérias testadas, para aumento do tempo da

fase lag.

— O método de MIC provou ser eficiente para balizar as dosagens de antimicrobianos no
processo, mas estudos de cinética sdo necessarios para se obter dados complementares do
comportamento dos contaminantes frente aos bioprotetores. Consegue-se assim otimizar doses
de aplicac@o e coletar dados de comportamento dos microrganismos em fungéo do tempo de

processo, de maneira a assegurar sua inibigo.
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ESTUDO 3 - DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE DESTRUICAO
TERMICA DE BACTERIAS CONTAMINANTES DO PROCESSO
SUCRO-ALCOOLEIRO E INFLUENCIA DO USO DE
BIOPROTETORES NA  RESISTENCIA  TERMICA  DOS
CONTAMINANTES DA FERMENTACAO.

RESUMO

O parametro de destruicdo térmica Dgo’c (tempo de morte térmica), das bactérias
contaminantes dos processos de moagem de cana-de-agiicar e fermentacdo alcodlica foi
determinado a 60°C, em caldo de cana clarificado obtendo-se os seguintes resultados:
Lactobacillus fermentum (0,75 min), Lactobacillus plantarum (0,29 min), Leuconostoc
mesenteroides (1,57 min). Nao foi possivel medir o parametro D para L. confusus, que se
apresentou demasiadamente sensivel ao tratamento. A bactéria L. fermentum foi escolhida
como alvo dos estudos de morte térmica dentre os microrganismos contaminantes da
fermentacdo alcodlica. O pardmetro Z (pardmetro de temperatura) foi determinado obtendo-se
o valor de 7,7°C. A adig¢do de uma combinag¢do de 10 ppm de Novasin (1000000 Ul/g de
nisina), 30 ppm de Novagard (lisozima) e Tween 20 (0,1%) ao caldo clarificado resultou na
reducdo de Dggoc em 16,7%. Verificou-se assim a agdo sinérgica do tratamento térmico
combinado a agdo dos bioprotetores sobre a contaminacdo bacteriana da fermentacdo

alcoodlica.

Palavras Chave: tratamento térmico, bioprotetores, bactérias laticas, nisina, lisozima,

fermentacdo alcodlica.
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1 INTRODUCAO

O processo de preparac@o de caldo de cana-de-agicar para a produgéo de etanol ou
aglcar ¢ realizado comumente nas usinas canavieiras pela combinagio de separagdes fisicas
(filtros e hidrociclones), tratamentos com produtos quimicos (calagem, sulfitagio e

aditivos) e tratamento térmico (em sistemas abertos ou “flash”).

O caldo obtido da moagem € uma solugdo impura de agucares, dos quais a
sacarose predomina constituindo em média 14%. Para uma boa evolu¢do do processo
fermentativo algumas impurezas devem ser eliminadas sem que ocorra a deplegio de

nutrientes:

* Particulas coloidais — que causam entupimentos em filtros, formagdo de espuma e

prejudicam a centrifugacio.
® Impurezas grosseiras — areia e fibra.
= Contaminantes microbianos

A temperatura de tratamento pode variar de 95°C em tanque aberto, a 105°C em

sistema fechado.

O tratamento térmico do processo de clarificagdo do caldo, aplicado em conjunto
com a calagem e a sulfitagdo, gera redugdes na populagdo bacteriana da ordem de 10°
ufe/mL, podendo algumas cepas — notadamente do género Lactobacillus e Leuconostoc,
produtoras de dextrana — tolerar os efeitos da temperatura e dos produtos quimicos
(TROMBINI, 1998).

GALLO (1989) identificou bactérias contaminantes do processo sucroalcooleiro
dentre as quais leuconostoc (L. mesenteroides e L. dextranicum, micrococos, Enterobacter
aerogenes, Streptococcus lactis, bacilos (B. stearothermophilus, B. subtilis e B. coagulans),
e lactobacilos (L. brevis, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. confusus, L. fermentum,

L. bulgaricus).
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A contaminac3o por L. fermentum de linhagens floculantes tem grande influéncia
sobre a viabilidade de Saccharomyces cerevisiae devido a toxidez dos produtos
metabolicos (OLIVEIRA, 1998).

OLIVA NETO (1990) encontrou no leite de levedura uma proporgdo de 62% de L.
fermentum e 2% de L. plantarum, contaminando dornas em seu trabalho com usinas de

alcool.

STUPIELLO (1993), determinou o valor de MIC de bactérias contaminantes da
industria sucro-alcooleira e obteve que o microrganismo mais resistente era L. plantarum,
enquanto que os microrganismos do género Bacillus apresentaram baixa resisténcia aos

antimicrobianos testados.
1.1 Bioprotetores

A bioprote¢do do processo fermentativo € uma tecnologia potencial e aliada ao
tratamento térmico do caldo pode surtir alguns efeitos desejaveis conforme o ponto de

dosagem dos bioprotetores:

. Bioprotegdo de etapas anteriores ao tratamento do caldo (moagem) diminuindo carga

microbiana inicial.

. Sinergismo durante o processo de tratamento térmico pelo aumento da

permeabilidade celular.

. Bioprotegdo do caldo tratado nas linhas que conduzem ao resfriamento e a

fermentagao.
= Bioprote¢do do processo de fermentagdo.

Bioprotegio de alimentos é definida como a utilizagdo de bactérias laticas
(probiéticos), seus metabolitos ou ambos para melhorar ou assegurar a qualidade e a
seguranga de alimentos que ndo sdo necessariamente fermentados (MONTVILLE, 1998).

Bioprotetores sdo substancias com agio antimicrobiana, produzidas por fermentagGes por
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microrganismos de grau alimenticio, ou obtidas de alimentos, com objetivo de agregar

qualidade ao produto (HOLZAPFEL, 1995).

Nisina € uma bacteriocina obtida por fermentagio, na fase de crescimento
exponencial, de Lactococcus lactis, ndo toxica, termoestavel, eficiente contra bactérias
Gram positivas, e quando associada ao EDTA, eficiente contra bactérias Gram negativas
(CHANG, 2000; HELANDER, 2000).

Tratamentos térmicos subletais induzem a sensibilidade de esporos a nisina, sendo
especialmente sensiveis os endésporos de Clostridios e Bacilos, com efeitos esporostaticos

e até esporocidas, evitando crescimento de células de esporos germinados (KIM, 1993).

Observou-se sinergismo no uso de nisina combinada com tratamento térmico
brando (48 e 56°C) na destrui¢do de bactérias gram positivas, em particular Lactobacillus
plantarum, devido ao aumento da formag@o de poros e da permeabilidade de membrana
medida (UECKERT, 1998).

Pectinatus frisingensis, a0 ser exposto aos efeitos combinados de nisina e
tratamento térmico brando (50°C por 10 minutos), em sua fase exponencial de crescimento,
apresentou perda de ions potassio para o meio externo evidenciando inativagdo celular por

modificagdo da permeabilidade de membrana (CHIHIB, 1999).

O valor de tempo de destruicdo térmica (D) foi determinado para o tratamento
térmico a 90°C de esporos ativados de Alicyclobacillus acidoterrestris em bebidas acidas
de frutas. O Dggec na bebida de maga foi de 20,8; 19,3; 15,5 e 14,8 minutos para zero
(controle), 50, 100 e 200 UI/ml de nisina, respectivamente; e o D90°C para a bebida de
laranja foi de 23.1; 20,4; 20,6 e 17,6 minutos para 0, 50, 100, 200 UI/mL de nisina,
respectivamente. A redugdo de D entre a concentragdo de 200 Ul/mLde nisina, equivalente
a 5 ppm de nisina ativa, e o controle foi de 71% e 76% para bebidas de ma¢i e laranja,
respectivamente, sendo a nisina tdo ou mais ativa que a lisozima na inibigdo de esporos de
A. acidoterrestris (YAMAZAKI, 2000).
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Foi observado que a adigdo de nisina em concentragdes de at¢ 200 Ul/ml,
tratamento térmico brando (50°C por até 60 minutos) e resfriamento rapido, causou a perda
de potassio intracelular de bactérias de Clostridium perfringens para o meio, coOmposto por
solugdo tampdo (pH 7,2). O aumento da fase lag do microrganismo e o aumento da perda
de viabilidade foram associados com aos aumentos de concentragdo de nisina, € o
extravasamento dos ions potassio associado a esta perda de viabilidade. O crescimento

subseqiiente foi associado & multiplicagdo de individuos resistentes (GUERLAVA, 1998).

Lisozima parcialmente desnaturada apresenta uma alta atividade antibacteriana
tanto contra bactérias Gram negativas e positivas, por um mecanismo de ruptura de
membranas independente de sua atividade como muramidase. Ions divalentes como calcio e
magneésio tendem a estabilizar as paredes bacterianas diminuindo significativamente a
atividade da lisozima, e a associagdo de quelantes (EDTA) reverte tal processo, pois 0
mecanismo de agdo da lisozima consiste na retirada de ions divalentes, pela insergdo de seu
grupo hidrofébico exposto, da estrutura polissacaridica externa a membrana plasmatica,

desestabilizando-na e causando a lise celular (IBRAHIM, 1997).

Também se constatou a eficacia da associagado de lisozima e EDTA utilizados com

outros agentes de preservagdo de alimentos em variaveis teores de cloreto de sédio e pH
(RAZAVI-ROHANI, 1996).

2 OBJETIVOS

Determinar os parametros de cinética de destruigdo térmica dos lactobacilos: L.
confusus, L. fermentum, L. plantarum e do Leuconostoc mesenteroides. Avaliar a influéncia
dos bioprotetores sobre a destrui¢do térmica da bactéria contaminante mais resistente da

fermentacdo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismos

Os microrganismos estudados s3o bactérias laticas, Gram positivas, e constituem a
flora usualmente contaminante do processo. Lactobacillus confusus foi cedido pelo banco
de cepas da Cooperativa de Produtores de Agiicar e Alcool, Copersucar Piracicaba—SP,
indicada como floculante isolada de fermentagdo alcodlica. Lactobacillus fermentum CCT-
0663 e Lactobacillus plantarum ATCC-8014 e Leuconostoc mesenteroides ATCC-9338
foram obtidos da cole¢@o de culturas da Fundagdo Tropical André Tosello, Campinas-SP.

Sua ativagdo foi realizada a partir de liéfilos em caldo MRS (de Man Rogosa
Sharpe), e armazenados a —18°C em meio Litmus Milk. Antes de cada experimento os
tubos congelados foram incubados a 37°C até viragem do indicador ou coagulagédo do leite,
e repicados em meio MRS a 1% para serem utilizados em um estado fisiologico de alta

atividade nos testes: repiques de 15 h.
3.2 Bioprotetores

Nisina e lisozima foram obtidas junto a Rhodia S. A. S. como formulagdes
comerciais dos bioprotetores NOVASIN (1000000 Ul/g) e NOVAGARD. Também foram
adicionados aditivos com o objetivo de potenciar os efeitos dos bioprotetores. Os aditivos
utilizados nos ensaios foram TWEEN 20 e EDTA sédico (Sigma PA.). As concentragdes

dos bioprotetores foram expressas em ppm de formulagéo.

Todos os compostos foram pesados em balanga analitica e adicionados de agua
estéril em baldes volumétricos previamente expostos a luz ultravioleta por uma hora. As

solugdes foram ainda filtradas em filtro Millipore 22 pum.

Os bioprotetores em diversas concentragdes foram entdo armazenados sob
refrigerag¢@o. Sua adigdo foi realizada diretamente ao meio, na quantidade requerida para se
obter a concentragdo desejada, por meio de pipeta automdtica de volume regulavel

(Finpipette — Labsystems A.G.).
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3.3 Tratamento Térmico

Este ensaio objetivou determinar os pardmetros de destrui¢do térmica dos

microrganismos em caldo de cana clarificado pelo processo de caliagao.

Foi realizado em trés etapas: selegdo do microrganismo alvo do processo, pela
determinagdo do parametro de tempo de morte térmica D (min) de todas as linhagens,
determinacdo do parametro de temperatura Z (°C) do lactobacilo mais resistente,
determinacdo do parametro de tempo de morte térmica D com e sem adi¢gdo de uma

combinacdo de bioprotetores.
3.4 Clarificacdo do Caldo de Cana

Foram utilizados colmos maduros de cana-de-agucar ndo queimada, limpos com
escova metalica, com a finalidade de se eliminar sujidades, ceras e pigmentos da casca. O
caldo foi extraido em um tnico terno de moenda, sem embebigéo. O Brix foi corrigido para
14°B e o pH ajustado para 6,5 (pH final) por adi¢do de leite de cal 5° Bé; o caldo
clarificado por ebuligdo mantida por 5 minutos, seguida pela decantagdo por 2 horas; o
sobrenadante foi filtrado em algoddo, acondicionado em frascos e esterilizado conforme
descrito anteriormente e assim armazenado congelado, conforme RIBEIRO (1998). Os
microrganismos estudados foram pré-cultivados em caldo MRS conforme descrito
anteriormente, fazendo com que a carga microbiana para o indculo resultasse em uma

contagem inicial de 10% ufc/mL.
3.5 Determinacao dos Paridmetros Cinéticos de Destruicio dos Contaminantes

A escolha do microrganismo mais resistente ao calor foi feita pela comparagio
entre os valores de D (expressa em minutos) obtidos para cada microrganismo. Testes
preliminares apontaram que a temperatura mais alta em que podia se obter boa correlagéo
nos pontos medidos pela aplicagdo do método seria proxima a 65°C. Esta temperatura €
usada como referéncia para calculo de pasteurizagdo de bebidas (NARZISS, 1987). Os
frascos de trés bocas contendo 400 mL de caldo tratado e estéril foram colocados em banho

termostatizado (Polystat — Cole Parmer), munido de controle de temperatura (frio e calor)
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com precisdo de 0,01°C e aquecidos as temperaturas constantes de 50, 53, 60, e 65°C, no
termémetro de referéncia acoplado ao frasco. A agitag@o do caldo foi promovida por um
agitador de hélice cuja velocidade foi ajustada para 180 rpm, de maneira a se obter uma boa
homogeneiza¢do sem que houvesse turbuléncia e respingos no frasco. Foi entdo inoculado
0 microrganismo pela adigdo da cultura por meio de pipeta a 1% do volume de caldo.
Imediatamente foram tomadas amostras em intervalos de tempo pré definidos, que foram
transferidas assepticamente para tubos de dilui¢des sucessivas. As trés ultimas dilui¢des de

cada tempo foram plaqueadas em duplicata em MRS agar.

As placas foram incubadas a 37°C e contadas apos 48+2 h, ou tempo suficiente

para o desenvolvimento dos microrganismos injuriados.
3.6 Influéncia dos Bioprotetores na Resisténcia Térmica

O frasco de trés bocas contendo caldo tratado e estéril foi colocado no banho
termostatizado e aquecido até a temperatura constante de 60°C. Os bioprotetores foram
dosados ao frasco momentos antes da inoculagdo com o microrganismo alvo. O

procedimento foi idéntico ao descrito anteriormente.

A dosagem dos bioprotetores foi estabelecida em 10 ppm de nisina, 30 ppm de
lisozima e 0,1 % de Tween 20, otimizada para 0s microrganismos mais resistentes
contaminantes da fermentagdo (o Estudo 2 mostra 0 método de obten¢do da combinagédo

otimizada dos bioprotetores).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinac¢ao do parametro de morte térmica D e escolha do microrganismo alvo.

As Figuras 1 a 3 mostram as curvas de sobreviventes dos microrganismos

estudados, e as equagdes do modelo de primeira ordem.
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Figura 1- Curva de sobreviventes L. plantarum a 60°C
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Figura 2- Curva de sobreviventes L.fermentum a 60°C em

caldo de cana-de-agucar clarificado
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Figura 3- Curva de sobreviventes Lc. mesenteroides a 60°C

em caldo de cana-de-agucar clarificado

Os resultados indicam que os coeficientes de correlagdo sdo altos possibilitando o
calculo do parametro Dgoec a partir dos coeficientes das retas obtidas. L. plantarum
apresentou coeficiente de correlagdo mais baixo devido a sensibilidade apresentada a
temperatura € exigiu tomadas de amostras em intervalos curtos de tempo, diminuindo a
precisdo da cronometragem. Os valores de Dgoec estdo apresentados na Tabela 1, calculados

pelas regressdes matematicas e referem-se ao coeficiente angular das curvas.

Tabela 1- Valores de D a 60°C para bactérias

contaminantes em caldo clarificado.

Microrganismo Deoec

(min)

L. plantarum 0,29
L. fermentum 0,75
L. confusus nd
Lc. mesenteroides 1,57

nd: ndo disponivel
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FRANZ (2001) determinou os valores de D de bactérias laticas contaminantes de
embutidos e encontrou os valores de D a 57, 60 e 63°C que foram: 52,9; 39.3; 32,5 s para
Lactobacillus sakei, 34,9; 31,3; 20,2 s para Leuconostoc mesenteroides e 22,5; 15,6; 14,4 s

para Lactobacillus curvatus respectivamente.

A bactéria da moagem, Leuconostoc mesenteroides ¢ produtora de gomas. Estes
microrganismos sdo, segundo TROMBINI (1998), os mais resistentes ao tratamento

térmico, o que € confirmado pelos resultados da Tabela 1.

CASADEI (2001) estudou tratamentos térmicos em temperaturas de 44 a 60°C
para L. delbrueckii, em diferentes valores de pH (3, 5 e 7) e concentragdes de etanol (0; 2,5:
5; 7,5 € 10%). Ambos os fatores foram muito influentes nos valores de D do processo de
destrui¢do térmica. O valor de D60°C para o lactobacilo foi de 2,4 minutos em pH 7, sem

adi¢@o de etanol, e o valor de Z nestas condigdes foi de 6,3°C.

Os valores de Dggec obtidos para as bactérias contaminantes foram semelhantes aos

da literatura.

L.confusus, um microrganismo reconhecidamente sensivel a temperaturas elevadas

ndo apresentou resultados a 60°C, e o valor de Dggec ndo pode ser obtido.

As reducgdes das populagdes das bactérias utilizadas, nas temperaturas de
clarificacdo de caldo (até 105°C), ndo puderam ser detectadas pelo método empregado,
indicando que a ordem de grandeza dos parimetros € pequena nesta faixa de temperatura.
Tal observacdo € corroborada pela literatura citada (FRANZ, 1996; CASADEI, 2001;
REICHART, 2001) que atribui baixa resisténcia térmica aos lactobacilos e leuconostoc das
espécies estudadas, esperando-se a redugdo destes microrganismos no processo até

contagens seguras para as etapas subseqiientes, da ordem de 107 ufc/mL.

KAIJI (1989) ndo pdde recuperar bactérias do género Leuconostoc presentes no
inicio das fermenta¢des ao final dos ciclos, o que indicou uma baixa tolerancia ao etanol
pelos microrganismos — concentragdes de 3% de etanol no vinho sio capazes de reduzir em

mais de 50% a velocidade especifica de crescimento. Estas observagdes restringem a
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importincia do género Leuconostoc na fermentagdo. Também indica que o processo de
clarificagdo, conduzido a temperaturas mais altas que a estudada e por tempos da ordem de
horas, € suficiente para eliminar o Leuconostoc. O ensaio, no entanto, ndo pdde detectar se
o microrganismo poderia desenvolver formas de resisténcia a temperatura como formago
de biofilme. A recontaminagéo do caldo € o mecanismo mais provavel para a deterioragdo e
produgdo de dextranas apds o tratamento térmico. Em tanques de clarificagdo
(sedimentadores) a diminui¢do da filtrabilidade de aglcar observada quando ha paradas
prolongadas do processo (atribuida a produgdo de dextranas por leuconostoc resistente ao
tratamento térmico) pode ser causada por recontaminagdes pela formagdo de biofilmes, ou
pela hidrélise quimica de hemicelulose do caldo e suspensdo de residuos de dextranas pela

convexdo no interior do tanque.

O microrganismo alvo selecionado foi o L. fermentum, como o mais resistente
contaminante da fermentagdo, e portanto foi determinado o valor de Z para o referido

microrganismo.
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4.2 Determinacio do parimetro de temperatura Z do Lactobacillus fermentum

A Figura 4 mostra a curva fantasma de destrui¢do térmica de L. fermentum e a

equagdo da regressdo linear obtida.

® Log D =-0,13.T + 7,78
R?=0,97

50 55 60 65
Temperatura (°C) i

Figura 4 — Curva fantasma de Destrui¢do térmica de L. fermentum em

caldo de cana-de-agucar clarificado

Da equagdo obtida pela regressio foi calculado o coeficiente angular que se refere
ao parametro Z do processo: 7,7°C, condizente com o valor de 6,3°C obtido por CASADEI
(2001) supracitado.

102




Estudo 3 - Determinagdo dos Parametros de Destrui¢do Térmica de Bactérias Contaminantes do Processo...

4.3 Estudo do parametro de destruicio térmica D na presenca de bioprotetores.

A Figura 5 mostra a curva de sobreviventes e a equagdo de regressdo para o
calculo de D para L. fermentum a 60°C em caldo clarificado adicionado de Novasin (10

ppm), Novagard (30 ppm) e Tween 20 (0,1%).

LogN=-16.t+64 |
R? = 0,99

Log N
QO =2 N W A OO N
= { [

i R T [ty | P

0 1 2 3 |
Tempo (min)

Figura 5- Curva dos sobreviventes de L. fermentum a 60°C em

presenca de bioprotetores.

Obteve-se uma boa correlag@o na adaptag@o da reta que possibilitou a obteng¢do do
valor de Dgoec. A reducdo observada do valor de Dggec (para 0,63 min) com a adigdo dos
bioprotetores foi de 16,7%, indicando efeito sinérgico entre a agdo dos bioprotetores € o
tratamento térmico na destruicdo do microrganismo alvo. UECKERT (1998) obteve
reducdo de 1,9 log de ufc/mL de L. plantarum, quando associou nisina (0,5 ppm) ao
tratamento térmico (54°C por 5 minutos), e eliminagéo total do microrganismo (inoculado a
10 ufc/mL) com o aumento da temperatura para 56°C. Estes valores de reducdo de
microrganismos viaveis, também do género lactobacilos, sdo bastante proximos aos obtidos

na Figura 5.
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Um menor efeito sinérgico é normalmente esperado em tratamentos térmicos
severos devido a desestabilizagdo térmica da nisina em altas temperaturas, que perde cerca
de 5% de sua atividade em tratamentos a 115°C por 20 minutos em pH 3,0. Em pHs
proximos a neutralidade a estabilidade da nisina decresce significativamente (THOMAS,
2000).

Um estudo de inativagdo térmica de lisozima em tamp3o fosfato 0,1 M, pH 6,5, a
72°C revelou que o comportamento da cinética nestas concentra¢des foi de primeira ordem
e a constante de inativagdo medida foi 0,9 x 107 min” sem agitaggo e 3,6 x 102 min™' sob

agitagio de 700 rpm (COLOMBIE, 2001).

Nas condig¢des brandas de tratamento € improvavel que haja redugéo significativa
do sinergismo dos bioprotetores. Lisozima que ndo se mostrou ativa contra L. fermentum
(OLIVA-NETO, 2001) foi adicionada ao meio na proporgdo descrita, pois a combinagio
resultante de estudo anterior visa a bioprotegdo do processo a outros contaminantes (o
Estudo 2 mostrou sinergismo entre nisina e lisozima para inibi¢do do crescimento de L.

plantarum).
5 CONCLUSOES

— Em conformidade com a literatura apresentada observou-se sinergismo entre o
tratamento térmico a 60°C e a adigdo de nisina, lisozima e Tween 20 ao caldo de cana
clarificado na destrui¢do do Lactobacillus fermentum, microrganismo contaminante do
processo de fermentagio mais resistente ao tratamento térmico. Lactobacillus confusus foi a

bactéria contaminante da fermentagdo mais susceptivel ao tratamento térmico.

— Leuconostoc mesenteroides foi o microrganismo mais resistente testado; no entanto, o
valor de D do microrganismo sugere que o tratamento térmico de caldo € suficiente para

elimina-lo.
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7 CONCLUSOES GERAIS

- A nisina se mostrou um bioprotetor potencialmente eficaz no controle de bactérias
laticas contaminantes da fermentagdo alcodlica. Seu uso combinado com EDTA pode reduzir

os valores de MIC para nisina.

- Concentragdes altas de nisina, de cerca de 90 ppm sdo necessarias na moenda para
inibir o Leuconostoc mesenteroides. Os bioprotetores foram pouco eficazes para inibir

contaminagdes por leveduras nesta etapa do processo.

- Por ndo agirem contra leveduras os bioprotetores provaram ser seguros para 0 processo

de fermentagdo alcodlica.

= Os testes de cinética fermentativa ratificaram a conclusdo acima, indicando que o
parametro cinético - taxa maxima de produgédo de etanol, ndo foi afetado pelos bioprotetores
quando dosados na moenda ou na fermentagdo em combinagdes sinérgicas. As taxas maximas
de produgdo de etanol sdao muito influenciadas pelo teor do inoculo, e erros devem ser

minimizados nesta fase dos ensaios.

- Foram obtidos modelos matematicos que descrevem a cinética de crescimento
bacteriano, especificamente da fase lag dos microrganismos sob inibi¢do de concentragdes de
bioprotetores e potencializadores. Assim, puderam-se obter dosagens otimizadas dos
bioprotetores para cada microrganismo. A taxa maxima de crescimento ndo foi afetada pelos
bioprotetores exceto para nisina que teve pequeno efeito de inibi¢do para Lactobacillus

fermentum.

= Verificou-se o sinergismo entre lisozima e nisina, conforme a literatura citada, para o
L. plantarum e entre nisina e Tween 20 para ambos os microrganismos testados. Assim,
dosagens de 10 ppm de nisina para 30 ppm de lisozima s3o sinérgicas e podem ser
preconizadas para a bioprotegdo da fermentagdo alcodlica. A adigdo de Tween 20 a 0,1% na
dosagem mostrou-se benéfica para o processo de bioprotecdo. Estas dosagens garantem que os
microrganismos terdo fases lag aumentadas em mais de 12 horas, que equivale a um ciclo de

fermentagéo.
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- EDTA foi antagbnico com nisina para as bactérias testadas, para aumento do tempo da

fase lag.

— O método de MIC provou ser eficiente para balizar as dosagens de antimicrobianos no
processo, mas estudos de cinética sdo necessarios para se obter dados complementares do
comportamento dos contaminantes frente aos bioprotetores. Consegue-se assim otimizar doses
de aplicagdo e coletar dados de comportamento dos microrganismos em funcdo do tempo de

processo, de maneira a assegurar sua inibigdo.

- Em conformidade com a literatura apresentada observou-se sinergismo entre o
tratamento térmico a 60°C e a adigdo de nisina, lisozima e Tween 20 ao caldo de cana
clarificado na destruigdo do Lactobacillus fermentum, microrganismo contaminante do
processo fermentagdo mais resistente ao tratamento térmico. Lactobacillus confusus foi a

bactéria contaminante da fermentagd@o mais susceptivel ao tratamento térmico.

- Leuconostoc mesenteroides foi o microrganismo mais resistente testado; no entanto, o
valor de D do microrganismo sugere que o tratamento térmico de caldo é suficiente para
eliminar o contaminante. Conclui-se portanto que contaminagdes que aparecem apds O

tratamento térmico do caldo sdo na realidade recontaminagdes.
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ANEXO 1
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MATERIAL E METODOS COMPLEMENTARES

PREPARO DO MATERIAL ESTERIL

Todo o material estéril, meios de cultura, agua, meios de fermentagdo, tubos de diluigdo,
estojo de ponteiras, foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. Meio Litmus Milk
(leite tornassolado), foi esterelizado a 115°C por 10 minutos. Cubetas de espectrofotdmetro,
termometros de faixa abaixo de 121°C, plasticos ndo autoclavaveis foram imersos em élcool
70% por duas horas e secos em capela de fluxo laminar. Pipetas de Pasteur e graduadas, e
placas de petri foram esterilizadas em estufa por calor seco a 170°C por 2 horas,

acondicionados em estojos ou embaladas adequadamente.

MANUTENCAO DE CULTURAS

Os liofilos foram ativados inoculando-se o contetido em 10 ml de caldo MRS e incubados em
estufa a 37°C, por 4842 h. Uma aliquota de 0,5 ml de cada cultura ativada foi transferida para
tubos do tipo penicilina com 5 ml de meio Litmus Milk sendo lacrados e imediatamente
congelados a —18°C.

Um ndamero suficiente de tubos foi produzido de modo que todos os ensaios foram realizados
a partir de um mesmo liéfilo. Assim, a cada experimento que foi realizado, os tubos
congelados foram transferidos para uma estufa e incubados 37°C, por 48+2 h.

Ao final da incubagao, uma aliquota de 0,1 ml foi pipetada para cada tubo contendo 10 ml de
caldo MRS, incubando-se por 24+2 h a 37°C. Para se obter culturas com altas atividade e
concentragdes celulares foi padronizado um repique com indculo de 10% em volume e
crescimento a 37°C por apenas 15+2 horas; baseando-se no estudo da cinética de crescimento

dos microrganismos.

IDENTIFICACAO DE Lactobacillus confusus
Lactobacillus confusus foi identificado pela seqiiéncia de testes proposta pelo Manual
Bergey’s de bacteriologia. Foi realizada coloragdo de Gram e teste de catalase, além de teste

de crescimento a 15°C e 45°C.
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Um teste bioquimico de crescimento em meio Hugh-Leifson adicionado de 1% de extrato de
levedura foi realizado com os agucares Arabinose e Celobiose para diferenciagdo entre
espécies. A tabela 1 mostra o meio proposto para o teste.

Tabela 1 - Meio OF (Hugh — Leifson)

Substéncia Concentragéo para 1 L de meio
Peptona (caseina de digestdo pancreatica) 20¢g

NaCl 5.0g

K2HPO4 0,3g

Indicador pH (Verde Bromotimol) 0,03¢g

Extrato de levedura 1%
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