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RESUMO

Esta pesquisa objetivou estudar e padronizar procedimentos de isolamento de
linhagens em fermentadores de alta produgido de vinagre, selegdo das culturas com
caracteristicas importantes para a produgio de vinagre, além da identifica¢do, manutengio
dessas linhagens, contagem de bactérias acéticas e estudo de pardmetros cinéticos de
producdo. Observou-se, por um lado, o fato de a produgdo industrial ter sido pouco
beneficiada com os estudos sobre as bactérias acéticas e, por outro, o estado de manufatura

em que se encontra a fermentagdo acética nas unidades produtoras.

O trabalho iniciou-se a partir do isolamento de microrganismos em unidades
produtoras de vinagre no Estado de Sdo Paulo. Ao todo foram isoladas 98 linhagens, das
quais 74 foram selecionadas, em rapida identificagdo fenotipica, como pertencentes a
familia Acetobacteraceae, e, destas, 70 linhagens identificadas como pertencentes ao
género Acetobacter, também por rapida identificagdo fenotipica. Com a técnica do dgar em
dupla camada e a inoculagdo por espalhamento, verificou-se que 94,6% das linhagens
isoladas foram identificadas como Acetobacter e cresceram em atmosfera com umidade
relativa de 93 a 97%, e temperatura de 30+0,5°C, em tempo maximo de 96 horas. Dos
meios de cultura testados, os dois principais, em termos de recuperagdo de coldnias, foram
o meio MYP, que recuperou 44,3%, e o Suomalainem, que recuperou 25,7% do total de

Acetobacter sp. isoladas.

As coletas de microrganismos foram executadas entre 1998 e 2001, em trés
industrias vinagreiras e trés laboratérios de pesquisa. O material coletado foi preservado em
condigdes tais que ao final de dois anos a recuperagdo celular média foi de 75% para
linhagens armazenadas em extrato de malte 20% a -80°C. J4 para outro crioprotetor
estudado, o glicerol 10%, com linhagens também mantidas a -80°C, a recuperagdao média
foi de 68%. No desenvolvimento desse processo também se chegou a uma técnica de

contagem de células vidveis de bactérias acéticas e testes rapidos para contagem usando

XXvii



membrana filtrante. Do material isolado, avaliaram-se as caracteristicas de crescimento, a
morfologia celular das colonias e fontes de crescimento. A identificagdo de bactérias foi
feita por série bioquimica, triando-se as linhagens capazes de oxidar o etanol e estudando o

seu potencial fermentativo através de pardmetros cinéticos.

Além da andlise molecular pela técnica de RAPD-PCR, para comparar a
populacdo das bactérias acéticas das unidades produtoras de vinagre, os isolados
purificados foram armazenados a -80°C ou -196°C e posteriormente usados para preparo de
indculo e em fermentagdo de escala piloto. Duas linhagens isoladas, capazes de oxidar o
etanol, foram avaliadas quanto aos seus parametros de produ¢io em fermentador piloto
Frings. O tempo de um ciclo fermentativo em uma concentragio total média, que ¢ a soma
da concentrag@o do etanol (%v/v) e do acido acético (% p/v), de 7,5%, foi de 17 e 22 horas
para cada linhagem, respectivamente. As linhagens diferiram entre si quanto 2
produtividade sob as mesmas condi¢des de trabalho. E o estudo comparativo entre a
linhagem isolada da industria € a cultura mista da mesma industria, em igual concentragio
total (%CT), mostrou-se positivo para a cultura mista quanto a produtividade em gramas de
acido acético por 100 mL, por 24 horas. O estudo comparativo de populagio demonstrou a
diferenca entre a populag¢do dos fermentadores industriais e a dos fermentadores-piloto. Os
isolados armazenados a -196°C eram iguais aos dos fermentadores-piloto em que foram

inoculados.
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SUMMARY

The industrial production of vinegar has so far only insufficiently benefited
from research on acetic bacteria. Hence, in spite of being highly qualified in terms of

equipment, it is microbiologically deficient.

The aims of the present work are (1) to study and standardize the isolation of
strains used in the production of highly acid fermented vinegar, (2) to select, identify, and
maintain cultures with the relevant characteristics for vinegar production, (3) to count
acetic bacteria, and (4) to investigate the kinetic parameters of vinegar production. 98
strains of microorganisms were collected in vinegar producing units from Sdo Paulo State.
Rapid phenotypic identification revealed that 74 belonged to the family Acetobacteraceae
and 70 to the genus Acetobacter. Using the double-layer agar plate technique and
inoculation by spreading, the Acetobacter strains were obtained and grew in up to 96 hours
under 93 to 97% of relative humidity and 30+0,5°C. Colony recovering was best in two
media; 44,3% of the Acetobacter species were recovered in MYP and 25,7% n

Suomalainen.

The microorganisms were collected from 1998 through 2001 in three factories
and three research laboratories. After two years, the average cell recovering was 75% for

strains preserved in 20% malt extract at -80°C and 68% in 10% glycerol at -80°C.

A technique for counting viable cells of acetic bacteria and rapid counting tests
with filtration membranes were developed. Growth traits, colony cell morphology, and
growth sources were evaluated. Bacterial identification was performed through biochemical
series in which lineages able to oxidize ethanol were sorted and had their fermentation

kinetic parameters studied.



To compare bacterial populations from different vinegar production units,
molecular analysis using the RAPD-PCR technique was employed. Purified strains were
stored at either -80°C. or -196°C. and afterwards utilized in inoculum preparation and
fermentation in pilot acetators. Two lineages capable of oxidizing ethanol had their
production parameters evaluated in an 8 L pilot acetator (Frings CO., Bonn, Germany).
With an average total concentration (%TC) [i. e., the sum of ethanol (%v/v) plus acetic acid
(%op/v) concentrations] of 7,8%, the fermentation cycle of the two lineages was 17 and 22
hours. Under equal conditions, the productivity of the two lineages was different.
Compared to the strain isolated from the factory under the same total concentration (%TC),
the mixed culture from the same factory proved more productive in grams of acetic acid per
100mL in a 24 hour period. The populations from the industrial and the pilot acetators were
also different. The strains kept at -196°C. equaled those from the pilot acetators in which

they were inoculated.
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INTRODUCAO

1 INTRODUGCAO

O habitat e a biologia das bactérias da familia Acetobacteraceae sio bastante
conhecidos. Esse conhecimento deve-se tanto aos consideraveis beneficios propiciados por
essas bactérias, quanto ao prejuizo causados por elas a industria, fatores esses que serao
abordados no decorrer do presente trabalho. Desde sua primeira descrigdo, por Persoon, em
1822, uma extensa literatura tem abordado a taxonomia, a bioquimica, a cinética de
crescimento e a produgdo desses organismos. Na natureza, a bactéria acética parece bem
adaptada a solugdes agucaradas ou alcoolicas. Trabalhos encontrados na literatura
enfatizam a bactéria acética na fabricagdo de vinagre, bem como o seu papel como agente
na deterioragio de cerveja e de vinhos. A ocorréncia da bactéria acética em outros nichos,
como em flores, frutas, colmeias, “tea fungus™ e vinho de palma, foi somente descrita muito

mais tarde (Swings, 1992).

A produgdo de acido acético a partir da oxidago do etanol ¢ bastante eficiente
pelas linhagens de Acetobacter, sendo por isso usadas na fabricagdo do vinagre. Ja as
atividades oxidativas e cetogénicas sdio elevadas em Gluconobacter, o que favorece a
produgdo de acido gliconico e cetogliconico, fermentagio de sorbitol para a produg@o de
vitamina C e outras fermentagdes. O presente estudo limita-se ao trabalho com bactérias

acéticas do género Acetobacter.

Apesar dos conhecimentos adquiridos sobre as bactérias acéticas, a produgdo
industrial de vinagre beneficia-se muito pouco dos resultados obtidos a partir de trabalhos
cientificos com esses microrganismos. No estudo publicado por Sokollek & Hammes
(1997), sobre preparo de cultura iniciadora para a fermentagdo acética, enfatiza-se que a
produgio de vinagre dispde de alto padrio tecnolégico, podendo ser obtida uma
concentragdo final de até 17% em écido acético. Por outro lado, o manuseio das bactérias
acéticas fora do ambiente de fermentagdo induzida estd longe de atingir um  stafus

adequado. Existem problemas no isolamento de linhagens, na manutengao das culturas, no

1



INTRODUCAO

cultivo fora do acetador, na transferéncia do meio de cultivo sélido para o liquido e vice-

versa, na contagem de c€lulas viaveis e na preservagio das linhagens.

Em trabalho posterior, Sokollek et al. (1998a) foram categéricos ao afirmarem
que a microbiologia da fermenta¢ao de vinagre ndo é desenvolvida adequadamente com
respeito a um conhecimento completo da posi¢do taxondmica dos organismos envolvidos,
da resposta para fatores ecologicos, da fisiologia e genética. Ainda é considerado um estado
artesanal comegar o processo de fermentagdo por meio de inoculacio com "semente de
vinagre", que consiste em utilizar vinagre diluido, microbiologicamente indefinido, retirado
de acetador em fermentagdo. A falta de culturas iniciadoras puras é devida a dificuldades
no isolamento de linhagens, cultivo e preservagio das bactérias de vinagre (Kittelmann et
al., 1989; Sievers et al., 1992; Sokollek & Hammes, 1997). A dificuldade de isolamento e
cultivo foi parcialmente reduzida pela introdugdo da técnica de camada dupla e meio AE
(acido acético-etanol ), descrita por Entani et al. (1985), que demonstrou ser a mais
eficiente. Esse novo método permite cultivar bactérias acéticas capazes de produzir

concentragdes acéticas entre 10 a 15%.

Ha poucos trabalhos publicados no Brasil sobre ecologia microbiana da
fermentagao acética. A ecologia microbiana esta centrada em dois aspectos principais: a
biodiversidade, incluindo o isolamento, a identificagio e a quantificagio dos
microrganismos; ¢ a atividade microbiana que os microrganismos tém em seu habitat.
Sabendo-se que ha competigio entre microrganismos por recursos disponiveis e que tal
disputa pode ser intensa, o resultado dessa interagio competitiva depende da taxa de
incorporag¢do de nutrientes, das taxas metabolicas inerentes €, em ultima instancia, da
velocidade de crescimento. Em decorréncia, torna-se importante estudar a ecologia
microbiana nas unidades produtoras de vinagre, almejando melhor condugdo do processo

fermentativo para obter produtividade maior (Madigan et al.,1997).
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O Brasil conta com um parque industrial de produgdo de vinagre por processo
submerso composto por 60 unidades. Entre as mais significativas em termos de produgéo,
duas sio de grande porte, com 30.000 m’/ano; ha seis unidades de médio porte, que, juntas,
produzem 72.000 m’/ano; e existem 37 fibricas de pequeno porte, produzindo, ao todo,
28.000 m’/ano'. No Estado do Rio Grande do Sul estdo localizadas aproximadamente 90%
dessas industrias. Segundo dados da Unido Brasileira de Vitivinicultura - UVIBRA,
localizada naquele Estado, a produ¢ao nacional de vinagre de vinho nos anos de 1999, 2000
e 2001 foi respectivamente de 2.426.530, 6.654.097 ¢ 1.767.848 L. No ano de 2001, a
producdo de Agrin foi de 7.169.864 L. Entretanto, outras fontes indicam que a produgdo
deve alcangar 130.000 m’/ano de vinagre 'duplo’, com concentragio de 10% em &cido

acético’. O consumo brasileiro per capita situa-se em 2 L/ano”.

O vinagre, dependendo de sua matéria-prima, apresenta diferente composigdo
em acidos orgdnicos secundarios e sabor. O padrido de identidade e qualidade do vinagre no
Brasil ¢ regulamentado pelo Ministério da Agricultura. Em meados da década de 1990,
apos extensas discussdes com 0 Ministério sobre a regulamentagdo do produto no mercado
e também com as negociagdes do Brasil para a viabilizagdo do Mercosul, os produtores de
vinagre, por meio de sua associagdo, registraram a marca Agrin para o produto da
fermentacdo acética que misturava alcool de cana, vinho e agtcar. Tal produto, até entdo
comercializado como 'vinagre', ja tinha sabor fixado pelo consumidor brasileiro, havendo,
entretanto, a necessidade de divulgar e comercializar a informag@o correta, isto €, a de que

ndo se tratava propriamente de vinagre, pois ndo havia procedéncia exclusiva do vinho.

As empresas passaram entdo a voltar-se para a descoberta da verdadeira

origem da matéria-prima de produ¢do do vinagre, algo que exige analises laboratoriais

' Dados obtidos por meio de consulta @ empresa Carnevalli Biotecnologia Ltda., em margo de 2002.
? Informagio obtida junto a ANAVI, margo de 2002.
? Informagéo obtida junto a Vinagre Castelo Ltda., margo de 2002.
* Informagdo obtida junto 4 empresa Frings Microdyn do Brasil, em margo de 2002.
3
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dispendiosas e complexas ainda ndo realizadas rotineiramente no Brasil. Estudos nessa
dire¢do estdo sendo desenvolvidos para determinagdo da origem da matéria-prima por

técnicas de is6topos do carbono.

A partir de 1999, através de instrugdo normativa, a Secretaria de Defesa
Agropecudria, ligada a0 Ministério da Agricultura e Abastecimento, aprovou regulamento
técnico que fixa padroes de identidade e qualidade para fermentados acéticos. Tais
fermentados sio definidos como o produto obtido a partir da fermentagdo acética do
fermentado alcoolico de mosto de frutas, cereais ou de outros vegetais, de mel, de mistura
de vegetais, ou ainda da mistura hidroalcéolica. Devem apresentar acidez volatil minima de
4 g/100 mL, expressa em 4cido acético, podendo-se adicionar vegetais, partes de vegetais
ou extratos aromaticos ou de sucos, aromas naturais ou condimentos. A classificagdo e

designagdo do produto serdo dadas de acordo com a origem da matéria-prima.

Levando-se em conta o panorama posto ha pouco, a proposta e 0s
encaminhamentos dados a presente pesquisa estdo dispostos a seguir. Partiu-se do
isolamento de microrganismos nas unidades produtoras de vinagre no Estado de Sdo Paulo.
Ao todo foram isoladas 98 linhagens e 70 foram selecionadas em rdpida identificagao
fenotipica como pertencentes ao género Acefobacter. Essas coletas foram executadas no
periodo compreendido entre 1998 € 2001, em trés diferentes indistrias vinagreiras e trés
diferentes laboratorios de pesquisa. O material coletado foi preservado em condigdes tais
que ao final de dois anos a recupera¢do celular média foi de 75% para linhagens
armazenadas com extrato de malte 20% a -80°C. No desenvolvimento desse processo,
chegou-se a significativa adaptagdo em técnica de contagem de células vidveis de bactérias
acéticas e testes rapidos para contagem usando membrana filtrante. Do material isolado,
avaliaram-se as caracteristicas de crescimento e a morfologia celular. A identifica¢do de
bactérias foi feita por série bioquimica, triando-se as linhagens capazes de oxidar o etanol e
estudando-se o seu potencial fermentativo através de pardmetros cinéticos. Além do uso da

analise molecular pela técnica de RAPD-PCR, para comparar a populagdo das bactérias
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acéticas das unidades produtoras de vinagre, os isolados purificados foram armazenados a -

80°C ou -196°C e posteriormente usados para preparo de inéculo ¢ em fermentagdo de

escala piloto.

Cabe lembrar o consideravel progresso conseguido pelo Japao na recuperagio
da bactéria do fermentador em agar de dupla camada, além dos trabalhos de cultivo e
preserva¢do da bactéria desenvolvidos na Alemanha, por um grupo de pesquisa da
Universitit Hohenheim, em Stuttgart. Retomando essa experiéncia e tendo como ponto de
partida o caminho percorrido por Sokollek et al. (1997, 1998a), tal como se disse antes,
trabalhou-se com a hipétese de se conseguir selecionar linhagens a partir das condi¢des de
industria, que requeiram menores quantias de nutrientes, nao superoxidem o 4cido acético

formado, tolerem concentragdes maiores de etanol e tenham melhores taxas de produgio.

Frise-se a dificuldade de operar com microrganismos acéticos provenientes das
unidades produtoras, dada a sua alta sensibilidade e conseqiiente fragilidade, condi¢des
estas que poderiam ser mais facilmente equacionadas conduzindo-se o processo apenas em
ambientes laboratoriais. A fermentagdo acética ¢ importante nao s6 na produgao de vinagre
mas também na utiliza¢do do microrganismo para obten¢@o de produtos de valor comercial,
como o acido acético, que tem relevancia na industria quimica e alimenticia. Isso contribuiu
também para nortear esse trabalho, que tem como um dos seus objetivos contribuir para o
desenvolvimento desse processo biotecnolégico, por intermédio do estudo do isolamento,
purificagdo, identificagdo, preservagdo, desenvolvimento de técnica microbioldgica de
enumeragao e teste em escala piloto com linhagens selecionadas em unidades produtoras de
vinagre no Estado de Sdo Paulo. Pretende-se contribuir para melhorar as condig¢des de
manipulagdo dos inéculos na situagdo de produgdo, algo que pode melhorar técnica e

produtividade.

Em suma, os objetivos gerais e especificos do trabalho s3o os seguintes:



INTRODUCAO

Objetivos gerais

a)

b)

Contribuir para o desenvolvimento de condigdes que viabilizem a identificagio €
estocagem de melhores linhagens para cada situagdo industrial, utilizadas para reinicio
do processo fermentativo, apds situagdes adversas tais como: queda de energia, quebra
de equipamento ou bacteri6fagos, provocadoras da perda das condi¢des Otimas de

produgao;

Estreitar os vinculos entre a pesquisa académica e a atividade industrial, preservando-se

as caracteristicas inerentes a cada um desses universos;

Consolidar nicleo de pesquisa e disseminar conhecimentos relativos a uma 4rea ainda

pouco estudada no pais.

Objetivos especificos

a)

b)

d)

Definigio de uma técnica de isolamento de bactérias acéticas em reatores de
fermentacdo submersa em industrias vinagreiras do Estado de Sao Paulo, levando-se em
conta a necessidade de recuperagdo quantitativa da populagio de microrganismos no

momento da coleta;

Levantamento, na literatura disponivel, de meios de cultura para o isolamento de
bactérias acéticas, tendo como proposito a escolha de um que possa isolar o maior
nimero possivel de microrganismos;

Identificagdo dos géneros da familia Acefobacteraceae nas linhagens isoladas;

Caracterizacdo bioquimica das bactérias isoladas e identificadas como membros do

género Acetobacter,
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e)

g)

h)

)

Teste de crioprotetores para armazenamento das linhagens isoladas, a fim de se obter a

maior taxa possivel de recuperag@o da viabilidade celular;

Defini¢do de um procedimento para preservar linhagens isoladas de reatores de
fermentagdo submersa em industrias vinagreiras, levando-se em conta a necessidade de

manter as linhagens de cada unidade produtora;

Definigdo de um procedimento para preparo de indculo em escala laboratdrio e piloto

que possa servir como cultura iniciadora;

Busca de um método apropriado as condigdes industriais, para a quantificagdo da
populagdo de bactérias, a partir da comparagio entre os métodos estabelecidos na

literatura especializada;
Defini¢do de critérios para a sele¢@io das linhagens mais apropriadas, para a conversio
de etanol em 4cido acético em condi¢gdes industriais, a partir do universo de

microrganismos obtidos nas etapas anteriores;

Estudo do comportamento cinético das linhagens selecionadas em acetador piloto

Frings.

Esta pesquisa di continuidade ao trabalho desenvolvido desde 1995 pelo

laboratério do Centro de Pesquisa em Ciéncias (Cepeci), da Fundagdo Educacional de Assis

(FEMA). Sdo os seguintes os projetos na area ja concluidos ou em execugdo: 1) Utilizagdo

do Amido da Quirera de Arroz na Produgio de Vinagre (dissertagdo apresentada em 1996

ao curso de Ciéncia de Alimentos, da Universidade Estadual de Londrina, para obten¢do do

titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos, por Wilma Aparecida Spinosa, sob orientagdo

do professor doutor Raul J. H. Castro Gomez); 2) Estudo de Bactérias Acéticas:
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Isolamento, Purificagdo, Réapida Identificagdo Fenotipica e Armazenamento (projeto de
iniciacdo cientifica, PIBIC — CNPq, apresentado por Vitério dos Santos Junior, sob
orientagio do professor doutor Pedro de Oliva Neto e co-orientagdo de Wilma Aparecida
Spinosa, durante os anos de 1999 e 2000); 3) Estudo do Perfil Fermentativo de Bactérias
Acéticas Isoladas de Unidades Produtoras de Vinagre do Estado de S3o Paulo (projeto de
iniciaglio cientifica, apoiado pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo -
FAPESP, desenvolvido por Estévio Zilioli, sob orientagdo do professor doutor Pedro de
Oliva Neto e co-orientagio de Wilma Aparecida Spinosa, durante os anos de 2001 e
renovado em 2002); 4) Estudo da otimizagdo da fermentagio acética submersa (parte
experimental do projeto de mestrado de Vitério dos Santos Junior, sob orientagdo do

professor doutor Fumio Yokoya).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos da Producdo de Vinagre

2.1.1 Histéria do Vinagre

Em 1992, Swings apresentou o seguinte relato historico acerca do vinagre. No
passado, a fabricagdo de vinho e vinagre era vista de forma associada. Em 4000 a.C. o
vinagre foi mencionado em escritos babilénicos como um produto da palmeira de tamara,
cultura entdo desenvolvida. Em 1927, Huber descreveu detalhadamente a histéria e o papel
na preparagio de vinho e vinagres na Babilonia. “Frutas doces” ou xaropes agucarados
feitos de figo, damasco, uvas e tamaras eram usados na culinaria e no preparo de vinho.
Dois tipos de vinho de timara eram preparados, um da seiva da palmeira de tamaras e
outro, da fruta madura. Quando o processo de fabricagio do vinho era finalizado, o extrato
de tAmara junto com seus carogos eram usados para fazer bebida composta de uma mistura
de vinagre e limdo. Vinagre era também o subproduto indesejavel da fermentacdo de
cerveja. Originalmente (4.000 — 3.000 a.C.), cerveja, vinho e vinagre eram manufaturados,
mais tarde (3000 — 2000 a.C.) passaram a ser preparados em fermentadores. Para obter altos
teores alcoolicos, os fermentadores babilénios e assirios misturavam cevada e tamara para
iniciar a fermentacdo. Vinho e vinagre de uvas passas também tornaram-se muito populares

na Babilonia, aproximadamente em 1000 a.C..

Na culinéria babildnica era comum acrescentar ervas e especiarias no vinagre,
tais como estragdo, lavanda, menta, aipo ¢ agafrao. A dieta cotidiana era vegetariana € 0
vinagre usado como tempero, juntamente com sal, pimenta e 6leo de gergelim, em saladas
de vegetais crus € como molho em lentilhas, feijdo, péra ou mingau de milho. Com o clima
quente, os babildnicos usavam também o vinagre como agente para conscrva de peixe,
camne e vegetais (como brotos de palma, funcho, estragao, erva-doce e pepino, além de

frutas, como meldo, péssego, damasco, magis € péras). Mel era também acrescentado. Na

9
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antigiiidade, vinagre era uma bebida para pessoas pobres: camponeses, soldados e viajantes.

Vinho e cerveja eram bebidos em casa durante as refeigdes e nas festividades.

Existe bastante informagio sobre processo de preparo do vinagre na antiga
Roma, bem como sobre os usos desse produto como condimento e conservante, além de sua
utilizagio na medicina. A formagdio do vinagre ocorre espontaneamente como defeito
durante a fabricagdo do vinho. Na Grécia, a produgéo e o comércio tornaram-se importantes
a partir do século 8 a.C.. Os romanos aprenderam com 0s gregos sobre o crescimento das
videiras e fabricacdo de vinho, topicos tratados por autores romanos no referente a
agricultura, como Cato, Varro e¢ Columella. As uvas eram colhidas em setembro,
esmagadas com os pés descalgos € em prensa. O suco (mustum) era fermentado em imensos
jarros abertos por aproximadamente 10 dias, depois fechados hermeticamente. Os romanos
tentavam manter o suco adocicado (uinum lixiuum) com provavelmente baixo teor de
alcool. Os jarros eram imersos em agua fria para retardar a fermentagdo at€¢ o verdo
seguinte. Uma segunda classe de vinho era obtida de mustum circumcisiuum (ou mustum
tortium): a polpa da uva exaurida com uma faca pontiaguda era acrescentada a um volume
de uvas ja prensadas. O conjunto era prensado uma segunda vez (André, citado por Swings,
1992). O vinho destinado aos servos, lora (iunum acinaticium), podia ser armazenado por
trés meses. Seu preparo se dava com restos da polpa exaurida misturados com éagua,
havendo entiio nova prensagem. Os vinhos altamente agucarados e alcéolicos eram bem
conhecidos pelos romanos. Os principais eram o tipo moscatel (passum) e um outro
preparado pela fervura, concentrado e conservado (sapa, defrutum, caroenum). Os
melhores vinhos eram aqueles conservados entre 5 ¢ 15 anos apds a vindima. Os vinhos
romanos eram caracterizados por seus aditivos, provavelmente usados para refinamento ou
para impedir deterioragio do aroma. De acordo com o escritor romano Plinius, os vinhos
podem sofrer dois tipos de defeito: viscosidade e formagao de vinagre (André, citado por

Swings, 1992).
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Em Roma, a boa cozinha era uma arte para os ricos, que avidamente aceitaram
a culinaria herdada dos gregos. Uma das principais caracteristicas do sabor cléssico latino é
a preferéncia pela combinag¢ao azedo-adocicada (mel e vinagre) semelhante & encontrada
nas especialidades chinesas (André, citado por Swings, 1992). Vegetais ndo cozidos eram
comidos com uma variedade do molho francés (vinaigrette). Os seguintes tipos de vinagre
eram conhecidos: acetum piperatum, contendo pimenta, oximeli, feito pela fervura do
vinagre, mel, agua e sal; e oxisporium, vinagre contendo especiarias (André, citado por

Swings, 1992).

Plinius recomendava tomar vinagre para o tratamento de nausea, solugo, lepra,
sardas, tlceras, mordida de cao, ferroada de escorpido e centopéia, além de picadas de
outros insetos venenosos. Receitava-se inje¢do retal do liquido para conter a diarréia (citado

por Swings, 1992).

A manufatura e consumo de vinagre e de outros produtos derivados do acido
acético estdo fartamente registrados em momentos mais recentes da Historia. Anotagdes
feitas na Gra-Bretanha e na Franga, por exemplo, mostram atividade familiar sistematica e,
mais tarde, industrial, desde o século XVII, embora indiquem que tal atividade é bastante
anterior a isso na regido. A populariza¢do do vinagre chegava ao ponto de ser utilizado de
maneiras e com propdsitos diferentes de acordo com a regido. Em receita familiar originaria
da Franga, um composto preparado com vinagre servia tanto para atenuar machucados
provocados por mordida de cachorro como, sob a forma de banhos, para curar a melancolia

(Mitchell, 1926).

O desenvolvimento do conhecimento cientifico sobre o vinagre e sua produgdo
significa, de algum modo, a abordagem acerca do desenvolvimento histérico da quimica e
da microbiologia. Entre os marcos ai implicados estdo o reconhecimento de que a

fermentagio alcéolica e a produgdo de vinagre sdo processos distintos; o da existéncia de
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papel relevante do oxigénio na formagdo do vinagre; o da determinagdo da estrutura

quimica do 4cido acético; e o da natureza biologica da produgao do vinagre.

2.1.2 Métodos de producio de vinagre

Existem trés principais processos de conversdo microbiologica de uma solug@o

diluida de etanol em vinagre.

2.1.2.1 Processo Lento, Orleans ou Francés

E o processo mais antigo, observado a partir do avinagramento do vinho
colocado em barricas semi-cheias. Com o tempo, modificagdes passaram a ser feitas, com o
objetivo de acetificar mais rapidamente e em maior quantidade o processo fermentativo.
Percebeu-se a relagio entre area e volume no processo. Dai o deitamento das barricas, que
passaram a receber vinho ou cidra em quantidade inferior a capacidade dos recipientes,
melhorando a relacdo de area-volume. Orificios foram feitos nos recipientes, protegidos de
insetos, facilitando e aumentando a circulagdo de ar. Tabuas foram utilizadas na superficie
do mosto e, posteriormente, um quadriculado com ripa de madeira apropriada, com a
finalidade de sustentar as bactérias oxidativas, juntamente com o polimero c-celulose que
clas proprias produzem a partir de residuos de aguicar contidos no vinho. Este polimero,
tecnicamente denominado de zoogléia e chamado de “mde do vinagre”, deve estar
posicionado na superficie do meio em acetificaciio, pois, em caso de afundamento, atrasa o
processo por dificultar o contato do oxigénio com o microrganismo e também a retirada do
produto. Uma torneira ou sifdo foi colocada abaixo da zoogléia, para tornar possivel a
retirada de vinagre e ainda a adigdo do mosto, sem perturbar a pelicula bacteriana.
Retiradas de vinagre e adigdo de vinho sio realizadas em quantidades e periodos de tempo
ajustados, a fim de que o processo se torne semi-continuo (Aquarone & Zancanaro, 1990;

Zancanaro, 1988; Moretto et al., 1988; Spinosa, 1996).

12
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O vinagre produzido por este método tem qualidade considerada superior & do
obtido por outros meios, isto porque ocorre o amadurecimento natural no vinagre, antes de
sua retirada. Esse amadurecimento reduz o sabor picante, préprio dos vinagres recém
produzidos, tornando o liquido mais suave e, consequentemente, mais agradavel

(Zancanaro, 1988; Spinosa, 1996).

O envelhecimento permite a lentiddio das transformagdes quimicas,
transformando residuos de acetaldeido, etanol, 4cido acético e outros, produzindo ésteres e
hemi-acetais, de sabores e odores mais agradaveis. Tem-se também um mascaramento da
acidez em fungdo do efeito tampdo, devido as proteinas, aminoacidos e sais minerais

(Aquarone & Zancanaro, 1990; Spinosa,1996).

2.1.2.2 Processo rapido ou alemdo

Também chamado de Schiizenback, Boerhave, este método surgiu na
Alemanha, no inicio do século XIX, tornando-se até meados do século XX o principal
processo para a produgdo industrial de vinagre. Originou-se a partir da observacio da

importancia da aera¢do no processo lento (Moretto et al., 1988; Spinosa, 1996).

O sistema de produgdo por meio de gerador ¢ talvez o mais comum, em se
falando do processo rapido. O gerador, sob a forma de um tanque cilindrico, apresenta trés
partes: a se¢@o superior; se¢ao maior (a do meio), que € preenchida com aparas de madeira,
sabugos de milho ou outro material propicio a formagao de grande area de exposi¢do; e

secdo inferior (Moretto et al., 1988; Spinosa, 1996).

O liquido a passar pelo processo de avinagramento é colocado na parte
superior, por meio de um alimentador ou por dispositivo borrifador. O liquido passa & parte
central, por meio de gotejamento, onde ocorrerd a oxidagdo do alcool a acido acético. O

liquido depara-se com filme de bactérias acéticas, desenvolvido no material de suporte. Da

13
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parte central, mais uma vez por gotejamento, o liquido passa a parte inferior, ja4 como

vinagre, de onde € coletado (Moretto et al., 1988; Spinosa, 1996).

O ar entra no gerador por meio de orificios situados no fundo falso da segdo
mediana. Esquentando, esse ar sobe e ¢ aspirado por cima. Uma vez que o processo de
oxidag¢@o libera calor em quantidade consideravel, ha necessidade de controle de
temperatura, para que ela ndo supere o limite de 30°C. Isso € conseguido por meio de
serpentinas resfriadoras, pelo ajustamento do fluxo de ar e da entrada do liquido
acetificado, e por resfriamento da matéria-prima antes da sua introdugado no gerador. Qutra
possibilidade ¢ a refrigeracdo do liquido parcialmente acetificado, que retorna do fundo

para o topo do gerador, para acetificagao complementar (Moretto et al., 1988).

Antes de entrar em atividade, um novo gerador deve receber vinagre, com
bactérias acetificantes, em sua parte mediana. Estas serdo responsaveis pela inoculagdo dos
microrganismos desejados no material de suporte. As bactérias acetificantes podem ainda

circular através do gerador (Moretto et al., 1988).

Alguns produtores acetificam todo o liquido alcéolico com vinagre antes de
introduzi-lo no gerador. Podem ainda deixar certa quantidade do vinagre ja localizado na
parte inferior do gerador, acetificando o novo lote de matéria-prima por meio de sistema de

re-circulag@o (Moretto et al., 1988; Spinosa, 1996).

Utilizado em escala industrial, o processo aleméo ¢ desenvolvido em dornas de
até 100.000 litros. Desse volume, circula pelo gerador 10% de liquido a ser acetificado. Tal
processo leva em geral 10 dias para que se possa retirar 10% do volume colocado
inicialmente para avinagramento. Em outras palavras, em 10 dias ¢ possivel retirar, em
vinagre, 1% do volume total do recipiente utilizado para o processo (Zancanaro, 1988;

Spinosa, 1996).

14
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O processo alemdo apresenta inconvenientes. Estd sujeito a gravissimas
infestagdes por insetos e moscas, como a Drosophyla melanogaster, ou por nematoides,
como a Anguilulla aceti. Isso acaba forgando a desativagdo total do recipiente, obrigando o
produtor a esterilizar todo o meio de enchimento, por vapor ou assepsia com etanol. E
tambem freqiiente o entupimento total dos locais de passagem do mosto e do ar, em virtude
do crescimento incontrolavel de bactérias acéticas indesejaveis (Acetobacter xilynum),
produzindo excessiva quantidade de zoogléia sobre a superficie do material. Neste caso,
existe a necessidade anual de substituicdo de todo o material. O processo depende ainda de
potentes bombas 4cido-resistentes, de cuidados para se evitar ressecamento da madeira,
entre outros. Exige-se também a utilizagdo de enormes galpdes. As dificuldades para a
manutengdo de tal processo fazem com que ele s6 esteja ainda em uso gragas ao alto custo

para se efetuar mudanga de tecnologia (Zancanaro, 1988; Spinosa, 1996).

2.1.2.3 Processo submerso

Por este processo, bactérias acéticas encontram-se submersas no liquido a
fermentar, multiplicando-se e retirando energia da reagdo de oxidagiio do alcool etilico a
acido acetico. Para catalisar essa reagdo, que lhes fornece energia, as bactérias acéticas
necessitam da administragdo continua e adequada de oxigénio em todos os pontos do
tanque. Interrupgdes breves, de minutos apenas, no fornecimento de oxigénio, sobretudo
nas fases finais de fermentagdo, afetam quase que definitivamente o rendimento (Frings...,

1996; Spinosa, 1996).

O equipamento mais utilizado para a produgéo de vinagre em cultura submersa
¢ conhecido como Acetador Frings, patenteado por Heinrich Frings, a partir de conclusdes
desenvolvidas por Otto Hromatka e Heinrich Ebner, em 1949, quando estes trabalhavam na

referida empresa.
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A matéria-prima diluida e corrigida em seus nutrientes ¢ colocada no
fermentador e inoculada com vinagre forte ou com uma suspenso de bactérias acéticas. O
equipamento é automatizado, contendo um alcéografo responsavel pelo registro continuo
do teor alcéolico do meio e também pelo descarregamento automatico do vinagre pronto. O
produto final contém ainda cerca de 0,2% de élcool, tendo em vista que o consumo total
deste ultimo prejudica as bactérias acéticas e pode provocar deterioragdo no vinagre
acabado. Imediatamente apds a retirada do vinagre, hd o recarregamento com matéria-
prima, utilizando-se como inéculo parte do volume de vinagre feito anteriormente e
deixado no tanque. A partir dai, a cada 24 horas, um volume de vinagre correspondente a
Y do valor total do tanque é retirado, obtendo-se aumento de acidez da ordem de 4% ao dia

(Aquarone & Zancanaro, 1990; Spinosa,1996).

O acetador destaca-se pela produtividade, muito superior aos demais processos
e, portanto, adequado aos moldes industriais modemos. Entretanto, seus inconvenientes
estdo no alto custo de investimento inicial; na necessidade de técnicos especializados para a
manuten¢do; e na obrigatoriedade de constancia de produgdo, pois pequenas interrupgdes
na aeragio levam ao recomego do processo, o que pode levar meses. Ha também a
necessidade de infra-estrutura completa. O vinagre produzido em 24 a 30 horas por tal
processo mostra-se turvo, requerendo tratamentos de filtragdo para obter-se limpidez

adequada (Zancanaro, 1988; Spinosa, 1996).

A expressio “fermentagio acética submersa” demonstra a analogia dos
procedimentos usuais da produgio de antibidticos e de cultivo de leveduras. Neste caso, as
bactérias executam o trabalho fermentativo em um liquido, que € a mistura alcéolica. Esta
se realiza sem matéria de contato, como cavacos de madeira e carvio, que sao utilizados
nos processos com geradores. As bactérias sempre estdo submersas no liquido a fermentar,
onde se multiplicam e oxidam a mistura alcéolica em vinagre (Frings..., 1996; Spinosa,

1996).
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Diversos métodos de acetificagio submersa foram patenteados nos (ltimos
tempos, mas o Acetador Frings é o mais difundido na industria de vinagre. Segundo o
fabricante, desde 1932, em termos mundiais, foram fornecidos aproximadamente 2000
aparelhos, entre Generadores e Acetadores, para a fabricagdo de vinagre. Existem
aproximadamente 560 aparelhos Acetadores operando com sistema de fermentagio

5
submersa’.

2.1.2.4 Comparaciio entre os processos

Existem ainda outros processos para a fabricagio do vinagre, tais como o
processo por gerador de mergulho, processo Mackin, processo Bourgenois, processo
Fardon ou o de Gerador por sifonagem. Entretanto, os trés processos basicos comentados
anteriormente ddo a dimensdo histérica da produgdo do vinagre em escala semi-industrial e
industrial. Sdo também eles os processos que melhor confirmam a evolugdo da tecnologia a
partir do componente fundamental para a produgéo do vinagre: a atuagio do oxigénio como

fator limitante do processo de acetificagdo (Aquarone & Zancanaro, 1990; Spinosa, 1996).

Os trés processos descritos oferecem vinagres de boa qualidade, desde que a
matéria-prima, os microrganismos e as condicdes de fermentagdo sejam adequados. Os
fatores que podem definir a op¢ao por um ou outro processo sdo, como ja mencionamos, o
custo de cada um, os potenciais problemas advindos com a utilizagdo de um determinado
processo e, por fim, a produtividade. Em uma area ocupada de 30 metros quadrados, os
processos sdo responsaveis pela produgio de 30.000 litros/dia (Submerso); 1.000 litros/dia
(Rapido); e 50 litros/dia (Lento) (Aquarone & Zancanaro, 1990; Spinosa, 1996).

2.2 Fermentacio Acética

2 Informagao obtida junto a Frings Microdyn do Brasil, em dezembro de 2001.
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Em microbiologia industrial, o termo fermentagdo se refere a qualquer processo
microbiano em grande escala, seja ele ou nao bioquimicamente uma fermentagao. De fato,
a maioria das fermentagdes industriais sdo aerdbicas. O tanque em que ocorre a
fermentagio ¢ chamado de fermentador e o microrganismo utilizado €é o agente de

fermentacio (Madigan et al., 1997).

A fermentagdo acética refere-se a um processo envolvendo a oxidagdo para
formacdo do etanol pelo consumo de O, ocorrendo a liberagio de grandes quantidades de

energia. A oxidagdo segue de acordo com a equagdo basica:

C,HsOH + O — CH;COH + H0 AG® = -455kJ] / mol
etanol + oxigénio — acido acético + agua

46 g 32g 60 g 18 g
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Lot

Hidrogénio
® Oxigénio
® Carbono

Figura 1. Representagdo de reag@o de oxidag#o do etanol a acido acético

Estequiometricamente tem-se 1 litro de etanol produzindo 1,036 kg de acido
acetico e 0,313 kg de 4gua. Durante o processo fermentativo, ocorre um aumento de
volume na ordem de 1 a 3% da concentragdo de etanol utilizado. Isto significa que
aproximadamente 1% (v/v) de etanol produz 1% (p/v) de acido acético. Esta relagdo é
tomada como base para os calculos de rendimento para a previsio da acidez do produto.
Considerando-se nulas as perdas por evaporago e por sobreoxidagao, tem-se que a soma da
concentragio do etanol (% v/v) e do acido acético (% p/v) é igual & concentragio total (CT)
ou GK, do alemdo Gesammte Konzentration. A CT (GK) é constante durante todo o

processo de acetificagdo (Adams, 1985).

A solugdo contendo alcool no processo industrial é chamada de calda. O
quociente entre a "concentragdo total" do vinagre produzido e a "concentragao total" da
calda da o rendimento da concentragdo (¥). Ja o quociente entre a concentragio de 4cido
acético do vinagre produzido e a "concentragio total" da calda da o rendimento em 4cido (Y
acido) (Ebner, 1983; Ebner & Follmann, 1983).
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A oxidagdo do etanol formando acido acético é uma reagdo exotérmica que
necessita de oxigénio e produz 117 kcal por mol de etanol oxidado e 0,56 kg de acido

acético por m’ de ar (Frings. .., 1996).

Em fermentagdes para produgdo de vinagre consideradas satisfatérias, a
oxidagdo do etanol atinge rendimento da concentragio (Y) entre 95 e 98%, onde as perdas
sao provocadas por evaporagdo. A oxidagdo do etanol a 4cido acético nio depende
inteiramente da multiplicagdao celular. Apés o crescimento celular, quando uma alta
concentragdo de acido acético € alcangada, as células siio capazes de oxidar etanol a acido
por certo tempo. Depois desse periodo as células morrem rapidamente e a oxidagio cessa
(Ebner & Follmann, 1983).

Na produg@o de vinagre com teores de 12 a 15% em acido acético o processo
mais usado € o chamado processo fermentativo semi-continuo, operando em ciclos. Esse
processo consiste em iniciar o ciclo com uma concentragio total (CT) variando de 12 a
15%, isto ¢, de 7 a 10% em écido acético e aproximadamente 5% em etanol. Quando a
concentragao de etanol atinge valor entre 0,05 a 0,3% retira-se certo volume de liquido
fermentado e adiciona-se novo volume ao meio. A retirada do vinagre deve acontecer o
mais rapidamente possivel, para evitar diminuigao significativa do alcool. A alimentagio do
fermentador deve ser lenta, em condigdes controladas e constantes de temperatura com

rapida mistura (Adams, 1985; Borzani et al., 1988; Ebner et al., 1996).

O processo semi-continuo em dois estagios foi usado inicialmente em 1978 na
Alemanha para produgdo de vinagre com teor em &cido acético superior a 15%. Esse
processo consiste em fermentagdo submersa por meio de cortes, que opera do seguinte
modo: inicia-se o trabalho com um fermentador com concentragio total menor que 15%. O

alcool € entdo acrescentado até atingir concentragdo total proxima de 18,5%. Quando o teor

de acido atingir 15%, % do volume total ¢ transferido para um segundo fermentador. O

primeiro ¢ re-alimentado com nova calda de baixa concentragio total. No segundo reator, a
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fermentagio é conduzida até o teor alcdolico quase se esgotar. A quantidade total de
vinagre produzido é descarregada. E acrescentado alcool ao primeiro reator, controlando-se
a velocidade de alimentagio e novamente esse reator sera cortado para outro fermentador

(Borzani et al., 1988; Ebner et al., 1996).

Ghommidh et al. (1986) relataram que nenhuma outra técnica nos ultimos 50
anos foi capaz de substituir a da fermentagdo submersa para a produgdo de vinagre. A
fermentagdo acética submersa semi-continua usando o sistema Frings oferece vantagens
tais como taxas de rendimento de 90 a 95% do tedrico e altas concentragdes em acido
acético. A desvantagem ¢ a produtividade baixa, em torno de 1,5 g de acido acético/L * h, o
que ¢ explicado pela baixa taxa de oxigénio (0,8 g/L * h) obtida com a aeragdo (<0,1 vvm),
limitada pela alta taxa de evaporagio do etanol. Varias pesquisas tém sido desenvolvidas
com células imobilizadas tentando contornar esse problema. O resultado obtido leva a
conclusio de que é possivel projetar um sistema de produgdo continua de vinagre. A
eficiéncia na transferéncia de oxigénio pode ser contornada com altas taxas de aeragdo,
enriquecendo o ar com oxigénio ¢ reciclando o gas, aumentando assim a produtividade,

porém o aumento da concentragdo em acido acético ndo foi possivel.

Outros estudos com células imobilizadas sdo encontrados na literatura. Osuga et
al. (1984) imobilizaram Acetobacter aceti em gel de k-carragena e em fermentagdo
continua. Obtiveram taxa maxima de 40 mg/mL * h de acido acetico. As particulas
imobilizadas continham 10"UFC/mL. Atinou et al. (1988) compararam a performance de
varios suportes para imobilizagdo em reatores gotejantes € em continuos obtendo aumento

na produtividade do acido acético com os reatores continuos.

Moraes (1991) expds as vantagens da utilizagao de células imobilizadas em
processos fermentativos. Concluiu, em estudo da oxidagio de etanol a acido acético por
células de Acetobacter livres € imobilizadas, que, no sistema avaliado envolvendo células

imobilizadas, a produgo foi resultante da contribuigdes do microrganismo tanto livre como
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imobilizado. A matriz k-carragena para imobiliza¢do de células de Acetobacter aceti CCT
1724 foi adequada. A fermentagdo acética com células imobilizadas em géis hidrofilicos

pode ser conduzida em biorreator de leito fluidizado trifasico ndo convencional.

A evaporagdo de compostos volateis durante a fermentac¢ado acética é uma das
principais causas da redug@o no rendimento da concentragdo(Y) em escala industrial. A
perda por evaporagdo de etanol na industria chega a ser de 10 a 30% do rendimento
estequiométrico, dependendo da temperatura de trabalho. As quantidades de acido acético
evaporado durante o processo de fermentagdo sio minimas em comparagdo aos teores
presentes na fase liquida, porém, com o etanol, o fendmeno de evaporagido ¢ de real
significacao econdmica. Em estudo de modelagem matematica do equilibrio liquido-gas na
fermentacdo acética em sistema aberto, semi-aberto ¢ fechado, concluiu-se que esse ultimo
¢ mais apropriado para industria, pois apresenta menor perda por evaporagdo (Romero &
Cantero, 1998).

Ory et al. (1998) desenvolveram um sistema experimental para determinar a
influéncia da temperatura na velocidade especifica maxima de crescimento de Acetobacter.
Para tal, modelaram a cinética de crescimento de Acetobacter aceti em cultivo descontinuo
e concluiram que préximo de 8°C n3o hda nenhum crescimento. Ao redor de 35°C, o
crescimento € totalmente inibido e a 30,9°C, de acordo com a equagdo obtida, a temperatura

¢ 6tima e maximiza a velocidade especifica de crescimento.

Com o objetivo de produzir vinagre com alta concentragéo de acido acético, Ito
et al. (citados por Berraud, 2000) sugeriram operar uma batelada alimentada com dois
fermentadores. No momento em que a populagdo de viaveis atinge valor maximo, uma
fragdo do meio € transferida para o segundo reator e os fermentadores sdo alimentados
continuamente com calda de baixa concentra¢io em etanol (20 a 30 gL™'). Ambos os
fermentadores continuam seus ciclos € os indculos em cada um tem um maximo de células

viaveis. Berraud (2000) apresentou os resultados do estudo em que produziu vinagre com
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alta concentragio em reator de batelada alimentada. O teor de acido acético obtido foi de

170 g L. A Acetobacter cresceu até o limite de 120 g de 4cido acético L™

2.3 Medicio do Crescimento Celular

O crescimento celular é avaliado pelo monitoramento das modificagdes no
nimero de células ou no peso da biomassa celular de uma populaggo. Existem diversos
métodos para contar o nimero de c€lulas ou para obter a massa celular e a escolha de um

deles depende das caracteristicas do microrganismo.

O desenvolvimento de técnicas rapidas na determinagdo de microrganismos
presentes ¢ viaveis na produgio de alimentos ¢ de suma importancia para a industria
alimenticia. A detec¢dio de microrganismos em tempo real possibilita monitorar a dinamica

microbiana de processos fermentativos.

Algumas consideragdes sobre os principios basicos das técnicas usadas para

enumeragdo ou medida de crescimento celular para as bactérias sdo descritas a seguir.

2.3.1 Contagem Total de Células

O ntmero de células de uma populagio pode ser avaliado diretamente no
microscopio, em processo conhecido como contagem direta. As amostras liquidas requerem
cimaras especiais para contagem. De modo geral, essas cimaras tém sua superficie
quadriculada e em cima coloca-se um volume conhecido de amostra. O nimero de c€lulas
por unidade de area do quadriculado ¢ contado diretamente no microscépio, sendo possivel
obter-se o numero de células por unidade de volume de suspensdo, conhecendo-se as

dimensdes da camara (Madigan et al., 1997).
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Diversas camaras ou hemocitémetros sdo usados para a contagem. A Camara de
Neubauer ¢ considerada um método razoavel para avaliagio do crescimento celular,
podendo ser aplicado para leveduras, bactérias e até mesmo para contagem de esporos de
fungos. O uso de camaras de contagem especiais constituidas de uma lamina com divisées
e sub-divisdes, provida de uma laminula especial com peso, espessura e tamanho definido,
possibilita que o volume de suspensdo de células contido no espago entre a lamina e a

laminula seja conhecido (Rosales, s.d.).

A contagem direta em microscopio ¢ uma maneira rapida para avaliar o numero
de células microbianas. No entanto, apresenta uma série de limitagdes, como, por exemplo,
as células mortas n3o sio distinguidas das células vivas, as células pequenas sio de dificil
visualizagio e algumas provavelmente nio sio contadas. E necessario habilidade e tempo
para conseguir precisdo por esse método e para amostras ndo coradas requer-se um
microscépio de contraste de fase. A técnica ndo ¢é adequada para suspensio de células
pouco densas. Para suspensdes bacterianas com concentragdo de células menor que 10°

células/mL encontram-se poucas células no campo do microscopio (Madigan et al., 1997).

A vantagem com a contagem direta de bactérias ¢ que a visualizagdo pelo
microscopio permite observar a morfologia das células estudadas, possibilitando-se
observar morfologias ndo caracteristicas ou aberrantes, indicadoras de condicdes de
crescimento ndo ideais ou a presenga de células com alteragdes fenotipicas ou genotipicas

(Becker et al., 1990).
2.3.2 Contagem de Viaveis

No método de contagem total de células por microscopio, ndo se distinguem as
vivas das mortas. Na pratica, o interesse € somente nas células vivas e para quantifica-las
desenvolveram-se métodos de contagem de viaveis. Uma célula viavel define-se como a

que ¢ capaz de se dividir para dar lugar a descendéncia. A forma habitual de se proceder a
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contagem desse tipo ¢ determinar o numero de células capazes de gerar colonias sobre a
superficie de meio solido. Esse método ¢ chamado também de contagem em placa ou
contagem de colonias. No método de semeadura em superficie, um volume de 0,1 mL da
amostra, na dilui¢io adequada, é espalhado por toda a superficie do meio na placa,
utilizando-se um bastio de vidro dobrado conhecido como al¢a de Drigalski, estéril. E
importante que a superficie esteja bem seca de modo que o liquido seja rapidamente
aderido ao meio (Madigan et al., 1997). Esse método ¢ usado para microrganismos

aerobicos.
2.3.3 Medidas de Turbidez

Um método rapido e ttil para ter-se o nimero de células ¢ a medida de turbidez.
Uma suspensdo celular aparece turva porque as células dispersam a luz através da
suspensdo. Quanto mais células, mais luz se dispersa e mais turva aparece a suspensio. A
turbidez pode ser medida com um espectrofotometro € o resultado é expresso em unidades
de densidade 6tica (DO). Para organismos unicelulares, as unidades fotométricas sdo
proporcionais, dentro de certos limites, a massa celular e também ao numero de células. Ao
usar a turbidez como método de contagem, deve-se realizar uma curva padrao que relacione
medidas diretas com a medida indireta da turbidez. Em elevadas concentragoes celulares,
perde-se a linearidade da correspondéncia do numero das células. Porém, dentro de certos
limites, as medidas de turbidez podem ser razoavelmente precisas e além disso sdo rapidas
e faceis. Permitem o monitoramento do crescimento de cultivos microbianos € a construgao

de graficos semi-logaritmicos para calcular tempo de geragdo (Madigan et al., 1997).

Medidas de turbidez sio usadas em analises preliminares de amostras de
alimentos e bebidas fermentadas. A sensibilidade do método ¢ dada em torno de 10
UFC/mL. Essa metodologia apresenta problemas ao ser usada em alimentos pelo fato de
determinadas amostras ja apresentarem alta turbidez, com a possibilidade de nao se

apresentarem homogéneas (Vanne et. al., 1996).
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Dalgaard et al. (1994) calcularam a relagdo da velocidade especifica de
crescimento maximo (pmax) por medida de turbidez e contagem de viaveis, para diversas
espécies bacterianas. Dois métodos para estimar o valor de pma por medida de turbidez

foram conduzidos, um por absorvéncia e outro por transmitincia. Ambos os valores de [y
foram comparados com o obtido pelo método de contagem de viaveis. Concluiram que

medidas de turbidez podem ser usadas com seguranga para determinar o valor de pi;.

2.3.4 Nimero Mais Provavel (NMP)

O ntmero mais provavel (NMP) tem sido usado como metodologia para
enumeragdo de microrganismos ha muitos anos. Desde meados do século XIX, quando a
técnica foi desenvolvida, tem sido aplicada para enumerar coliformes em alimentos ¢ em
agua potavel. O método consiste em repicar a varias diluigdes a amostra no caldo de
crescimento, depois incubar em condi¢des de tempo e temperatura adequados. O intricado
calculo usado para representar o NMP de organismos viaveis no inéculo é apresentado na
forma de tabelas. Da combinagdo de resultados positivos e negativos e usando tabelas
estatisticas com base na teoria da probabilidade, € possivel calcular o nimero mais provavel
de células na aliquota da amostra original. A precisdo da técnica assume duas hipoteses. A
primeira, de que ha uma distribui¢do homogénea das células na amostra; a segunda, que
todas as células viaveis podem crescer nas condigdes em que séo conduzidos os testes. A
precisdo da estimativa da presenga bacteriana determinada pela técnica do NMP tem sido
baixa. Alguns autores reportam que o NMP pode dar estimativa maior da populagio
microbiana do que, por exemplo, a contagem em placas. Afirmam também que a ordem da
precisdo da técnica aumenta com o aumento do numero de diluigdes e repetigbes por

dilui¢do (Gonzalez, 1996; Harris et al., 1998).

Segundo o manual de bacteriologia do Food and Drug Administration - FDA

(Food..., 1989), o NMP estima a densidade populacional de organismos viaveis em uma
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amostra. Para se obter essa estimativa, a amostra deve ser diluida de modo tal que o
resultado apresente poucos tubos positivos, o que ¢ indicado pela formagao de gas ou por
crescimento microbiano. Para altas densidades populacionais, o NMP ¢ menos preciso que
a contagem direta em placas. O célculo do valor do NMP ¢ uma estimativa da populagdo ¢

nio uma contagem dos organismos vivos.

2.3.5 Membrana Filtrante

O método de enumerar microrganismos pela técnica da filtragdo em membrana
¢ considerado sensivel e utilizado em analises de bebidas e 4gua. A membrana € cultivada
em éagar seletivo para a bactéria que se deseja avaliar. A andlise microbiologica usando a
técnica da membrana filtrante com grade hidrofébica (hydrophobic grid membrane
filtration HGMF), incluindo a etapa da filtragdo, vem sendo usada com freqiiéncia e ja ¢
aceita pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC), para varias especies de
bactéria em alimentos. A superficie das membranas é separada por divisdes conhecidas e de
tamanhos iguais. A grade hidrofébica impede o crescimento lateral das coldnias, evitando

assim o seu recobrimento (Chu et al., 1987; Food..., 1989; Besse & Lafarge, 2001).

Considerando a ja comentada importancia da medida do crescimento
microbiano em processos fermentativos e que a indistria de vinagre necessita de linhagens
para a produgio que apresentem altas taxas de crescimento e conversao, ¢ de suma
importancia dispor de técnicas e ferramentas que estimem corretamente a populag@o
presente, sabendo da sensibilidade da bactéria acética frente ao oxigénio, por exemplo.
Testes conduzidos por Hromatka & Exner (citados por Ebner, 1983) mostraram que a
extensdo do estrago chega a 99,9% quando a acidez ¢ de 8,05 g/100 mL, ap6s a interrupgao
de oxigénio por 60 segundos. Logo, etapas de manipulagdo durante a execucio da anélise,
como dilui¢des, tempo de manipulag@o, composi¢do do meio, corantes e técnica, devem

interferir o minimo possivel no resultado final. A seguir sio citadas algumas técnicas e
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corantes encontrados na literatura e usados recorrentemente por pesquisadores da 4rea para

quantificar ou monitorar o crescimento de bactérias acéticas.

Celulas viaveis de bactérias acéticas foram contadas por plaqueamento do caldo
fermentado em meio 4gar contendo extrato de levedura 5 g/L, peptona 2 g/L, glicose 30 g/L
e 3% (v/v) etanol e incubados por 3 dias a 30°C. A dilui¢do da amostra ocorreu com o
mesmo caldo, sem etanol. O total de células/mL estava na faixa de 10* a 10° (Ohmori et al.,

1980).

Cirigliano (1982) observou que entre os inibidores seletivos de bactérias Gram
positivas estudados, isto €, cristal violeta, verde brilhante e desoxicolato de sddio, o verde
brilhante foi considerado o que menos inibiu bactérias acéticas. O desoxicolato de sédio
reduziu o crescimento de todas as Acetobacter testadas e o cristal violeta inibiu

completamente as subspécies de A. aceti.

No isolamento e classificagdo de bactéria acética de fermentadores de vinagre
com alta acidez Kittelmann et al. (1989) monitoraram a concentragdio de células durante o
processo pela medida da turbidez, isto é, densidade dtica (OD) em comprimento de onda de
420 nm e calcularam a taxa especifica maxima de produgio para cultura agitada em
incubador rotatério. Procederam ainda as contagens de células vidveis em agar com écido
acético, etanol, glicose, sais minerais e extrato de levedura (4gar w). Coletadas na fase
exponencial do crescimento das culturas agitadas, as viabilidades apresentaram baixos
resultados entre 0,1% e 0,01%, com desvios-padrio de até 70%. As células sobreviveram
bem a diluigdo no meio liquido padrdo, ja que a produgdo de colénias permaneceu
constante durante a incuba¢do das suspensdes por 3-4 h. Afirmaram que linhagens
acetofilicas mostraram problemas quanto ao crescimento apds transferéncia do meio liquido
para solido, similar ao das c€lulas retiradas de fermentador submerso com alta porcentagem
de acidez. Os autores sugeriram que os organismos nao teriam crescido nas concentracdes

de acido acético porque a aeragdo tinha sido insuficiente nas culturas agitadas e
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provavelmente as bactérias tinham perdido parte de sua resisténcia ao acido acético durante

o cultivo em meio solido.

Saeki et al. (1997a, 1997b) monitoraram o crescimento bacteriano medindo a
turbidez a 660nm com um fotdmetro ou colorimetro fotoelétrico com filtro vermelho, em

seus estudos com bactérias termotolerantes coletadas em diversas regides da Tailandia.

No trabalho de preparo de culturas iniciadoras para fermentagao de vinagre, a
viabilidade foi determinada por meio do nimero mais provavel (NMP) com trés séries
paralelas ou por plaqueamento em superficie. Para a determinagio da contagem total foi
usado um hemocitémetro de Thoma. O calculo das células recuperadas (células
viaveis/células totais) foi feito multiplicando a contagem de viaveis por um fator dois
quando microscopicamente as c€lulas foram encontradas aos pares. A densidade ética (DO)
da cultura foi medida no comprimento de onda de 620 nm e o valores obtidos por eles no
trabalho estavam na ordem de grandeza de 10° a 10'° UFC/mL (Sokollek & Hammes,
1997).

Sokollek et al. (1998a), no estudo do cultivo e preservagao de bactérias
produtoras de vinagre, determinaram a contagem total usando um hemocitdmetro de
Thoma. Para determinar a recuperagio de células viaveis, fizeram dilui¢des consecutivas
das cultura com solugdo de Ringer (diluida 1:4). Amostras da linhagem de A. europaeus
foram diluidas em meio liquido AE (4a/3e)". Os isolados de fermentadores acéticos de cidra
¢ vinho foram plaqueados por superficie em agar RAE (1a/2¢)’, A. europaeus em agar RAE
(4a/3¢), A. xylinum em agar RAE (0a/Oe) e as linhagens tipo restantes em agar extrato de
levedura, peptona e manitol (MYP)®. As recuperagdes de células viaveis foram calculadas
dividindo a contagem de viveis pela contagem total. Para o calculo de recuperagdes de

células viaveis, o valor foi multiplicado por um fator dois porque microscopicamente as

® AE meio AcidofEtanol,na proporgdo de 4a/3e, 4% é4cido e 39 etanol, composigdo descrita na Tabela 4.
7 RAE meio Reforcado Acido/Etanol (1a/2e, 1% de acido e 2% de etanol), composigdo descrita na Tabela 4.
¥ Composicdo descrita na Tabela 4.
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celulas foram achadas aos pares. A recupera¢io dos isolados de vinagre de alcool foi
determinada por plaqueamento em superficie com 10 uL das respectivas preparagdes em
agar AE (4a/3e). Este procedimento foi escolhido porque estas culturas nio toleram
dilui¢do. O crescimento nas placas foi controlado uma vez por dia. Coldnias distintas foram
contadas quando as recuperagdes eram <0,001%. Considerou-se a formagao de um grumo
denso nas placas como indicador de valores > 1% de sobreviventes. Encontraram-se

resultados na faixa de 10°a 10'° UFC/mL.

O monitoramento do crescimento celular de bactéria termotolerante foi feito

pela medida da absorvancia a 600 nm usando espectrofotdmetro (Lu et al., 1999).

2.4 Classificacdo das Bactérias Acéticas

Os microrganismos que oxidam o etanol a 4cido acético sio chamados de
bactérias acéticas. Ha informagao de que a primeira tentativa para a classificagio dessas
bactérias foi feita por Hansen, em 1894. Beijerinck é considerado o autor do nome do
género por ter proposto "Acetobacter”, no ano de 1900. Visser't Hooft, em 1925, foi o
primeiro cientista a levar em consideragdo as caracteristicas bioquimicas para classificar
essas bactérias, e também foi o primeiro a mencionar que as bactérias acéticas de cole¢des
anteriores ndo tinham mantido suas propriedades. Asai, nos anos de 1934 e 1935,
classificou-as em dois géneros principais, Acetobacter ¢ Gluconobacter (Ebner &

Follmann, 1983).

Frateur, em 1950, publicou os resultados de um extenso estudo bioquimico
envolvendo a maioria das espécies classificadas como Acetobacter, na época mais de 60,
usando cinco critérios: presenga de catalase; superoxidagdo do etanol a CO, e H,O;
oxidagdo do lactato a carbonato; oxidagdo do glicerol a dihidroxiacetona; produgio de
acido gliconico a partir de glicose. Leifson afirmou, em 1954, que as bactérias acéticas

compreendem dois diferentes tipos: Acetobacter, capaz de oxidar acetato e é possuidor de
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flagelo peritriquio; e Acetomonas, que ndo oxida o lactato e possui flagelo polar. No mesmo
ano, Schramm & Hestrin observaram que Acetobacter xylinum desenvolveu mutante que
nio produz celulose. Shimwell, em 1959, apresentou estudo dizendo que cada linhagem de
Acetobacter dava origem a um tipo diferente na forma das colénias, diferindo nas reagoes
bioquimicas da cultura originaria e que a capacidade de oxidac¢io do etanol podia ser

perdida (Ebner & Follmann, 1983).

Nos anos seguintes, floresceram duas vertentes: uma em que 0S
microbiologistas concordavam com a divisio em Acetobacter e Acetomonas; € outra em
que duvidavam ou recusavam a subdivis@o e mantinham a classificagdo Acetobacter €
Gluconobacter. A situacdo foi sumarizada por Asai, em 1968. A oitava edi¢do do manual
Bergey, de 1974, compéndio de informagdes classica e molecular sobre todas as espécies
reconhecidas de procariotos, traz muitas chaves dicotdmicas uteis para a identificagdo de
microrganismos. Naquela edigdo, o postulado por De Ley foi aceito € a classificagdo da
bactéria acética definiu-se como Acetobacter e Gluconobacter. Gluconobacter foi
classificada como a que apresenta ou ndo flagelo polar, nao oxida acetato ¢ lactato, € oxida
glicose a gluconato e 2 e 5 cetogluconato. Acetobacter possui ou ndo flagelo peritriquio,
oxida acetato e lactato, e tem enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicos. Levando-se em
conta o flagelo, aquela edigdo do manual classificou Gluconobacter como género IV na
familia Pseudomonadaceae, e Acetobacter como um género indefinido alocado entre os
aerobios, Gram negativos, bastonetes e cocos. Gillis e De Ley, nos anos 1980, através do
uso de técnicas genéticas, observaram que os géneros A4 cetobacter e Gluconobacter estao
mais préximos um do outro do que de qualquer outro género. Entdo, propuseram reunir

Acetobacter e Gluconobacter na familia Acetobacteraceae (Ebner & Follmann, 1983).

Yamada et al. (1997) descrevem uma relagdo filogenética das bactérias acéticas
baseada na anélise do sequenciamento do rRNA 16S e nas ubiquinonas. Propuseram elevar
o subgénero Gluconoacetobacter do seguinte modo: do género Acetobacter para o género

Gluconoacetobacter gen. nov. Em outra referéncia (Lisdiyanti et al., 2000), os mesmos
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autores relataram o significante crescimento em 4gar MYP, contendo manitol e a presenca
de ubiquinona com 10 unidades de isopreno (Qj) apresentado por essas bactérias. Esses

critérios foram os considerados para caracterizar o género Gluconoacetobacter.

De acordo com o manual Bergey, as bactérias acéticas estdio classificadas na
Secgdo 4 (Bastonetes e cocos aerébios Gram negativos), pertencentes a Familia VI, como
Acetobacteraceae, género Acetobacter e Gluconobacter (Krieg & Holt, 1984; Holt et al.,
1994; Madigan et al., 1997).

2.4.1 Familia VI - Acetobacteraceae

Bactérias pertencentes a essa familia sio Gram negativas ou Gram variaveis.
Tém formas elipsoidais ou em bastonetes, ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias. As
formas involutivas podem ocorrer e sio espirais, alongadas, dilatadas, agrupadas, curvas ou
filamentosas. Apresentam-se moveis, com flagelo peritriquio ou polar (1-8), ou ainda, nio

moveis. Nao formam endosporos (De Ley et al., 1984).

As bactérias da familia Acetobacteraceae tém metabolismo tipico respiratorio
em que o oxigénio ¢ aceptor de elétron terminal, isto é, aerdbias quimiorganotroficas,
catalase positiva e oxidase negativa. A temperatura ¢ pH 6timos sio de 25 a 30°C e 5 a 6,
respectivamente. Nao ligiiefazem a gelatina, também ndio reduzem os nitratos e nio formam
indol. Oxidam o etanol a acético em meio neutro ou 4cido em pH de 4,5. Para a maioria das
linhagens, o pH final em meio D-glicose ou D-xilose esta abaixo de 4,5 (De Ley et al.,
1984). Ocorrem em nichos levemente 4cidos agucarados e alcoolizados, como por exemplo,
em flores, frutas, cerveja, vinho, cidra, vinagre, suco de frutas verdes, colmeias e mel. O

mol % guanina mais citosina (G+C) do DNA ¢ de 51-65 (De Ley et al., 1984).

2.4.2 Diferenciagio de Género na Familia Acetobacteraceae
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A chave dos géneros da familia Acetobacteraceae compreendem: Acetobacter
(Género 1) e Gluconobacter (Género 11). Nas bactérias do género I, o lactato ou acido
acético sio oxidados para CO,. Apresentam-se moveis por flagelos peritriquios ou nao
méveis. Ja nas pertencentes ao género II, o lactato ou o acido acético ndo sdo oxidados para

CO,. Sdo méveis, por flagelos polares, ou ndo méveis (De Ley et al., 1984).

Frateur (citado por Swings, 1992) listou os critérios que justificam manter as
bactérias do 4cido acético em taxonomia separada: 1) ndo metabolizam proteinas e nao
crescem em agar peptona; 2) ndo formam pigmentos aquo-soluveis esverdeados ou
fluorescentes; 3) sdo capazes de oxidar etanol a acido acético em meio acido ou fracamente
4cido a um pH inicial de 4,5; 4) sdo estritamente aerébios; 5) ndo crescem em leite ou

batata; 6) ndo hidrolisam a lactose, dextrina ou amido; 7) nao sdo patogénicas.

Leifson (citado por Swings, 1992) observou dois tipos de flagelos em bactérias
do acido acético: Acetobacter tem flagelo peritriquio e oxida 4cido acético e acido latico a
CO, e H,0, e um segundo grupo de bactérias do 4cido acético, que tem flagelo multitriquio
e nio oxida acidos acético e latico a CO,. Esta ultima corresponde ao grupo de
“suboxydans”, de Frateur. Ao grupo dessas linhagens, Asai deu o nome genérico de
Gluconobacter (Asai, 1968). O nome genérico de Gluconobacter foi exaustivamente

discutido por De Ley e Frateur (citados por Swings, 1992).

Ao longo do tempo, a principal contribui¢io na taxonomia dessas bactérias
foram os estudos relacionados com a hibridizagio DNA-rRNA. Apesar de Krieg et al.
(1984) apresentarem um grupo com 32 caracteristicas para diferenciar os géneros
Acetobacter, Gluconobacter e Frateuria, essas ndo sdo precisas para uma identificagao

satisfatoria (Ebner et al., 1996).

A maior contribui¢io para uma exata taxonomia da bactéria acética provém do

estudo de hibridizagio DNA-rRNA, de Gillis & De Ley (citados por Swings, 1992). A
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primeira conclusdo do trabalho foi que os grupos Gluconobacter ¢ Acetobacter sio
rigorosamente parentes, justificando sua unido na familia Acetobacteraceae. Outra
importante conclusio desse trabalho foi a de que as bactérias do 4cido acético
anteriormente classificadas como “intermediarias” foram, mais recentemente, retiradas da
Acetobacteraceae. Um novo género, Frateuria, foi proposto por eles (Swings et al., citados
por Swings 1992), situando-se na superfamilia II, junto com Xanthomonas, Moraxella,
Oceanospirillum, Azomonas, Azotobacter. Swings (1992) propde o seguinte método na

tentativa de uma rapida identificagdo:

2.4.3 Rapida Identificagio Fenotipica da Familia Acetobacteraceae

Bactérias Gram negativas ou Gram variaveis, aerdbicas, que oxidam etanol a
acido acético em meio 4&cido ou neutro, sdo candidatas a membro da familia
Acetobacteraceae, particularmente se as células forem elipsoidais, na forma de bastonetes,
com um metabolismo tipico respiratério, acidificando glicose no meio com pH abaixo de
4,5, ndo formando endosporo, com oxidase negativa, nio ligiiefazendo a gelatina, nio

reduzindo nitratos e nfio formando indol (Swings, 1992).

E importante lembrar que essas caracteristicas fenotipicas dos géneros
Acetobacter e Gluconobacter, também podem ser encontradas no género Frateuria e
Acidomonas. A definigio da familia apenas pelas caracteristicas fenotipicas tende ainda a
apresentar problemas, como, por exemplo, no caso da bactéria do 4cido acetico, em que
mutagGes espontdneas ocorrem muito freqiientemente nas caracteristicas taxondmicas.
Mutantes espontaneas de Acetobacter aceti deficientes na oxidagdo do etanol sio exemplos

bem conhecidos (Asai, 1968; Okumura et al, citado por Swings, 1992).

A Tabela 1 pode ser usada para diferenciar Acetobacter, Acidomonas,
Gluconobacter e Frateuria. A diferenciagdo de Acetobacter de Gluconobacter é, em

principio, simples. Acetobacter é capaz de oxidar lactato ou 4cido acético a CO,eH;0Oeé

35



REVISAO DA LITERATURA

mével por flagelo peritriquio ou ndo mével, enquanto que Gluconobacter ndo € capaz de

oxidar estes substratos e ¢ mével por flagelo polar ou ndo mével (Swings, 1992; Holt et al.,

1994).
Tabela 1. Diferenciagio de bactérias Gram negativas que oxidam etanol a acido acético em meio neutro ou acidificado (pH #,5)
Caracteristicas Acetobacter  Acidomonas Frateuria  Gluconobacter
Motilidade +ou-’ - +ou - +oul4 |
Arranjo do flagelo .
Polar - + + \ :
Peritriquio + - -1
Superoxidagédo do etanol + - -l
Oxidagdo de DL-Lactato a CO; e H,O + - = - |
Oxidacdo de Acetato a CO, e H,O + - : =k
Cetogénese +ou - + i
Formagdo de pigmentos marrons soltiveis em adgua em : 4b n
meio GYC
Requerimento de fatores de crescimento +ou - - +1
Produtos formados de glicose ||
Acido 2-cetogliconico + ou - + +
z@cido 5-cetogliconico +ou- - + i -
Acido 2,5-cetogliconico +ou - - +ou -
Acetilmetilcarbinol (VP) +ou - - - + ou ¥ -
Crescimento em 30% de glicose - J -
Crescimento em meio Manitol, Hoyer modificado por i 3
Frateur
Produgio de acido de |
D-Arabinose - +° +
i-Inositol - - + + ou -
Maltose - - - +ou -
Fontes de carbono para crescimento
L-Arabinose - - i E ‘ a
D-Manose, D-Lixose, L-Lixose - + -
n-Propanol +ou - - = 1§
Acetato +ou - 5 ot -
Glicerato +ou - i - ‘ !
Lactato +ou - = + -1
D-Manitol + 2 v +]| |
Metanol - ap - -1
Oxidase - + - -1l

a= + ou -, reacio diferente entre as espécies ou entre linhagens dentro da espécie.

b = algumas linhagens sdo negativas.

Fonte: Bergey's Manual of Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994)
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2.5 Género Acetobacter

Bactérias do género Acetobacter sio células elipsoidais em forma de
bastonetes, retos ou levemente curvados, com dimensdes de 0,6-0,8 pm por 1,0-4,0 um,
ocorrendo isoladas, em pares ou em cadeias. Formas involutivas em algumas linhagens sio
freqiientes, podendo ser espirais, alongadas, dilatadas, associadas, curvadas ou
filamentosas. As que apresentam motilidade possuem flagelos peritriquios ou laterais e
outras sdo ndo-mdveis. Nao formam endosporos, de modo geral sao Gram negativas, com
poucos casos de Gram variaveis. O metabolismo dessas bactérias é respiratério, nunca
fermentativo, portanto, sdo obrigatoriamente aerdbias. O oxigénio é aceptor de elétron
terminal. As colonias sdo opacas e muitas linhagens ndo produzem pigmentos. As
produtoras desenvolvem pigmento aquo-solivel de coloragio marrom ou colbnias rosa. O
mol % G+C do DNA esta na faixa de 51-65% (Tn). A temperatura 6tima esta na faixa de
25-30°C e o pH 6timo de crescimento situa-se entre 5,4-6,3 (De Ley et al., 1984; Holt et
al., 1994; Ebner et al., 1996).

Swings (1992) apresenta os seguintes critérios para uma réapida identificagio

fenotipica do género Acetobacter:

2.5.1 Rapida Identifica¢io Fenotipica do Género Acetobacter

Celulas jovens desse género sdo bastonetes Gram negativos, algumas vezes
Gram variaveis, medem 0,6-0,8 por 1,0-4,0 um, sem endosporos, estritamente aerdbios,
motilidade por flagelos peritriquios, ou ndo méveis. Crescem em pH 5,0, oxidam etanol a
acido acético em condigdes neutras e acidas, e oxidam acetato e lactato para CO, e agua.
Acetobacter prefere etanol e lactato a glicose para crescimento. Lactose ¢ amido ndo sdo
usados como fonte de carbono. A oxidagdo de etanol para acido acético, no caso de
Gluconobacter, e de etanol, para CO; e H,0, no caso de Acetobacter, pode ser detectada

por varios métodos. Frateur (citado por Swings, 1992) usou um meio sélido de agua de
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levedura, 3% etanol, 2% CaCOs e 2% agar, no qual a presenga de acido acético é revelada
pela formagdo de uma zona clara ao redor da area inoculada. A superoxidag@o de acido
acético por linhagens de Acetobacter resulta na re-precipitagio do CaCO; (“brilho
nacarado™) na zona clara , comegando da borda do inéculo. Outro método de avaliagao foi
descrito por Carr (1968). Ele usa um meio com 3% de extrato de levedura, 2% de etanol,
0,0022% de verde bromocresol e 2% de agar. O acido acético produzido por Gluconobacter
muda o indicador de verde para amarelo. Acetobacter mostram a mesma mudanga de cor,
mas como o acido acético ¢ oxidado a CO; e H,0, apds uma longa incubagdo, o indicador

reverte para o azul (Swings, 1992).

O agar dextrose, sorbitol, manitol (DSM), apresentado como um meio seletivo
para isolamento e diferencia¢do de Acetobacter e Gluconobacter basela-se na oxidagio
preferencial da fonte de carbono. Acetobacter tem a habilidade para oxidar lactato e acetato
assim como etanol, sendo esta utilizagao preferencial da fonte de carbono, também usada
como critério para a diferenciagdo. Gluconobacter é incapaz de oxidar lactato e,
preferencialmente, oxida os carboidratos menores produzindo acido acético e mantendo o

meio amarelo (Cirigliano, 1982).

O classico estudo de Entani et al. (1985) indicou que as catorze bactérias
acéticas isoladas de fermentadores submersos com alta acidez tinham grande tolerancia ao
acido acético e habilidade de produzi-lo a partir de etanol. Mas os testes foram negativos
para oxidagio de etanol e lactato em CO; e H,O, reagdo em acetato e lactato, e consumo de
oxigénio por acetato, lactato e succinato. Assim, os isolados tinham caracteristicas
fenotipicas intermedidrias entre os géneros Acetobacter e Gluconobacter. Além disso, eles
tiveram caracteristicas distintas quanto ao meio de cultura, requerendo-o com pelo menos

4% de concentragdo acida e pH 2,2 a 3,5 para crescimento.

Kittelmann et al. (1989) afirmaram que na fermentagao submersa de elevada

porcentagem a superoxidagdo nunca havia sido encontrada. Porém, recentemente, esse
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problema ocorreu nos fermentadores continuos que continham somente de 8% a 11% de

acido acético e concentra¢des baixas do alcool, muito baixas, proximas de 0%.

A superoxidagdo do 4cido acético foi usada para a diferenciagdo entre
Acetobacter e Gluconobacter. Acetobacter spp podem superoxidar o acido acético mas
observou-se que esse critério depende da composi¢do do meio. Isto s6 acontece na auséncia
de etanol. Com A. europaeus, a superoxidag@o acontece em meio AE somente quando a
concentragdo de acido acético esta abaixo de um limite especifico para a linhagem, no
momento em que ha o esgotamento de etanol. Sokollek et al. (1998 b) selecionaram seis
linhagens e estudaram a concentragio de 4cido acético que suprime a superoxidaciio. Estes
valores foram 7, 8, 9, 5, 5 ¢ 6% para linhagens LTH 2460, 2463, 2455, 2458, 2459 € 4342,
respectivamente. Assim, a supressio da superoxidagdo das linhagens em um limite

especifico parece ser uma propriedade comum com as acetobactérias.
2.5.2 Bioquimica

No processo de fermentagio acética, o etanol é quase totalmente oxidado a
acido acético. E comum ser encontrada produtividade em torno de 95 a 98% e as perdas
ocorrem por evaporagdo do etanol. Do mesmo modo, a fonte de carbono (Ce), de
preferéncia a glicose, ¢ oxidada e os produtos obtidos sio gas carbonico e agua (Ebner et

al., 1996).

A Figura 2 apresenta o esquema de oxidagao do etanol a acido acético, que € o

processo chave para a produgdo de vinagre (Madigan et al., 1997).
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Transporte aerdbico

/..> de elétrons
FORGA MOTRIZ DE PROTONS
2e” ATP 2e”
A
NAD' NADH NAD* \DH

Etanol Acetaldeido Acido acético

Figura 2. Oxidag@o do etanol a acido acético

Fonte: Madigan et al. (1997)

O etanol ¢ oxidado por duas reagdes seqiienciais, catalisadas por enzimas
ligadas a membrana, a alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH). As
duas enzimas sdo ligadas ao exterior da membrana periplasmitica e catalisam reagdes de
oxidagdo por estarem localizadas no espago periplasmico. Tais reagdes de oxidagdo sdo
chamadas "fermentagao oxidativa", uma vez que envolvem oxidagio incompleta do alcool,
acompanhada pelo aciimulo do produto de oxidagéo correspondente em grande quantia no
meio de crescimento. Apesar da longa histéria do vinagre, a revelagdo da natureza da ADH
¢ da ALDH ocorreu nos anos 1980, apés a pirolquinolina quinona (PQQ), uma nova
quinona do grupo prostético, ou um cofator quinona, ter demonstrado sua fungdo em tais
enzimas, ao lado de componentes do citocromo. A respeito do sistema de oxidagio do
alcool pela bactéria do acido acético, a ADH e¢ a ALDH tém sido extensivamente

pesquisadas e bem caracterizadas (Ebner et al., 1996; Saceki et al., 1997 a, Luetal., 1999).
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Para hidrolisar aglcares, a Acetobacter faz a rota metabdlica da hexose
monofosfato ¢ o ciclo dos 4cidos tricarboxilicos. A glicdlise estd ausente ou fracamente
executada, assim como a fosfofrutoquinase também estd ausente. O ciclo de Entner-
Doudoroff parece ocorrer somente nas linhagens de Acetobacter que sintetizam celulose,
formalmente classificadas como A.aceti subsp. xylinum. Nestas, o citado ciclo é mais ativo
do que o ciclo da hexose monofosfato. Linhagens capazes de crescer em meio Hoyer com
etanol como tnica fonte de carbono e (NH4),SO,4 como tinica fonte de nitrogénio utilizam
enzimas da rota secundaria do glioxilato. Acetobacter, assim como Gluconobacter, tém
notavel capacidade oxidativa de agticares, dlcoois e esterdides (Asai, 1968; De Ley et al.,
1984).

Yamada et al. (citados por De Ley et al., 1984) demonstraram a presencga de
ubiquinona-10 em Gluconobacter e ubiquinona 8 ¢ 9 em género Acetobacter. A tnica
excegdo foi para A.liquefaciens e bactérias acéticas que sintetizam celulose e sdo
possuidoras de ubiquinona 10. Os seguintes citocromos tém sido encontrados em
Acetobacter mas ndo estdo sempre presentes juntos em uma mesma linhagem: ay, ay, as, b,
¢, ¢; e d. O citocromo a, parece ser tipico de Acetobacter, Jja que ndo tem sido detectado em

Gluconobacter.

Os seguintes testes sdo sempre negativos para todas as linhagens do género:
oxidase, H,S, formagdo indol, liquefagdo da gelatina e reagio em litmus milk. Quanto a

prova bioquimica da catalase s3o positivas (De Ley et al., 1984).
2.5.3 Nutri¢do e Fatores de Crescimento

Quanto a nutrigao, as melhores fontes de carbono para o crescimento séo etanol,
n-butanol, glicerol ¢ lactato. Acido ¢ formado a partir de n-propanol, n-butanol e D-glicose.
N@o hidrolisam amido nem lactose e sdo quimiorganotréficas. Os fatores de crescimento

requeridos por estas bactérias dependem da fonte de carbono fornecida (Rao & Stokes,

43
UNica MPp

BIBLIOTECA CENTRAL

SECAO CIRCULANTE



REVISAO DA LITERATURA

citados por De Ley et al., 1984). Em meios sintéticos que contém nove vitaminas e D-
manitol como fonte de carbono, algumas linhagens requerem 4cido p-aminobenzdico,
niacina, tiamina ou acido pantoténico como fatores de crescimento (Gosselé et al., citados
por De Ley et al., 1984). Ameyama e Kond (citados por De Ley et al, 1984), encontraram
algumas linhagens de Acetobacter que ndo necessitavam de vitaminas para crescer em
presen¢a de D-glicose. Em meios sem a presenga de fonte de carbono, por exemplo, caldo
extrato de levedura, peptona ou caldo nutriente, ndo ocorre crescimento. Em ordem
decrescente, as melhores fontes de carbono que promovem o crescimento das bactérias
acéticas sdo etanol, glicerol e DL-lactato de soédio. Aminoacidos niao podem ser usados

como unica fonte de carbono e nitrogénio (De Ley et al., 1984; Ebner et al., 19906).

2.5.4 Habitat

Ocorréncia da Acetobacter se da em flores, frutas, mel, saqué, tequila, vinho de
palma, grapa, cidra, cerveja, kefir, cerveja Bantu sul-africana, leveduras fermentadas,
vinagre, aparas de madeira usadas em acetador de produgdo de vinagre pelo processo
rapido, acetificadores de vinagre, caldo de cana, tea fungus, solo de jardins e canal de agua.
Acetobacter causam doenga rosa em abacaxi ¢ podridio em magds e péras. A bactéria
acética é usada na fabrica¢dio de vinagre e € deteriorante em cervejas e vinhos (De Ley et

al., 1984; Holt et al., 1994; Swings, 1992).

2.5.5 Diferenciacdo de Espécies no Género Acetobacter

A classificagdo do manual Bergey (Krieg et al. 1984) apresenta quatro espécies

do género Acetobacter: A.aceti, A.liquefaciens, A.pasteurianus e A.hansenii.

Mais recentemente, Holt et al. (1994) incluiram as espécies A. diazotrophicus,
A. methanolicus, A.xylinum para o género Acetobacter. A descrigdo dessas novas espécies

foram publicadas no International Journal of Systematic Bacteriology (1JSB), nos anos de
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1989, 1986, 1983, respectivamente. A Tabela 2 apresenta as caracteristicas diferenciais

dessas espécies do género Acetobacter.
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No Japdo, Entani et al. (1985) publicaram a descri¢io da Acetobacter
polyoxogenes sp. nov., uma nova espécie de bactéria acética habil para produzir vinagre

com alta acidez,

Descricdo de Acetobacter polyoxogenes Sp. nov,

Acetobacter polyoxogenes sp. nov. (po. ly. o. xo'. ge nes. Gr. adj. poli, muito; Gr. n. oxos

vinagre; Gr. v. gennaio, produzir, M. L. adj. polyoxogenes: que produz muito vinagre.)

Tais bactérias sdo bastonetes Gram-negativos, ocorrendo isoladamente ou em
pares, de 0,4 a 0,6 um de largura por 0,8 a 1,3 um de comprimento, nio méveis. Elas
formam coldnias lustrosas, lisas, cinza-claras para marrom claras e colOnias pequenas,
puntiformes. A bactéria cresce em agar acido-etanol (AE), em atmosfera com alta umidade
relativa, de 95% a 100%, e em caldo AE com agitag@o. Cresce na faixa de pH22a35 ¢
na faixa de 15 a 35°C. Requer mais de 4% de acido acético para se desenvolver. Nio cresce
em meio sem etanol ou glicose. Nao cresce no meio de Frateur modificado por Hoyer
(acrescentando vitamina). Produz 4cido glicénico e acido 2-cetogliconico a partir de
glicose, e 4cido acético a partir de etanol. Ndo produz 4cido S-cetoglicdnico, y-pirona,
pigmento marrom soltivel em 4gua ou celulose a partir de glicose. Nao produz nenhuma y-
pirona de frutose nem dihidroxiacetona de glicerol. Nio oxida lactato, acetato, ou
succinato. Utiliza D-glicose, D -frutose, sacarose, D -sorbitol, D -manitol, etanol e n-
propanol. A utilizagdo de iso-propanol é variavel. Possui Q-10 como principal quinona de
isoprendide. A base de composi¢do do DNA ¢é de 57,6 a 58,1 mol % guanina mais citosina
(G+C). Os acidos graxos celulares sio do tipo de cadeia linear contendo Ciso como o
principal componente. O habitat sio fermentadores de vinagre com alta acetificagdio. A

linhagem tipo é NBI 1060 (JCM 3808).
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Segundo Sievers et al. (1992) e Ebner et al. (1996), essa bactéria nao foi
disponibilizada pelo Japan Collection of Microorganisms € os resultados nao publicados

validamente devido aos problemas de preservagio e de propagagao dos microrganismos.

Estudos realizados com Acetobacter polyoxogenes sio encontrados na literatura
japonesa, indicando que com a bactéria tem-se atingido niveis de produgdo em torno de
15% (p/v) e o teor em fosfolipideos dos componentes da membrana celular variam com o
acréscimo na concentragio de 4cido acético do meio. A razdo da fosfatidil colina aumenta e
o fosfatidil glicerol diminui com o acréscimo de acido acético. Ja a proporcdo fosfatidil
etanolamina foi pouco afetada. A relagio de 4cidos graxos insaturados nos lipideos totais
foi muito alta. Proteinas das células de Acetobacter polyoxogenes foram analisadas por
eletroforese. Algumas diferencas foram observadas entre as fragdes de proteinas soluveis
mas ndo entre as quantias presentes nas fragdes da membrana que contém as enzimas
responsaveis pela fermentagéo acética. Em microscopia eletronica de varredura foi possivel
observar que as células coletadas em acidez de 8 a 12% mostraram-se contraidas ¢ que a
19% estavam normais. Essas observagdes sugeriram que a parede celular também muda
com a concentragdo de acido acético. Concluiram entdo que componentes da membrana e a
estrutura da parede celular de 4. polyoxogenes mudam de acordo com a concentragdo de

acido acético no caldo (Higashide et al., 1994, 1996).

Novas espécies de Acetobacter tém sido descritas. Sievers et al. (1992)
propuseram o nome de Acetobacter europaeus a linhagem que foi isolada e caracterizada
em cultura pura de fermentagdes de vinagre com alta acidez, na Alemanha e Suiga. Todas
as linhagens isoladas dos fermentadores submersos e geradores rapidos tinham pouca
similaridade de DNA-DNA (0-22%) com linhagens de Acetobacter e Gluconobacter. A
diferenciagdo fenotipica de espécie para Acetobacter ¢ um tanto dificil, uma vez que
diferentes linhagens de espécies nio necessariamente utilizam a mesma fonte de carbono.

Um critério atil para identificagio da Acetobacter europaeus de outra espécie de
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Acetobacter € a alta tolerancia ao acido acético contido no agar AE, e a absoluta exigéncia

de 4cido acético para crescer (Ebner et al. , 1996).

Descricdo de Acetobacter europaeus (sp. nov.)

Acetobacter europaeus (sp. nov.) eu.ropae'us L. adj. m. europaeus: que ocorre ou vem da

Europa.

Trata-se de células Gram negativas, elipsoidais ou em forma de bastonetes,
retas ou levemente curvadas, com dimensdes de 0,6 a 0,8 mm por 1,0 a 1,4 mm, ocorrendo
sozinhas, em pares ou em cadeias. Nio foram observados motilidade e flagelo. Endosporos
ndo sao formados. Sdo células obrigatoriamente aerébicas e morrem rapidamente com a
interrupgdo de oxigénio. Apresentam coldnias opacas, nao produzem pigmentos, catalase
positivas, oxidase negativas. Oxidam etanol a 4cido acético. O acetato & oxidado a CO; e
H,O, somente em concentragdes de acetato abaixo de 6% e o lactato ¢ ou ndo oxidado.
Glicose ¢ oxidada a 2 ou 5-cetogluconato ¢ a D-glicose ¢ D-manitol podem ser usados
como fontes de carbono. Em crescimento na presenga de fontes de amoénio, estes sio
assimilados. Acetobacter europaeus apareceram em todos os fermentadores submersos e
rapidos usados na produgdo de vinagre coletado na Europa. A concentragio de acido
acético maxima de trabalho nessas industrias é de 10 a 14% e concentracdo de etanol
maxima tolerada ¢ de 5% (v/v). A composi¢do basica de DNA ¢ 56,2 a 57,3% e a
hibridizagdo de DNA-DNA é nio significante com as linhagens tipo de Acetobacter aceti,
Acetobater pasteurianus, Acetobacter liquefaciens, Acetobacter hansenii, Acetobacter
xylinum, A.methanolicus e Gluconobacter oxydans. Os plasmideos estio presentes em todas

as linhagens pesquisadas que foram coletadas em fermentador industrial,

Linhagem tipo Acetobacter europaeus DES11 oxida lactato, produz 5-

cetoglucanato de D-glicose (DSM 6160). Esta depositada na German Collection of
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Microrganisms, tendo sido isolada de culturas submersas de vinagre em fabrica localizada

em Esslingen, no sul da Alemanha.

Caracteristicas taxondmicas de duas linhagens isoladas de fermentadores de
vinagre de vinho tinto e de cidra descritas por Sokollek et al. (1998 b) e publicadas no
International Journal of Systematic Bacteriology avaliam por analise comparativa as
seqgiiéncias de rRNA 16S. Dessa maneira, revelou-se a similaridade (> 99%) entre linhagem
LTH 2460" e linhagem tipo das espécies relacionadas de Acetobacter europaeus ¢
Acetobacter xylinus e, entre linhagem LTH 2458" e Acetobacter pasteurianus. Por outro
Jado, baixos niveis na relagio de DNA (< 34%) foram determinados nos estudos de
similaridade de DNA-DNA. Esta baixa similaridade de nivel de espécies era consistente
com as caracteristicas fisiolégicas, permitindo uma clara identificagdo dessas linhagens
dentre as espécies estabelecidas de bactérias do acido acético. Com base nesses resultados,
os nomes Acetobacter oboediens sp. nov. € Acetobacter pomorum sp. nov. foram propostos

para linhagens LTH 2460" e LTH 2458, respectivamente.

Descricido de Acetobacter oboediens sp. nov.

Acetobacter oboediens (ob.oe diens. L. adj. oboediens: obediente).

A células tém dimensdes de 0,8 a 1,2 pum por 1,3 a 1,6 um, ndo moveis,
ocorrendo principalmente em pares. As colonias sio redondas, regulares, umbonadas,
macias, brilhantes, com colorag@o lustrosa e bege, com um diametro de 1 a 2 mm em agar
RAE (meio acido etanol reforcado 1 4cido:2 etanol). Crescem em etanol a 3% (v/v) na
presenga de até 8% (p/v) de acido acético em caldo AE. Crescem na presenca de glicose a
30% (p/v) com um forte acimulo de acido glicénico (2130g.L"). Formam acido 2
cetogliconico a partir de glicose. Crescem bem em glicose, frutose, ribose, glicerol, lactato

de sédio, glucanato de potéssio e sacarose em agar extrato de levedura e peptona. Formam

T indica linhagens que sdo tipo da espécie e subespécie.
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dihidroxiacetona a partir do glicerol. Nio formam celulose e 0 sistema ubiquinona consiste
em Q-10 como principal € Q-9 como menor componente. O teor no DNA de G+C é 59,9
mol %. As linhagens LTH 2460" (=DSM 11826") passaram a representar uma linhagem

tipo, isolada de fermentagio submersa de vinagre de vinho tinto, no sudeste da Alemanha.

Descricdo de Acetobacter pomorum sp. nov.

Acetobacter pomorum (po.mo‘rum. L. neut. n. pomum: fruta; L. gen. pl. neut. n. pomorum:

de frutas).

As cclulas tém dimensdes de 0,8 a 1,2 um por 1,3 a 1,6 um, ndo mdveis,
ocorrendo principalmente em pares. As coldnias sio redondas, regulares, convexas, moles
para liquidas, brilhantes lustrosas e beges com um didmetro de 0,8 a 1,5 mm em égar de
RAE (1a/2¢). Crescem em etanol a 3% (v/v) na presenga de até 4% (p/v) 4cido acético em
caldo AE. Crescem na presenga de glicose a 30% (p/v) com um fraco acumulo de acido
gliconico (< 10 g.L™"). Ndo formam 4cido 2 cetoglicnico a partir de glicose. Crescem bem
com amoénia como unica fonte de nitrogénio em etanol, n-propanol, glicose, frutose,
maltose, ribose, xilose, sorbitol, manitol e glicerol e tém crescimento reduzido com metanol
em agar sal. Formam dihidroxiacetona a partir de glicerol. Nao formam celulose ¢ o sistema
ubiquinona consiste em Q-9 como principal e Q-8 como menor componente. O teor no
DNA de G+C ¢ 50,5 mol %. Linhagens LTH 2458" (=DSM 11825") é uma linhagem tipo ¢
foi 1solada de fermentag@o submersa de vinagre de cidra no sudeste da Alemanha.

Linhagens de uma nova espécie do género Acetobacter foram isoladas e
caracterizadas em cultura pura obtida de diversas fontes, como Kombucha e vinagre de

cidra e de alcool, na Sui¢a e Eslovénia (Boesch et al., 1998).

Descricdo de Acetobacter intermedius sp. nov.

Acetobacter intermedius (L.adj.m. intermedius, intermediario entre dois)

51



REVISAO DA LITERATURA

Esta acetobactéria apresenta propriedades fenotipicas intermediarias entre
Acetobacter europaeus e Acetobacter xylinus. As bactérias dessa linhagem crescem em
altas concentragdes de acido acético e em meio sem acido acético. Células Gram negativas,
em forma de bastonetes, retos, com 0,7 um por 2 pm, ocorrem em pares. Motilidade e
flagelo nao foram observados. Ndo formam endosporos. Sdo obrigatoriamente aerdbicas.

As coldnias siio opacas € ndo produzem pigmentos.

Sio catalase positivas e oxidase negativas. Oxidam etanol a acido acético. O
acetato ¢ oxidado a CO, mas somente a concentragdes abaixo de 6%. Nao oxidam glicose a

5 cetoglucanato ou 2 cetoglucanato. A composi¢ao basica do DNA € 61,55%.

Acetobacter intermedius ocorrem em tea fungus, vinagre de alcool e de cidra.
Hibridizagio de DNA-DNA é nio significante com linhagens tipo de Acetobacter aceti, A.
pasteurianus, A. liquefaciens, A.hansenii, A.xylinus, A. methanolicus ¢ Gluconobacter
oxydans. Hibridizagdo com linhagem tipo de Aceotbacter europaeus foi < 60%. A linhagem
tipo Acetobacter intermedius TF2 (DSM11804) foi isolada de bebida fermentada
(Kombucha) na Suiga e esta depositada no DSM.

Yamada (2000) propde a transferéncia de Acetobacter oboediens (isolada por
Sokollek et al., 1998 b) e Acetobacter intermedius (isolada por Boesch et al., 1998), para
género Gluconoacetobacter, como Gluconoacetobacter oboediens comb. nov. e
Gluconoacetobacter intermedius comb. nov., baseados em resultados do sequenciamento
de seu gene 16S rRNA. Linhagens tipo dessas espécies sio agrupadas na posi¢ao do género
Gluconoacetobacter juntamente com as Gluconoacetobacter xylinus, Gluconoacetobacter
europaeus, Gluconoacetobacter hansenii, Gluconoacetobacter liquefaciens (espécie-tipo) €
Gluconoacetobacter diazotrophicus. O significante crescimento em agar manitol ¢ a
presenca de isopreno ubiquinona formado de Q10 € discutido para caracterizar o género

Gluconoacetobacter.
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Estudo taxonémico foi realizado na Indonésia com 46 linhagens de bactéria
acetica isoladas de flores, frutas e alimentos fermentados. Essas eram bastonetes Gram
negativas, produziam acido acético a partir do etanol, oxidavam acetato e lactato a CO; e
H,0. Com base nas similaridade de DNA-DNA, todas as linhagens estudadas, incluindo as
linhagens tipo e referéncia do género Acetobacter, foram separadas em 11 grupos (Grupos
de I a XI). Do total das 46 isoladas, duas foram incluidas no Grupo I e identificadas como
Acetobacter pasteurianus, cinco no Grupo IV como 4. orleanensis, 16 no Grupo V como 4.
lovaniensis, cinco no Grupo VII com A. indonesiensis, ¢ trés no Grupo VIII como A.
tropicalis. Os 15 isolados restantes constituem trés novos grupos baseados na similaridade
de DNA-DNA; quatro isolados foram incluidos no Grupo IX, dois no Grupo X e nove no
Grupo XI. Nenhum isolado foi identificado como 4. aceti (Grupo I), A. peroxydans (Grupo
1) e A. estunensis (Grupo VI). Analises filogenéticas baseadas no sequenciamento de 16S
rDNA linhagens representativas dos Grupos indicavam que pertenciam ao género
Acetobacter. Com base na composi¢dio de base do DNA, similaridade DNA-DNA e no
sequenciamento 16S rDNA, propuseram trés novas especies do género Acetobacter:
Acetobacter syzygii sp. nov. no Grupo IX, Acetobacter cibinongensis sp. nov. no Grupo X e

Acetobacter orientalis sp. nov. no Grupo XI (Lisdiyant et al., 2001).

2.6 Isolamento e Meios de Crescimento

O isolamento de bactérias acéticas é de suma importancia pois a partir desses
isolados pode-se conseguir linhagens que sejam de interesse industrial. E possivel a
obtengdo de linhagens capazes de fermentar a temperaturas mais elevadas que 30°C,
diminuindo-se custos de refrigeragio, tolerantes a altas concentragdes de acido acético e
concentragao total, que requeiram menos nutrientes para produgdo, nio superoxidem o
ctanol formado e sejam resistentes aos bacteriéfagos. Na literatura, encontram-se diversas

formas de isolamento e meios usados, selecionados e apresentados a seguir.

53



REVISAO DA LITERATURA

O meio composto por agar, dextrose, sorbitol e manitol (DSM) foi recomendado
como um meio seletivo para isolamento e diferenciagdo dos géneros de Acetobacter €
Gluconobacter (Cirigliano, 1982). O autor relata que, tradicionalmente, bactérias acéticas
tém sido isoladas com os mesmos meios utilizados para separar as leveduras. A seletividade
do DSM é conseguida pela acetificacdo, até um pH que favorega o crescimento de bactérias
acéticas e impega o crescimento de Pseudomonas, e pela utilizagio de carboidratos
especificos. Acetobacter cresce no meio provocando a mudanga deste de amarelo para
purpura, a0 mesmo tempo que produz um precipitado branco de carbonato de célcio. O
precipitado de carbonato de célcio ao redor da célula crescida forma um halo translucido.
Segundo o mesmo autor, Gluconobacter, que é incapaz de oxidar lactato, preferencialmente
oxidaria os menores carboidratos constituintes, produzindo acido acético € mantendo o

meio com cor amarela.

Ohmori et al. (1980, 1982) isolaram em torno de 1100 linhagens de bactérias
acéticas para obter uma que fosse capaz de fermentar a alta temperatura (35°C). As
linhagens foram isoladas de calda de vinagre, amostras de solo de industrias vinagreiras e
frutas podres, tais como maga, péssego, laranja, caqui e ameixa. Trés tipos de meio foram
usados: YG, que contém 0,5% de extrato de levedura, 2% de glicose, 0,026% (NH4);HPO4,,
0,027% KH,POs, 0,005% MgS04.7H,0, 5% (v/v) etanol e 6% (p/v) de acido acético;
YGM, composto por 1% extrato de levedura, 2% glicose, 2% manitol, 2% etanol e 0,5% de
acido acético; e o meio K, preparado pela adigdio de 5% de etanol em 0,2 a 7% de é4cido
acético, em extrato de Koji a 10°B. O isolado Acetobacter aceti n.1023 foi observado como
uma linhagem termofilica com forte resisténcia ao acido acético e habilidade para oxidar o
etanol. Cresceu em agar contendo 1% de extrato de levedura, 0,4% peptona, 6% glicose,

1% CaCO; e 2% de agar.

De Ley et al. (1984) relataram que muitas espécies e subespécies de
Acetobacter crescem de moderada a abundantemente em meio padrdo chamado GYC. Este

contém em g/L: 10 g extrato de levedura, 50 g de D-glicose, 30 g de CaCOs e 25 g de agar.

54



REVISAO DA LITERATURA

As coldnias apresentam-se opacas, circulares, elevadas ou convexas e menores que 3 mm

de didmetro.

Observa-se crescimento de bactérias do acido acético em meio Carr (1968)
modificado, composto em g/L de: 30 g de extrato de levedura, 20 g de etanol e 20 g de
agar. Em meio manitol, denominado M YP, essas bactérias crescem de modo insuficiente. 0
meio MYP ¢ formulado em g/L com: 5 g de extrato de levedura, 25 g de manitol, 3 g
peptona ¢ 25 g de 4gar. Todas as linhagens de Acetobacter crescem em meio Frateur (citado
por De Ley et al., 1984) cuja composigio ¢ 10 g de extrato de levedura, 20 g de CaCOs, 20
ml de etanol e 20 g de agar, ajustados a um pH entre 6-7. O acido composto dissolve o
carbonato de cilcio formando um halo de 12 mm ao redor da camada. O CaCoO; ¢

depositado como uma zona clara entre 3-10 dias pela superoxidagdo (De Ley et al., 1984).

Virias linhagens s3o capazes de crescer em meio quimicamente definido sem
aminodcidos, usando ions NH4" como fonte tinica de nitrogénio e etanol como de carbono.
Este € conhecido como meio Hoyer modificado por Frateur e cuja composigio por litro de
agua destilada é: etanol, 38 ml; (NH4);SO4, 1,0g; K;HPO,, 0,1 g; KH;PO4, 09 g;
MgS0,.7H,0, 0,25 g; FeCls, 0,005 g; d-biotina, pantofenato de célcio, tiamina, acido
folico, acido p-aminobenzdico e vitamina B12 0,001 g cada; piridoxal-HCI, niacina e
riboflavina, 0,0015 g cada (De Ley et al., 1984).

No passado, muitos meios de enriquecimento e isolamento foram descritos, os
quais, na maioria, continham cerveja ou levedura. Esses ingredientes sdo dificeis para
padronizagdo. Um simples e apropriado meio de isolamento para a Acetobacter contém
0,5% extrato de levedura bacteriolégico a 1,5% etanol e 2,5% agar, sugerido por

Suomalainen et al. (citado por De Ley et al., 1984).

Entani et al. (1985) relataram a dificuldade de isolamento de microrganismos

produtores de vinagre com alta acidez, maior que 10%, em indistrias de fermentagio
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submersa. Tal dificuldade foi atribuida aos meios usados no isolamento. Os autores
desenvolveram, a partir dai, estudo com o objetivo de isolar e caracterizar as bactérias
acéticas que produzissem vinagre com alta acidez. O meio desenvolvido e empregado para
o0 isolamento era um agar acido acético-etanol (AE) em placas. Partiu de um caldo AE,
solidificado por meio de adigao de agar 0,5 %. A superficie foi coberta mais adiante com
meio AE a 1% de 4gar. O meio AE era composto de 1,5% glicose, 0,2% extrato de
levedura, 0,3% peptona, 6,5% de acido acético e 2% (v/v) etanol. O éacido acético e o etanol
foram adicionados apos a autoclavagem. O pH final do caldo de AE nao foi ajustado mas
era aproximadamente 2,9. Amostras para isolamento eram de varios tipos de vinagre
coletadas de algumas vinagreiras. As amostras foram espalhadas em placas com agar de AE
¢ incubadas a 30°C durante 7 a 30 dias em estufa com 95 a 100% de umidade relativa. Os
microrganismos que apareceram em agar AE foram pingados e purificados por culturas em
estrias repetidas no mesmo meio. O total de linhagens isoladas foi catorze. Quando a
concentragdo habitual de agar (1,5 a 2,0%) foi usada para isolamento de caldo de vinagre
fermentado com alta acidez, nenhum microrganismo era obtido. O cultivo no agar de
camada dupla sob alta umidade é necessario para o crescimento de colénias de bactérias
produtoras de alta acidez. Aparentemente, o agar menos denso da camada inferior fornece
um ambiente umido para a camada superficial. Além dos isolados mencionados, testou
também as seguintes linhagens padrdes: Acetobacter liquefaciens IAM 1834, Acetobacter
xviinum NCIB 11664" , IFO 3288, NBI 1002 e NBI 1003, Acetobacter hansenii NCIB
8746". Gluconobacter cerinus IFO 3267", Gluconobacter oxydans subsp. oxydans ATCC
19357", Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans IFO 3990, Gluconobacter oxydans
subsp. industrius 1IFO3260, Gluconobacter oxydans subsp. melanogenes IFO 3293, e
Gluconobacter oxydans subsp. sphaericus IFO 12467". As linhagens padrdo foram

cultivadas em glicose-extrato de levedura-peptona (GYP).

Teuber et al. (1987) descreveram que o isolamento de microrganismos

responsaveis pela oxidagdo eficiente de etanol para acido acético em fermentagdes

T Indica linhagens que sio tipo da espécie e subespécie.
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submersas de vinagre de alta acidez (12 a 13% de concentragdes final de acido acético) nio
era alcangado na Europa, embora isso tivesse sido descrito, para fermentadores
semelhantes, no Japdo, com desenvolvimento de técnica especial de agar de camada dupla
(Entani et al., 1985). O exame preliminar dessa técnica em seus laboratérios produziu
resultados bastante variaveis. Somente alguns fermentadores investigados foram capazes de
formar colénias no agar proposto. Consideravam ser necessaria outra abordagem para
caracterizar a microflora de fermentagdes de vinagre submersas. Propuseram entdo avaliar
os perfis de plasmidios dos fermentadores, extraindo estes, por procedimentos padrio dos
microrganismos cultivados, por centrifugagdo. Concluiram com seus experimentos que
perfis distintos de plasmidios sio obtidos de fermentadores individuais, sugerindo a
presenga de uma microflora bastante uniforme em fermentagdes submersas em "alta acidez"

de vinagre.

Com agar de dupla camada, contendo 4cido acético, foram isoladas culturas
mistas em processo submerso de fermentagio acética trabalhando bem (1), em processo que
tinha falhado (2) e em acetador rapido. Os meios de isolamento e cultivo usados foram o
agar de Carr (Carr, 1968) e o dgar W (Wiame), de acordo com Wiame et al. (citado por
Kittelmann et al., 1989). Os organismos de referéncia Acetobacter aceti subsp. aceti (DSM
2002), Acetobacter aceti subsp. xylinum (DSM2004), Acetobacter peroxydans (DSM 2006)
e Gluconobacter oxidans subsp. suboxydans (DSM 2003) foram fornecidos pelo Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen (DSM). Desenvolveram o seguinte método para o
crescimento das bactérias acéticas, depois que numerosos outros meios € métodos falharam.
Na torneira de saida do vinagre fermentando no reator, rinsou em placas de agar W,
vertendo as placas imediatamente. Assim, uma camada fina de vinagre permaneceu na
superficie do dgar. O plaqueamento de 0,1 mL ou de 1 mL de cultura liquida no agar de W
foi ineficiente; estrias com uma alga de inoculagdo nesse meio resultaram somente no
crescimento das células do fermentador continuo para baixa concentragdo de acido acético.
Quando o pH foi variado entre 2 ¢ 4,7 no dgar W e a concentragdo de acido acético foi

aumentado por etapas de 0% a 5,25% (p/v) em pH 3, as circunstincias usadas por Wiame
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provaram ser muito apropriadas (3% p/v acido acético, pH 3). O crescimento OCOITEU
somente em areas das placas que estavam umidas por muito tempo. Quando a concentragao
do agar foi baixada a 6 g/L, camadas mais grossas de células e colonias maiores foram
obtidas. Uma melhoria adicional foi conseguida aumentando a concentragdo de glicose a 30
g/L. Dois tipos de coldnias podiam ser diferenciados macroscopicamente nos ultimos
meios. Os isolados n3o cresceram bem ¢ algumas vezes ndo cresceram em agar inclinado.
O crescimento das linhagens acetofilicas foi conduzido em uma atmosfera umidificada,
incubando as placas em sacos plasticos. A exigéncia quanto a umidade para o crescimento
em meio sélido parece ser uma caracteristica geral de bactérias do acido acético isoladas
nas instalagdes de producdo do vinagre. Outros autores relataram também os métodos de
cultivo similares. O crescimento do A. acidophilum (Wiame et al., citados por Kittelmann
et al., 1989) e das diversas culturas de Acetobacter de fermentadores industriais
(Hitschmann & Meyrath, citados por Kittelmann et al., 1989) foi possivel por umidifica¢io
da superficie das placas com éagua ou alcool diluido. Hildebrandt et al. (citados por
Kittelmann et al., 1989) descreveram que cultivos sélidos em superficie de organismos
isolados de fermentagio submersa foram mantidos em sacos selados de polietileno. Vinte ¢
trés linhagens de bactérias acéticas foram isoladas de cinco diferentes fermentadores de

vinagre (Kittelmann et al., 1989).

Em estudo sobre a oxidagio de etanol a acido acético por bacterias do género
Acetobacter, livres ¢ imobilizadas em géis hidrofilicos, Moraes (1991) trabalhou com
linhagens provenientes das cole¢des de cultura Deutsche Smmlug von Mikroorganesmen
und Zelkuturen GmbH - DSM, National Collection of Industrial Bacteria - NCIB,
Collection of the Institute Pasteur - CIP e linhagem (CCT 2013) isolada de caqui em
decomposigdo, pela Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia Andre Tosello. Utilizou
quatro diferentes meios de cultura com procedimentos distintos para obter pré-indculos

com densidade celular elevada.
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Swings (1992), em uma importante revisdo sobre bactérias acéticas, observou
que na literatura antiga vérios procedimentos sdo indicados para o isolamento de bactéria
acetica. Quando a expectativa ¢ de um pequeno nimero de células indica-se um
enriquecimento. Pela experiéncia do autor, em muitos tipos de cerveja e vinho ndo ha o
crescimento de bactéria acética, presumivelmente pela presenca de conservantes. Descreve
varias técnicas usadas para o isolamento de algumas espécies destas bactérias, entre elas, os
meios usados por Vaughn (citado por Swings, 1992), os procedimentos de isolamento,
segundo Frateur (citado por Swings, 1992), Frateur & Simonart (citados por Swings, 1992),
Shimwell (citado por Swings, 1992), para culturas da "verdadeira bactéria de trabalho" do
acetificador de vinagre. Indicou o seu procedimento para isolamento de bactéria acética de
flores ou de frutas, o de fabrica de cidra descrito por Carr & Davies (citados por Swings,
1992) e Passmore & Carr (citados por Swings, 1992), o meio proposto por Maugent (citado
por Swings, 1992) e por dltimo o isolamento de Acetobacter diazotrophicus, de cana-de-

agucar, por Cavalcante & Dgbereiner (1988).

Microrganismos origindrios de vinagre com alto teor de acido acético ndo sio
capazes de crescer em meios usados para isolar bactérias acéticas ja descritas. Essa
desvantagem foi superada com a técnica da dupla camada proporcionada por Entani et al.
(1985). E, fazendo uso dessa técnica, Sievers et al. (1992) compararam linhagens isoladas
de fermentagdes de vinagre da Alemanha ¢ Suiga com espécies de linhagens tipo de
Acetobacter e Gluconobacter por hibridagio DNA-DNA. As colénias foram obtidas de
cultura submersa por estriamento, a partir de caldo de fermentago diluido assepticamente e
de geradores rapidos tomando filme de bactéria diretamente sobre a placa com agar AE
modificado, de dupla camada, incubada a 30°C por 7 a 14 dias, entre 92 e 96% de umidade

relativa. Foram obtidas 24 linhagens de Acetobacter.

Acetobacter diazotrophicus ¢ isolada em meio LGI-P semi-solido, com alta
concentragdo de sacarose. Aliquotas de diluigdes seriadas de amostras de raizes, folhas e

colmos das plantas testadas sdo inoculadas no meio e incubadas a 30°C. Apés sete dias,
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ocorre a formagdo de uma pelicula de cor laranja, sendo que o meio abaixo da pelicula fica
incolor, devido a assimilagdo do azul de bromotimol pelas bactérias. A pelicula ¢ entdo
riscada em placas, contendo meio LGI-P sélido, acrescido de extrato de levedura incubada
a 30°C, por uma semana. As coldnias formadas sdo pequenas e de cor laranja. Cultivo em
meio liquido pode ser feito em LGI ou LGI-P, acrescido de extrato de levedura (Reis et al.,
1994; Déobereiner et al., 1995).

Bactérias acéticas termotolerantes foram isoladas de diversas frutas da
Tailandia sob diferentes condigdes. Cerca de 20 g de cada fruto foram cortados em pedagos
pequenos e colocados em frascos cobertos com gaze esterilizada para prevenir
contaminagdo por inseto. Em cada frasco, adicionou-se 40 mL de 4gua destilada, contendo
2 ou 4% de 4cido acético e 4 ou 6% de etanol ou agua de coco esterilizada e emergiu-se a
amostra de fruta. Os frascos foram incubados estaticamente a 30 ou 37°C. Apés 3, 5 e 7
dias de incubagio, vérias algadas da amostra foram estriadas em placas com agar YPG (0,5
g de extrato de levedura, 0,5 g de peptona, 1,0 g de glicerol, 0,5 g de CaCOs e 1,5 g de
agar) suplementado com 4% de etanol ou em placas de agar 4gua de coco contendo etanol a
4% e 3 mg de purpura de bromocresol por 100 mL. As coldnias que apresentavam halos em
agar YPG ou colénias amarelas em placas de agar agua de coco, ambas indicando produgio

de 4cido, sendo ento coletadas (Saeki et al., 1997a; Saeki et al., 1997b).

Bactérias acéticas foram isoladas também de usina de agicar e alcool, em
trabalho apresentado por Maeda (1997). Os pontos de coleta das amostras ocorreram na
fase de moagem da cana-de-aglicar da unidade industrial. Nas etapas de isolamento,
purifica¢do e triagem de linhagens produtoras de acidos, foram utilizados seis diferentes
meios. Como resultado, foram isoladas 104 linhagens da usina € uma de industria de

vinagre.

Sokollek & Hammes (1997) descreveram o preparo de cultura iniciadora para

fermentagdo de vinagre em comunicagdo para a comunidade académica. Partiram de
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linhagem isolada em acetador de vinagre em funcionamento. A linhagem foi isolada da
industria com uma estriagem direta feita nas placas com meio AE. As colonias foram
purificadas por repetidas estrias da cultura em placas com meio AE. Da cultura do acetador
e de diversas culturas puras obtidas, foram extraidos plasmidios para a determinagdo do
perfil. Como o perfil do isolado era idéntico ao da cultura do acetador, ele foi considerado

representante da linhagem predominante no acetador.

Outros dados apresentados no mesmo trabalho conduzido pelos autores
Sokollek et al. (1998a) relatam dez linhagens de bactérias acéticas investigadas quanto as
caracteristicas de crescimento e metabolismo. As linhagens foram colhidas na produgio de
vinagre industrial no Sul da Alemanha. No momento do isolamento, no acetador industrial,
as concentragdes totais, isto €, acido acético (p/v) mais etanol (v/v), dos vinagres em
fermentagdo, estavam entre 6,1 e 14,9%. Uma estria direta era feita sobre placas com agar
AE (4a/3¢). As culturas foram purificadas por repetidas estrias em placas com agar AE
(4a/3e).

No estudo da modelagem cinética do crescimento de Acetobacter aceti em
cultura descontinua, o microrganismo usado nos experimentos foi isolado de uma unidade
produtora de vinagre na regido de Jerez (Espanha), classificado como Acetobacter aceti
ATCC 15973. E um meio sintético complexo (6% YEPEQ) foi usado para cultivar os

microrganismos (Ory et al., 1998).

Bactéria termotolerante com alta produgdo de acido acético foi isolada em
Taiwan, a partir de banana em decomposi¢do. A linhagem 114-2 foi identificada como
Acetobacter sp., de acordo com suas caracteristicas fenotipicas € quimiotaxonémicas. O
procedimento do isolamento no experimento foi primeiramente enriquecimento em meio a
30°C com agitagdo em incubador rotatério a 150 rpm, por 3 a § dias. O meio continha(g/L)

caldo dextrose batata, 110; peptona, 3; extrato de levedura, 5; etanol, 5; 4cido acético, 0,3;

? Composicio do meio: 10 g.L”' de levedura, 20 g.L"" peptona, 60 g.L"" etanol absoluto.
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pH 4,2. O meio (meio AC), modificado de Yamada (citado por Lu et al., 1999) foi usado
para isolar bactérias produtoras de acido acético do meio de enriquecimento. O meio AC €
constituido de todos os componentes do meio de enriquecimento, exceto acido acético e
acrescido de (g/L) CaCOs, 5 e agar, 20. Para a avaliagdo da produgao de 4cido acético, as
linhagens foram crescidas em 10mL do meio por 2 dias e 1,5 mL de cultura liquida foi
transferida para 50 mL de meio e incubadas a 30°C com agitagao de 150 rpm por 2 dias. O
meio de Saeki (citado por Lu et al., 1999) modificado foi usado como meio iniciador e
continha (g/L): glicerol, 5; dextrose, 5; peptona, 5; extrato de levedura, S; etanol, 20; acido
acético, 2 e pH 4,3. A cultura principal foi preparada inoculando-se 1mL do segundo meio
num meio contendo (g/L): glicerol, 2; dextrose, 30; peptona, 2; extrato de levedura, 2;
etanol, 50; acido acético, 2 e pH 4,1, sendo agitado a 50 rpm por 3 dias. A cultura foi
centrifugada a 4°C e 13000 g por 15 min, € no fluido sobrenadante coletado determinou-se

a quantidade de 4cido acético, etanol e acido gliconico (Lu et al., 1999).

2.7 Preservacio de Bactérias

A preservagio de microrganismos é decorrente do fato de certas linhagens
apresentarem caracteristicas com significativa importancia industrial ¢ cientifica. E
relevante que as linhagens preservadas ndio percam suas caracteristicas fundamentais nem
ganhem outras. Essas modificagdes podem ocorrer por mutagao ou perda de plasmidios.
Logo, o método de preservagdo deve minimizar esses possiveis problemas (Kirsop &

Doyle, 1991).

Ainda durante o processo de preservagio dos microrganismos, as celulas podem
morrer na estocagem, resultando em baixos niveis de viabilidade. Mais uma vez, o método
usado deve minimizar essa queda de viabilidade celular e manter a cultura viva por longo

periodo (Kirsop & Doyle, 1991).

2.7.1 Preservaciio de microrganismos e estocagem em nitrogénio liquido
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Podem-se utilizar varias técnicas para a preservagdao de microrganismos e cada
uma delas guarda suas vantagens e desvantagens. A escolha para o uso de uma em
particular é determinada pelas necessidades de cada procedimento. Os principais métodos
sdo: 1) subcultura; 2) secagem, que pode utilizar silica gel, kieselguhr, terra ou areia, discos
de papel ou gelatina; 3) liofilizagao, 4) congelamento, em frascos a —70°C ou em nitrogénio

liquido (Kirsop & Doyle, 1991).

Na preservagao por congelamento, a agua ndo esta disponivel para o
microrganismo, e as células desidratadas s3o estocadas a baixas temperaturas. Danos nas
c€lulas podem ocorrer durante o processo de congelamento ou descongelamento. Fatores
como a concentra¢do de eletrolitos da dgua removida como gelo ou pela formacdo de
cristais afetam a integridade celular. Na tentativa de minimizar os danos causados pela taxa
de resfriamento e aquecimento, adicionam-se liquidos soluveis em agua, como dimetil
sulfoxido ou glicerol na suspensdo de células, na concentragdo de 10%, protegendo-a e
prevenindo a formacdo de cristais de gelo. A adi¢do de tais agentes, chamados de
crioprotetores, ¢ a forma habitual de conservar cultivos microbianos a baixas temperaturas

(Kirsop & Doyle, 1991; Madigan et al., 1997).

Temperaturas de —20, -30, -40, -70, -140 e —196°C podem ser usadas. Em geral,
as temperaturas acima de —30°C apresentam resultados ruins e podem ser explicadas pela
formagdo de uma mistura eutética que expde a célula a uma alta concentragdo de sal.
Estocagem a —70°C tem sido usada para diferentes microrganismos, incluindo bactérias,
fungo, micoplasma, protozoarios e virus. Estocagem a —140°C (em vapor de nitrogénio) e —
196°C (em nitrogénio liquido) ¢ usada com sucesso para preservagdo de microrganismos ¢
culturas que nio podem ser mantidas de outra forma (Becker, 1990; Kirsop & Doyle,
1991).



REVISAO DA LITERATURA

Estocagem em nitrogénio liquido ou a vapor ¢ um método de preservagdo
aplicado universalmente. Preservam-se com sucesso fungos, bacteriéfagos, virus, algas,
protozoarios, bactérias, leveduras, células animais e vegetais e cultura de tecidos. Em
alguns microrganismos, incluindo as linhagens modificadas por engenharia genética, uma
alta porcentagem de células na populagio pode sofrer modificag@o e morrer nos processos
de aquecimento e resfriamento. Os prejuizos podem ser minimizados pelo uso de
crioprotetores € ajuste nas condigdes de crescimento e taxa de aquecimento e resfriamento.
Embora as caracteristicas genéricas pare¢gam ser preservadas sem alteragdes, durante o
periodo de estocagem, tém sido reportadas algumas mudangas nucleares e nos plasmidios.
O conhecimento corrente sugere que a longevidade e a estabilidade de culturas por esse
método é maior e melhor do que para células liofilizadas. Atualmente, a estocagem em
nitrogénio liquido é o método selecionado para preservagao e estocagem de culturas de alto

valor (Becker, 1990; Kirsop & Doyle, 1991).

As principais desvantagens desse método sdo a evaporagdo do nitrogénio,
devendo o mesmo ser reposto regularmente. Qualquer interrup¢do ou acidente com o
recipiente pode causar a perda total da colegdo. Mencione-se ainda o alto custo do

nitrogénio (Kirsop & Doyle, 1991).

2.7.2 Preservacao de bactéria acética

Todas as 33 culturas obtidas de bebidas destiladas e as linhagens obtidas da
ATCC testadas por Cirigliano (1982) no desenvolvimento de um meio seletivo para
isolamento e diferenciagdo foram mantidas em agar manitol e repicadas semanalmente em

caldo manitol.

Linhagens isoladas por Ohmori et al. (1982) foram mantidas em 4gar inclinado

e estocadas a 4°C, sendo transferidas para outro meio a cada dois meses.
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Segundo De Ley et al. (1984), Acetobacter tem sido mantida a 4°C em meio
padrio (GYC)'? e transferida mensalmente. Muitas linhagens permanecem viaveis por trés
meses quando mantidas em meio e tubos proprios. Algumas linhagens A.pasteurianus
classificadas como A. peroxydans, A.pasteurianus subsp. paradoxus e subsp. ascendens,
incapazes de crescer em GYC, sdo preservadas ou em MYP'/ ou em Carr modificado'?. O
ultimo ndo ¢ desejavel para manutengo, pois as células morrem rapidamente. Linhagens de
Acetobacter sobrevivem liofilizadas por 10 anos. Outro método ¢ o da preservagio em

nitrogénio liquido.

O meio usado por Nanba et al. (1984) para estocar Acetobacter sp. 1-39
Mitsukan (Nakano Vinegar Co. Ltda., Aichi, Japao) era composto por glicose, extrato de
levedura, peptona, agar e carbonato de célcio. As linhagens eram mantidas em tubo
inclinado, a 28°C por dois dias e depois a 4°C, posteriormente, eram repicadas a cada trés

semanas.

As amostras coletadas por Teuber et al. (1987) em 19 fermentadores, em escala
laboratorial e industrial, produzindo de 12 a 13% de concentragdes finais de 4cido acético,

foram estocadas a 4°C.

Kittelmann et al. (1989) ndo conseguiram preservar a 4°C culturas acetofilicas,

designadas pelos autores como aquelas capazes de crescer em meio contendo acido acético.

Swings (1992) reporta que bactérias do acido acético podem ser conservadas
por mais de 10 anos quando liofilizadas ou mantidas em determinados meios a 4°C,
devendo ser transferidas mensalmente. Algumas linhagens vigorosas podem ser mantidas

vivas por dois meses ou mais, a 4°C.

' 0 meio GYC ¢ composto por 5% D-glicose, 1% extrato de levedura, 3% CaCO, e 2,5% agar.

"' O meio MYP ¢ formulado em g/L com: 5g de extrato de levedura, 25g de manitol, 3g peptona e 25g de
agar.

> O meio Carr modificado é composto em g/L por 30 g de extrato de levedura, 20 g de etanol e 20 g de agar.
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Acetobacter europaeus foi descrita como a principal bactéria presente em
fermentadores industriais na Europa Central. E mencionada a dificuldade de manter
culturas de bactérias acéticas em meios semi-solidos e leva-los para meio liquido apods
preservagdo. Uma linhagem obtida do fermentador submerso foi mantida por congelamento
a -70°C com glicerol 25% e depositada na DSM (Sievers et al., 1992). Os autores relataram
ainda que poucas linhagens de sua coleg@o de cultura foram adequadamente preservadas

(Sievers & Teuber, 1995, citados por Sokollek et al., 1998 a).

Acetobacter diazotrophicus nao sobrevivem por muito tempo em meio agar
batata-P. Podem ser estocadas em glicerol 50%, mas antes devem crescer em meio
especifico até alcangarem o final da fase logaritmica, misturadas na propor¢ao de 1:1 com
glicerol estéril e transferidas para microtubos. Devem ser armazenadas, entdo, em
temperatura entre -70° a -20°C. Essas bactérias podem também ser estocadas por muitos

anos em nitrogénio liquido (Ddbereiner et al., 1995).

Culturas coletadas de diversas frutas de varias regides da Tailandia foram
mantidas em tubo inclinado com agar batata. Alternativamente, a cultura foi misturada com
igual volume de glicerol esterilizado com uma concentragdo final de 50% e estocada em

congelador a —80°C (Saeki et al., 1997a; Saeki et al., 1997b).

Sokollek & Hammes (1997) descreveram um meio ¢ um método de preparo de
cultura iniciadora usando Acetobacter sp LTH 2460. O crescimento desta linhagem em
meio RAE (meio acido acético-etanol reforcado) foi melhor que em meio AE (acido
acético-etanol). A recuperagdo de células congeladas foi de 100% quando usou extrato de
malte como crioprotetor. Ja para as células liofilizadas a porcentagem recuperada foi de
10%. Os liofilizados mantiveram a qualidade para atuar como iniciadoras por um periodo

de 21 meses.
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Sokollek et al. (1998a) refor¢aram o uso de extrato de malte 20% como
crioprotetor efetivo para a preservagdo de todas as dez linhagens isoladas de industrias
produtoras de vinagre do Sul da Alemanha. Apés a revitalizagdo, as culturas apresentavam-

se apropriadas como indculo de fermentagdes em acetadores piloto.

Ory et al. (1998), na etapa de inoculagdo para estudo da modelagem cinética de
crescimento de Acetobacter aceti em cultivo descontinuo, conservou a cultura em glicerina,

mantendo-a a -20°C.

Em estudo sobre a fermentagdo de acido acético semi-continua e em batelada,
usando reator ndo comercial com coluna tipo bola equipado com um pulverizador gas-
liquido, para teste em reator em batelada, usou-se Acetobacter pasteurianus (CECT 824,
Spanish National Collection of Standard Culture). Esses organismos foram mantidos em
meio solido contendo glicose, extrato de levedura, peptona e repicados a cada dois meses.
Fregapane et al. (1999) usaram, para fermentagdo semi-continua, uma cultura
microbiologicamente indefinida, da industria de vinagre, mantida em meio liquido

(vinho/vinagre na proporgéo de 30/70) e preservada a -50°C com glicerol 20% (p/p).
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3 MATERIAL & METODOS

3.1 Material

3.1.1 Microrganismos

Foram utilizadas, para comparagiio com os isolados de unidades produtoras de
vinagre que operavam em valores de "concentragdo total" variando de 6 a 11%, quatro
linhagens liofilizadas de Acetobacter sp. e uma linhagem de Gluconobacter sp. obtidas na
cole¢do de culturas da Fundagio Tropical de Pesquisas e Tecnologia André Tosello,

sediada em Campinas-SP. Tais linhagens foram as seguintes:

1. Acetobacter aceti (Pasteur) Beijerinck CCT 0190, CIP 58.66 - Lab. Ident.
Inst. Pasteur, Paris, Franga (1958)

2. Acetobacter aceti (Pasteur) Beijerinck CCT 1724, DSM 2002

3. Acetobacter pasteurianus (Hansen) Beijerinck CCT 1706

4. Acetobacter sp., CCT 0173

5. Gluconobacter oxydans subsp.. suboxydans CCT 0174

3.1.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nas diversas etapas do trabalho estio

relacionados na Tabela 3 com seus respectivos niimeros, siglas e usos.
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Tabela 3. Relagio de meios de cultura e os respectivos usos neste trabalho.

Meio Nome e Sigla Uso Referéncia
| Yeast Glucose (YG) Isolamento ¢ purificagdo Ohmori et al. (1980)
Yeast Glucose Manitol X ]
2 Isolamento e purificagdo Ohmori et al. (1980)
(YGM)

Isolamento, purificagao,
Manitol Yeast Peptone

3 resisténcia ao etanol e acido De Ley et al. (1984)
(MYP) . )
acético e crescimento
Suomalainem et al. (citado
4 Suomalainem Isolamento e purificagdo
por De Ley et al., 1984)

[solamento, purificagdo ¢

5 Moraes Moraes (1991)

producio

Dextrose Sorbitol Manitol ~ Diferenciagio, crescimento e

6 y Cirigliano (1982)
(DSM) purificagdo.
Acido acético/Etanol _
7 Isolamento ¢ purificag@o Entani et al. (1985)
(AE)
Reforcado Acido . |
Crescimento, purificagédo e
8 acético/Etanol Sokollek & Hammes (1997)
produgio
(RAE)
9 Carr Diferenciagao Carr (1968)

A Tabela 4 apresenta a composigdo dos meios usados. Tanto o etanol como o
acido acético foram esterilizados por filtragio em membrana 0,22 um e adicionados apos

autoclavagem nos meios 1,2,4,5,7,8¢9.
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3.1.3 Descri¢iio do local e dos fermentadores onde foram isoladas bactérias acéticas

As bactérias acéticas foram coletadas de fermentadores de vinagre que
operavam em concentragio total variando de 6 a 11%. No total foram coletadas amostras
em seis locais diferentes, sendo trés unidades produtoras de vinagre, localizadas no estado
de Sio Paulo. Uma ¢ considerada de grande porte, com produgdo de aproximadamente
15.000 m*/ano e duas de médio porte, com 10.000 m*/ano. Essas produzem vinagre de
vinho tinto, branco, maga, laranja, alcool e Agrin, pelo processo submerso. Os trés outros
locais foram centros de pesquisa que trabalham com fabricagdo de vinagre. As amostras
foram coletadas de fermentadores rapido e submerso. Nos fermentadores rapidos a CT
variou na faixa de 6 a 8% e estavam instalados na Fundagio de Pesquisa e Tecnologia
André Tosello, em Campinas, e no Centro de Pesquisa em Ciéncia, da Fundagao
Educacional do Municipio de Assis. Por ultimo, note-se o fermentador submerso,
pertencente & empresa Frings Microdyn do Brasil, com CT de trabalho na faixa de 10 a
14,5%.

Os isolados foram coletados nos equipamentos descritos a seguir e o método

usado sera apontado posteriormente.

3.1.3.1 Dorna de fermentaciio acética submersa das indistrias vinagreiras

No processo de fermentagdo em estudo, as bactérias acéticas encontravam-se
submersas no liquido a fermentar. Embora disponham de equipamentos com tamanhos
diferentes, as industrias vinagreiras utilizam modelos similares, trata-se de dornas,
construidas em madeira de carvalho (Quercus sp.). Nesses equipamentos, opera-se da
seguinte maneira: a cada periodo compreendido entre 10 e 20 horas, um volume
correspondente a 1/3 do volume total ¢é retirado do reator como vinagre. A concentragao
total (CT) média é de 11% e a acidez em acido acético do vinagre produzido esta em torno

10%.
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3.1.3.2 Acetador rapido para fermentacio acética em operacdo na Fundacio

Educacional do Municipio de Assis - FEMA

O material de construgio do acetificador é policloreto de vinila. Suas dimensdes
geomeétricas sdo altura 182 cm, didmetro 44 cm e volume total de 276 litros. Dispde de dois
condensadores de vidro, tipo bola, ligados em série, que atuam como resfriadores para
manter a temperatura de operagdo na faixa de 30 a 34° C. As figuras 3 e 4 mostram o

acetador.

O reator tem instalado um medidor de vazio de 4rea variavel e valvula agulha,
permitindo controle de vazdo na faixa de 80 L/hora. Apresenta uma coluna preenchida por
particulas de bambu (Bambusa sp.), de aproximadamente 2 cm de comprimento por 1 ¢cm

de diametro, que servem de suporte para imobilizacdio das bactérias acéticas.

O liquido recircula dentro do reator por bombeamento. A parte superior possui
um dispositivo aspersor. O mosto em fermentagio passa pela parte central do fermentador,
onde ocorre a oxidagdo do alcool a 4cido acético. Na parte inferior, coleta-se o vinagre

quando pronto.

73



MATERIAL E METODOS

74



MATERIAL E METODOS

-

=== 1]

SUPCRTE PARA
IMOBILITAGAD DE

BACTERLAS 4r¥TIC AR
r.4
Entrada de / / './
mosto 1
{ B8 e s s | +—— Paca com orficios de = 2.0 cm

N/ ¢

‘ JJ ga e Controle de Nivel @ 2.0cm
|-:Im

| —

™
Volume Total = 290 litros
Figura 3. Esquema do acetificador rapido

T4 om

Confole Temperatura @ 2.0 cm

Qo

Figura 4. Acetificador rapido

3.1.3.3 Acetador submerso Frings

A Figura 5 apresenta um acetador submerso Frings. Foram coletadas amostras
durante o desenvolvimento do trabalho em um fermentador desse tipo que operava na
empresa Frings Microdyn do Brasil. O processo de fermentagio acética conduzido com os
1solados selecionados foi desenvolvido também em um acetador piloto desse tipo. A forma

de operagdo do equipamento esta descrita a seguir.
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O mais importante componente desse reator é o sistema de aeracdo. Com a
pressao exercida pela rotagdo da turbina, o aerador aspira o ar ambiente. Este, por sua vez, é
previamente filtrado em carvao ativado antes de passar pelo tubo de aspiragdo e ser
introduzido, em movimento descendente, até alcangar o estator, misturando-se entiio com o

liquido contido dentro do fermentador.

O sistema de aerag@o produz microbolhas de ar, com diametro de 1 a 2 mm e
vazdes entre 0,3 ¢ 0,4 volumes de ar por volumes de meio por minuto (vvm). As
microbolhas sdo introduzidas no fundo do fermentador por meio das turbinas aeradoras,
provocando uma agitaglio intensa no meio. O tempo de retengdo é maximo pois as
microbolhas t€m tendéncia de subir mais lentamente que bolhas maiores. Ocorre, assim,
uma excelente troca do oxigénio dissolvido em todo o perfil do fermentador. As
microbolhas tém uma maior superficie de contato com o liquido, atingindo em situagdes de
fermentagao homogénea, sem turbuléncia e zonas mortas, um valor de até 80% de oxigénio

dissolvido.

VLRI,

Figura 5. Acetificador submerso Frings
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3.2 Métodos

3.2.1 Amostragem

Esta etapa do estudo consistiu em coletar amostras de suspensdo de células de

bactérias acéticas nas unidades produtoras de vinagre, objetivando-se estabelecer um

procedimento padrdo para isolamento de linhagens de bactérias acéticas de unidades

produtoras de vinagre do Brasil. O procedimento de amostragem deve recuperar

quantitativamente a populag@io de microrganismos presentes, independentemente do tipo e

das condi¢des da fermentagao. As primeiras etapas do estudo consistem em testar diferentes

formas de amostragem, a saber:

D

2)

3)

Retirada de uma aliquota de aproximadamente 200 mL de suspensdo a partir do ponto
de amostragem da dorma de fermentagdo submersa em funcionamento e imediata
inoculagdo em placas com meio de isolamento, em duplicatas. O tempo entre a retirada
da amostra no ponto de coleta da dorna ¢ a inoculag@o ndo excedeu 60 segundos. As
aliquotas de 0,1 mL foram vertidas nas placas com meio a 1,5% de agar e espalhadas
com al¢a de Drigalski. A incubagio em estufa bacteriolégica foi a 30° C, por 96 horas.
Ap6s o periodo de crescimento, efetuou-se o isolamento e purificagio das coldnias

obtidas, de acordo com metodologia proposta por Pelczar et al. (1982).

A coleta da amostra foi como na etapa anterior, mudando a técnica de preparo do meio,
que passou a ser da dupla camada proposta por Entani et al. (1985), com 0,5% de dgar
na camada inferior e 1% de agar na camada superior. As aliquotas de 0,1 mL foram
diluidas e a incubag@o em estufa bacterioldgica foi a 30° C, por 96 horas. A umidade
relativa no interior da estufa mostrou-se superior a 90%, medida através de

termohigrometro.

Para as coletas no reator réapido foram retiradas as particulas do suporte de enchimento

da coluna, tratou-se a particula com solugdo salina a 0,85%, inoculou-se 0,1 mL da
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amostra diluida em placas e espalhou-se com alga de Drigalski, sempre em duplicatas,
incubando-se em estufa bacteriolégica a 30° C, por 96 horas e com umidade relativa

>90%. O preparo do meio deu-se de acordo com a técnica da dupla camada.

Partindo-se dos resultados preliminares obtidos, que apontaram para o caminho
a ser seguido, passou-se a realizar a tomada de material de forma sistematizada, levando em
consideragdo os detalhes operacionais e estabelecendo protocolos a serem seguidos.
Durante os anos de 1998 a 2001, realizaram-se nove coletas de amostras em diferentes

locais de produgio de vinagre. Cada coleta sera descrita a seguir com detalhes operacionais.
1" Coleta

Amostras foram coletadas de oito dornas de fermentag¢@o submersa, na industria

1, localizada no oeste do Estado de Sao Paulo.

O substrato nas dornas de fermentagdo foi complementado em nutrientes com
adi¢@o de Acetozim DS® (minerais e aminoécidos produzido pela Frings Co.) e sulfato de

manganes.

A amostra coletada foi inoculada em placas, no préprio local, com os meios
solidos de 1 a 6 (Tabela 4) preparados em duplicatas. O tempo entre a retirada da amostra
no ponto de coleta da dorna e a inoculagio ndo excedeu 60 segundos. As aliquotas de 0,1
mL foram espalhadas nas placas com alga de Drigalski. A incubagdo em estufa
bacteriolégica foi a 30°C por 96 horas. A Tabela 5 apresenta dados operacionais da

industria na data da coleta.
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Tabela 5. Dados referentes a 1* Coleta.

Industria 1 Data da coleta: 03.09.1999
Temperatura  Acido acético Etanol Concentragio
Dorna Substrato

(°C) % (p/v) % (V/v) total % (CT)

1 33 10,26 0,54 10,80 Alcool

2 33 8,10 2,40 10,50 Alcool

3 33 8,46 2,14 10,60 Alcool

4 33 10,02 0,78 10,80 Alcool

6 33,5 8,94 1,66 10,60 Alcool

7 34 8,34 2,16 10,50 Alcool

8 34 9,48 1,14 10,60 Alcool

9 34 8,58 1,92 10,50 Alcool

2% Coleta

Essa etapa teve por objetivo testar procedimento de amostragem em processo
de fermentacdo rapido e observar o isolamento de bactérias acéticas frente a fatores como
tempo e temperatura de incubag@o, nutrigio, técnica de semeadura e preparo de meio de

cultura.

Foram retiradas amostras do fermentador rapido que operava no Centro de
Pesquisa em Ciéncia, da Fundag¢do Educacional do Municipio de Assis - FEMA (Figuras 3

ed).
Os dados operacionais do acetador rapido foram temperatura de 32°C,

concentracdo total (CT) de 6,35%, sendo 1,7% (v/v) de etanol e 4,65% (p/v) de acido

acético, com alcool como substrato.
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As amostras coletadas no més de janeiro de 2000, inoculadas na proporgao de
5% nos meios liquidos 7 e 8 (Tabela 4), foram levadas para incubadora rotatéria a 120 rpm,
30° C, por 12 dias. Acompanhou-se o crescimento microbiano usando-se camara de
Neubauer e azul de trypan como corante vital'® até atingir uma contagem global de 10"
células/mL. Uma contagem de células de 1,0 x 10°/mL foi considerada essencial para uma
produgdo rentavel de iniciadoras (Sokollek & Hammes, 1997). Depois, foram diluidas na
faixa de 10™ até 10%, semeadas 0,1 mL em placas e espalhadas com alga de Drigalski,
sempre em duplicatas. As placas com meio de cultura utilizadas na amostragem foram
preparadas segundo a técnica da dupla camada (Entani et al., 1985) ¢ mantidas em estufa
bacteriologica a 30° C, por 168 horas. Foram testados os meios solidos de cultura
numerados 7 e 8. Em paralelo, na mesma faixa de diluigio, estimou-se a populagdo através

do numero mais provavel (NMP), para comparar as duas técnicas.
3* Coleta

Novamente, buscou-se material da industria 1 € amostraram-se as nove dornas.

As condicdes operacionais sdo apresentadas na Tabela 6.

Selecionaram-se os meios sélidos de 1 a 8 (Tabela 4) para o isolamento,
preparados segundo a técnica da dupla camada, descrita por Entani et al. (1985). O
procedimento adotado foi 0 mesmo da 1* Coleta, porém, as amostras foram diluidas para
serem plaqueadas. Esse procedimento foi conduzido na prépria planta, sem levar em
consideragio as condigdes ideais para manipulagio de microrganismos. As amostras foram
incubadas em estufa bacterioldgica com alta umidade relativa (= 90%) e mantidas a 30° C
por 96 horas. A contagem da populagdo das dornas foi realizada concomitantemente a

coleta pela técnica de contagem direta com corante azul de trypan.

' Técnica da contagem de viaveis com corante vital serd descrita adiante (item 3.2.7.1).
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Tabela 6. Dados referentes a 3* Coleta.

Industria 1 Data da coleta: 25.02.2000
S Temperatur Acido acético  Etanol  Concentragdio  Populagio gl u
a(°C) % (p/v) % (v/v)  total CT (%) total UFC/mL
2 33 9,24 1,1 10,34 435x10°  Alcool
3 33 7,86 29 10,56 7,06 x 10°  Alcool
4 32 8,52 2,0 10,52 3,45x 10°  Alcool
5 32 7,80 2,8 10,60 2,67x10°  Alcool
6 33 9,00 1,0 10,00 3,35x 10" Alcool
7 33 7,80 2.8 10,60 735x 10 Alcool
8 33 7,50 3,0 10,50 420x 10" Alcool
9 33 9,84 0,7 10,54  1,22x 10" Alcool
11 35 9,60 1,0 10,60 4,72x10°  Alcool
4* Coleta

Esta coleta foi realizada em fermentador piloto de 8 L, na subsidiaria Frings
Microdyn do Brasil, sediada em Piracicaba-SP, em 10 de maio de 2000. Como dissemos
em outro momento, essa empresa estd vinculada a empresa Frings, que tem sede em Bonn,
Alemanha. A matriz, fundada em 1878, produz tecnologias, maquinas e instalagdes para

fabricas de vinagre. A forma de condugéo da fermentagdo esta descrita a seguir.

Ao substrato alcéolico de milho mais arroz que estava sendo processado na data
da coleta, houve adi¢do de 1,2 g/L de Acetozim DS e 0,6 g/L de sais minerais produzidos
pela Frings. A concentra¢do total (%CT) foi de 10,3 e as concentragdes de etanol foram de
0,5% (v/v) e 9,8% (p/v) de acido acético. A temperatura de operagdo foi de 30°C e

selecionaram-se os meios de 1 a 8 (Tabela 4).
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5* Coleta

O local de coleta foi a industria 2, localizada na regido sudeste do Estado de
Sao Paulo. Os parametros de operag@o das dornas estdo apresentados na Tabela 7. A coleta
foi realizada em junho de 2000. No préprio local houve inoculagdo nos meios sélidos 2, 3,

4,7 e 8 (Tabela 4) previamente preparados, em duplicatas.

Outra coleta foi realizada na industria 3, distante 100 km da industria 2. Os
parametros de operagdo das dornas estdo apresentados na Tabela 8. A coleta foi realizada
no mesmo dia da industria 2. As amostras foram inoculadas no préprio local, usando os
meios solidos 2, 3, 4, 7 e 8 (Tabela 4).

Tabela 7. Dados referentes a 5* Coleta.

[ndustria 2 Data da coleta: 13.06.2000
Temperatura  Acido acético Etanol Concentragao
Dorna Substrato
() % (p/v) % (V/v) total CT (%)
1 33 0,5 1,0 7.5 Vinho branco
i, 33 g v 9 8,4 Alcool
3 31 8,9 1,6 10,5 Alcool
5 33 8,6 1,2 9,8 Vinho tinto

Tabela 8. Dados referentes a 5* Coleta.

Induastria 3 Data da coleta: 13.06.2000
Temperatura  Acido acético Etanol Concentragio
Dorna Substrato
(°C) % (p/v) % (v/v) total CT (%)
39 32 8,3 2,5 10,8 Alcool
38 32 9,0 1,0 10,0 Vinho tinto
37 32 8,5 2,0 10,5 Vinho branco
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6" Coleta

O local de coleta foi na industria 1. Amostraram-se as duas dornas em
operagdo. As condi¢gdes de trabalho sdo apresentadas na Tabela 9. Selecionaram-se os

meios solidos 3, 4 e 7 (Tabela 4) para o isolamento. O procedimento adotado foi o mesmo
da 3* Coleta.

Tabela 9. Dados referentes a 6" Coleta.

Industria 1 Data da coleta: 16.08.2000
Temperatura  Acido acético Etanol Concentragio
Dorna Substrato
{*E) % (p/v) % (v/v) total CT (%)
1 33 5.7 0,7 6,40 Cidra
9 34 8,22 0,8 9,02 Vinho tinto

O reator nimero 1 tinha tido problemas de operagdo e ja estava parado ha duas

horas quando foi feita a coleta.

7* Coleta

Atividade realizada em agosto de 2000, na Fundagido Tropical de Pesquisa ¢
Tecnologia André Tosello, em Campinas, Estado de Sdo Paulo. Operava-se com gerador
rapido para produzir vinagre. Este ¢ constituido por trés colunas de vidro, ligados em série,
em que o liquido ¢ bombeado e recircula por elas. O material de enchimento das colunas ¢
bambu (Bambusa sp.), com dimensdes aproximadas de 2 cm de comprimento por 1 cm de

diametro e servindo de suporte para imobilizagdo das bactérias acéticas.

Na data da coleta, o substrato que estava fermentando era alcool. Coletou-se a
amostra seguindo os procedimentos indicados anteriormente. O meio de isolamento foi o 3

(Tabela 4).
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8? Coleta

A Figura 6 mostra reator de bancada que opera no laboratério da FEMA.
Conduziu-se coleta de material nesse reator quando se operava com substrato alcoolico de
cana-de-agucar e laranja, seguindo-se as normas pré-estabelecidas anteriormente. O meio
de cultura usado no isolamento foi o 3 (Tabela 4). Os dados de operagido do reator de

bancada constam na Tabela 10.

Tabela 10. Dados referentes a 8* Coleta, reator de bancada.

Ano: 2000
Temperatura  Acido acético  Etanol Concentragiio
Data Substrato
(°C) % (p/v) % (v/v) total CT (%)
13/07 29 6,0 1,2 7,20 Alcool
24/10 306 517 0.0 6,3 Vinho de laranja
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Figura 6. Acetificador rapido de bancada

9" Coleta

Repetiu-se amostragem nas industrias 2 ¢ 3 conforme o procedimento padrdo
estabelecido para isolamento. Os dados de operagao das industrias no dia da coleta constam

nas Tabelas 11 ¢ 12.

Tabela 11. Dados referentes a 9* Coleta.

Industria 2 Data da coleta: 16.01.2001
Temperatura Acido acético Etanol Concentragdo
Dorna Substrato
(°C) % (p/v) % (v/v) total CT (%)

1 34 9,80 0,30 10,10 Vinho tinto

2 34 9,80 0,60 10,40 Vinho branco

3 34 9,90 0,30 10,20 Alcool

4 34 6,50 0,80 7,30 Cidra
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Tabela 12. Dados referentes a 9* Coleta.

Industria 3 Data da coleta: 16.01.2001
Temperatura Acido acético Etanol % Concentragéo total
Dorna Substrato
i D) % (p/v) (v/v) CT (%)
01 34 8,3 1,7 10,0 Vinho tinto
02 35 17 1,5 9,2 Vinho branco
03 34 8,9 2,0 10,9 Alcool

3.2.2 Caracteristicas morfologicas dos isolados

A observagio das colénias em placas apontou as seguintes caracteristicas:
bordas, elevacio, pigmentagio, detalhes dticos, tamanho, forma e superficie (Pelczar et al.,
1981; Maeda, 1997). Coldnias crescidas no meio de isolamento foram observadas apos 96
horas de incubagio. Cada isolado obtido foi registrado com um niimero seqiiencial seguido
do ntimero da coleta. Por exemplo, linhagem 011/01 significa que foi a décima primeira

isolada na primeira coleta.

3.2.3 Purificacdo dos isolados

Procedeu-se a triagem dos microrganismos que se desenvolveram em cada tipo
de meio. A partir das diferengas macroscopicas, as colonias foram separadas para a
purificagio. O critério de selegdo do meio s6lido de purificag@o da colénia foi aquele em
que o microrganismo cresceu na etapa da coleta. Foi executada a técnica de esgotamento
em 4gar de dupla camada e incubados a temperatura de 30°C por 48 horas, como minimo.
Para a adequada purificagdo, repetiu-se este procedimento por no minimo quatro vezes,
acompanhando-se a pureza da cultura em microscopio 6tico apos a coloragdo de Gram

(Ribeiro & Soares, 1993).

3.2.4 Triagem e identificacfio fenotipica ao nivel de familia e género das linhagens

isoladas
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A triagem foi iniciada com o teste de Coloragdo de Gram (Ribeiro & Soares,
1993). Posteriormente, as linhagens que apresentaram forma de bastonetes Gram negativos
foram submetidas a uma rapida identificagdo fenotipica para diferenciar os géneros

Acetobacter € Gluconobacter.

Os métodos usados foram o proposto por Cirigliano (1982) com o meio de
cultura DSM (meio 6, Tabela 4) ¢ Carr (meio 9, Tabela 4) (Swings,1992). A capacidade de

superoxidagdo de 19 isolados foi observada conforme o descrito no item 3.2.10.1.

Os testes foram acompanhados com linhagens referéncia de Acefobacter e

Gluconobacter.

3.2.5 Caracterizaciio bioquimica das linhagens isoladas e identificadas como género

Acetobacter

Os isolados identificados como Acetobacter foram submetidos aos testes
bioquimicos citados a seguir e sua motilidade verificada pela técnica da gota pendente em

lamina escavada.

Os testes bioquimicos utilizados sdio descritos a seguir. Estes se deram a partir
de culturas desenvolvidas em meio MYP (meio 3), com aproximadamente 48 horas de

incubag@o, segundo procedimentos descritos por Carr (1968) e Entani et al. (1985).

3.2.5.1 Teste de producio de oxidase

Uma algada da colonia crescida em éagar MYP (meio 3) foi transferida
assepticamente para uma tira de papel de filtro embebido com solugio a 1% de cloridrato
de N-N-N'-N'-tetrametil-p-fenilenodiamina. A mudanga de cor da tira de branca para azul

indica reag@o positiva.
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3.2.5.2 Teste de producio de catalase

Gotas de é4gua oxigenada (H,0;) a 3% foram colocadas sobre as coldnias,
diretamente nas placas de Petri com 4gar MYP (meio 3). O borbulhamento indica a

presenca de catalase.

3.2.5.3 Teste de producio de indol do triptofano

Foram inoculados em tubos contendo 3 mL meio de cultura descrito no anexo L.
Uma aliquota de 0,1 mL da cultura foi inoculada e incubada a 30°C, em agitador rotatorio a
120 rpm, por 48 horas. Apds esse perfodo, foi adicionado 0,1mL do reativo de Kovacs em
cada tubo, que, por sua vez, foi agitado. Apds 10 minutos, foi feita a leitura. Uma coloragio
vermelha do anel superficial no élcool butilico do reativo indica resultado positivo;

coloragdo amarela indica resultado negativo; a coloragio laranja indica resultado dibio.

3.2.5.4 Teste de produciio de proteases (gelatinases)

Os tubos foram preparados com 4gar inclinado (anexo I), com inoculagio de
uma al¢ada da cultura, e incubados a 30°C, por 96 horas. Apés o periodo de incubacio, os
tubos permaneceram por uma hora na geladeira e em seguida foi feita a avaliacio, na qual o
meio liqiiefeito indica teste positivo. Os tubos foram reincubados até o 14° dia e novamente

reavaliados.

3.2.5.5 Teste de reducio de nitrato

Uma quantia de 0,1 mL foi inoculada em tubos contendo caldo nutriente (anexo

I) com 0,1% de KNO3 ¢ incubados a 30°C em incubadora rotatéria a 120 rpm por 6 dias.

Apos a incubagdo, foram adicionadas quantidades iguais dos reagentes A e B (anexo I). A

formag@o da coloragdo rosa ou vermelha indica a presenca de nitrito. Caso a reagdo nao
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apresente essa mudanga, acrescenta-se uma pequena quantidade de p6 de zinco, que reduz

nitrato, para testar os reagentes, eliminando-se a possibilidade de resultados falsos.
3.2.5.6 Teste de crescimento em meio de Hoyer

Ao meio de Hoyer (anexo I), apos a esterilizago, foi adicionado etanol a 20%,
previamente esterilizado por filtragao, de modo a obter-se concentragio final de 3% de
etanol. Uma aliquota de 0,1 mL foi adicionada e a incubag@o pode chegar a 14 dias em
agitador a 120 rpm, a 30°C.

3.2.5.7 Teste de producdo de acido a partir de glicose

Inoculou-se por estria a cultura no meio descrito no anexo I e incubou-se por 96

horas a 30°C em estufa com umidade relativa >90%.

A reagio positiva é indicada pelo aparecimento de uma area clara em torno da

colonia. Em caso de resultado negativo, as colénias crescem mas ndo produzem halo.

3.2.5.8 Teste de producdo de dihidroxiacetona de glicerol

Inoculou-se por estria a cultura no meio descrito no anexo I e incubou-se a 30°C

em estufa com umidade relativa >90%.

A producio de dihidroxiacetona foi detectada cobrindo-se a placa inoculada
com menos de 48 horas, com a solugio de Fehling (anexo I). Em torno das coldnias
positivas ocorre a formagdo de um halo de éxido cuproso de cor alaranjada.

3.2.5.9 Teste de producio de celulose

Um volume de 0,1 mL da cultura foi inoculado no meio descrito no anexo le
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incubado em estufa bacteriolégica a 30°C até a visualizag¢do da pelicula.

A celulose foi detectada pela formagdo de pelicula amarelo creme e o fluido
sobrenadante claro. Um teste comprobatério foi feito adicionando-se acido sulfiirico a 60%

e gotas de solugdo de lugol. Na presenga de celulose ha formacéo de coloragdo azul intensa.

3.2.5.10 Teste de producéo de pigmento marrom

As placas inoculadas por estrias no meio descrito no anexo I foram incubadas a
30°C por 48 horas em estufa com umidade relativa >90%. O aparecimento de pigmentagio

marrom ao redor da colonia indica teste positivo.

3.2.6 Preservacio das culturas purificadas

3.2.6.1 Estudo para escolha do crioprotetor

Para as linhagens isoladas, procedeu-se uma avaliacio da melhor forma de
armazenamento quanto ao crioprotetor. Foram selecionadas aleatoriamente 5 linhagens para
a realizagdo dos testes, usando-se dois tipos de crioprotetores ¢ mantendo-se uma

temperatura de —80°C.

O tratamento estatistico dos dados foi feito pelo Departamento de Matematica
Aplicada da Universidade Estadual de Londrina, com o método da analise de variancia

(ANOVA), com dois fatores, tratamentos e blocos, sem interagdes entre tempo e linhagem.
Inoculou-se uma algada de cada linhagem em tubos de 11x110 mm, contendo 3

mL de meio MYP (meio 3, Tabela 4). Incubaram-se os tubos em agitador rotatério, com

agita¢do de 120 rpm, a uma temperatura de 30°C, por 72 horas.
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Foram realizados testes com os crioprotetores extrato de malte a 20% (p/v) ¢
glicerol a 10% (v/v). O extrato de malte a 20% ¢ indicado na literatura como crioprotetor
para congelamento de bactérias acéticas (Sokollek et al., 1997). Ja o glicerol ¢ um
crioprotetor de uso corrente em laboratérios que manipulam microrganismos (Kirsop &

Doyle, 1991).

Nos tubos incubados em agitador rotatério, que, apos o tempo pré-estabelecido,
apresentavam turbidez do meio, indicando crescimento das culturas, as suspensdes foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 5 min, descartando-se os sobrenadantes. Adicionaram-se 3
mL de solucio fisiologica para lavagem das células, repetindo-se a operagao por mais duas

VECZCES.

A massa celular resultante foi adicionado 1,5 mL do crioprotetor a 10°C e
armazenado 4 temperatura de —80°C. Contagens da populagio total e viavel no momento do
armazenamento, apds 15, 30, 60, 150, 365 e 730 dias foram feitas usando camara de

Neubauer ¢ azul de trypan como corante vital.

A descricio da metodologia da determinagao da viabilidade celular ¢ a escolha

do corante estdo relatadas no item 3.2.7.1.
3.2.6.2 Armazenamento de linhagens isoladas

As culturas purificadas foram preservadas em microtubos contendo crioprotetor
extrato de malte 20% (p/v) (Sokollek et al., 1998a, b). A temperatura de estocagem foi de —
80°C e -196° C.

3.2.7 Comparagio de métodos de quantificacdo da populacio

Quatro diferentes métodos para contagem na populagdo viavel de bactérias

acéticas foram realizados e comparados entre si. Estes métodos ocorreram nas condigdes da
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industria produtora e com fermentacio conduzida em laboratério, usando linhagem de

Acetobacter aceti (CCT0190). Os métodos utilizados estdo descritos a seguir.

3.2.7.1 Contagem de células

A primeira etapa considerada para o estabelecimento da metodologia de
contagem de células viaveis de bactéria acética foi testar um corante capaz de colorir
celulas inativas. Considerando-se a escassez de dados na literatura para essas bactérias,
iniciou-se testando corantes usados rotineiramente na determinagdo da viabilidade celular
de leveduras em processos industriais de producio de agticar e alcool. Os dois corantes
encontrados como os mais recomendados s3o azul de metileno e eritrosina. Foram testados

esses corantes € também o azul de trypan.

A técnica consiste em misturar suspensio celular, adequadamente diluida, com
a solugdo corante. As células viaveis, com alta atividade fisiolégica, ndo colorem e as

inativas (nfo viaveis) colorem.
Tomou-se uma aliquota da suspensao celular ¢ induziu-se a4 morte das células,
expondo-as a altas temperaturas ¢, em seguida, adicionou-se o corante e procedeu-se a

observagdo, com o uso de hemocitémetro, ao microscépio.

Com a avaliagdo dos resultados, pode-se determinar o corante adequado. Em

todas as etapas posteriores, tal corante foi usado.

O procedimento para contagem de vidveis no desenvolvimento da fermentacdo

acetica foi conduzido conforme descrito a seguir.

Adicionaram-se trés gotas do corante azul de trypan 0,2% e imediatamente

iniciou-se a contagem em camara de Neubauer. O corante azul de trypan em contato com
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células ap6s 3 minutos cora as vidveis. Agitou-se bastante a suspensao de células para uma
perfeita homogeneizag@o.

Dependendo do niimero de células por quadrado, foram contados 0s cinco
quadrados, indicados por X na Figura 7. Incluiram-se as c¢lulas que tocavam as linhas-

limite mas ndo as sobrepostas em outras areas. As células mortas foram identificadas pela
coloragio azul e as vivas por brilho caracteristico.

N

Figura 7. Hemocitdmetro (camara de Neubauer)

Em caso de nimero de células inferior a 200 no total de 5 quadrados contados,
anotaram-se alguns adicionais e tirou-se a média. Para niimeros superiores, a amostra foi
novamente diluida.

Cada quadriculo tem um volume de 0,1 mm’>. O numero de células do
quadriculo multiplicado por 10 da o nimero por 1,0 mm® da suspensiio de bactérias. Este

tltimo multiplicado por 1000 da o nimero de c€lulas por 1,0 cm® ou 1 mL.

3.2.7.2 Plaqueamento em superficie
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O meio de cultura, 4gar MYP, foi preparado segundo a técnica da dupla camada.
Para adicionar a segunda camada, tornou-se importante que a inferior - cuja concentragio

de 4gar era de 0,5%, estivesse solidificada,

Uma aliquota de 5 mL da suspensio foi coletada e diluida em 45 mL de H,O

peptonada 0,1%. A partir dessa, foram prepararadas dilui¢des sucessivas até 10, 107 e
107°,

Pipetaram-se aliquotas de 0,ImL de cada dilui¢do, passando-se para as placas
de Petri, seguindo a técnica do espalhamento em superficie. Esse procedimento foi sempre

feito em duplicata.

As placas foram incubadas em posi¢ao invertida a 30°C por 48 horas, em estufa

com umidade relativa > 90%.

O numero de unidades formadoras de coloénias (UFC/mL) foi obtido calculando
a média entre as UFC das duplicatas e multiplicadas pelo inverso da dilui¢do. Houve ainda
multiplicagdo por 10, levando-se em conta que o volume inoculado foi 0,1 mL, com o

resultado expresso em 1 mL.

O numero de coldnias para contagem por placa considerada ideal est4 na faixa

de 25 a 250 (Food..., 1987).
3.2.7.3 Numero Mais Provavel (NMP)

O caldo usado foi o meio 3 modificado pela adigio de corante ao meio,
objetivando-se melhorar a visualizagdo do crescimento. Sua composi¢io foi de 5 gl

extrato de levedura, 25 g.L'] manitol, 3 g.L" peptona bacterioldgica, 0,022 g.L’1 verde de

bromocresol.
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Retiraram-se 5 mL do vinagre em fermentagdo, diluidos em 45 mL de H,O

peptonada 0,1%, e prepararam-se dilui¢des sucessivas até 107,10 e 10"

Pipetaram-se aliquotas de 1mL de cada dilui¢ao escolhida para uma série de

trés tubos de caldo MYP modificado.

Homogeneizaram-se € incubaram-se os tubos a 30°C por 48 horas em agitador a

120 rpm.

Transcorrido o tempo, observou-se a produgdo de acido acético, através da
alteracdo da cor do meio de azul para amarelo. A acidificagdo ¢ a resposta positiva para o

teste.

A partir dos tubos positivos e com auxilio de tabelas préprias, estimou-se o
niimero mais provavel de bactérias acéticas NMP/mL. Levou-se em conta a dilui¢do da

amostra e da tabela de NMP usada.

Resultados confiaveis foram obtidos quando todos os tubos da mais baixa
diluiciio foram positivos e todos os tubos da mais alta diluigdo foram negativos (Food...,

1987).
3.2.7.4 Membrana filtrante

Os discos testados na execucdo dessa técnica foram gentilmente cedidos pela
empresa Millipore. O material de constituigio desses eram fluoreto de polivinilideno

(PVDF), com tamanho de 0,45 um para os poros do filtro.

As membranas poliméricas fabricadas em fluoreto de polivinilideno (PVDF)

tém importante propriedade de resistir a temperaturas elevadas ¢ a agentes quimicos. A
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temperatura maxima de autoclavagem que suporta é de 126°C e tem capacidade de

molhagem (hidrofilico).

O agar foi MYP (meio 3) preparado segundo a técnica da dupla camada.

Para a realizagdo desse teste € necessario um suporte de filtragdo ou varios
suportes (manifold). A Figura 8 mostra uma unidade filtrante. Preparou-se o aparato de
filtragdo, colocou-se a membrana estéril centralizada na base do suporte de filtragio com

pinga também estéril.

el i i v 2
Figura 8. Unidade de filtragdo
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Retiraram-se 5 mL da amostra, acrescentando-se 45 mL de H,O peptonada

0,1% e prepararam-se diluigdes sucessivas até 107",

Filtraram-se, sob agdo do vacuo, 10 mL da suspensdo diluida e homogeneizada.
Esse volume ¢ conveniente para se obter uma contagem de no maximo 100 UFC para
populagdes maximas de 10'° UFC de bactérias acéticas/mL. Os testes foram realizados em

duplicata.

Para que ocorra abertura dos poros na membrana e homogeneizagdo das células

lava-se o filtro com agua peptonada a 0,1% antes e apds cada processo de filtragem.

Incubaram-se as placas em posicdo invertida a 30°C por 24 horas em estufa com

umidade relativa > 90%.

Calculou-se o nimero de UFC/mL a partir do nimero médio de colonias
contadas em cada diluicdo, multiplicado pelo inverso da dilui¢do inoculada e dividindo-se

pelo volume filtrado.

E recomendado um niimero de coldnias variando entre 20 a 200 por filtro. Para
facilitar o procedimento de contagem, prossegue-se de cima para baixo € da esquerda para

direita (Vasquez, 2001).

A partir do resultado obtido na contagem de viaveis, pdde-se prever as diluigdes

necessarias para os métodos subsequentes.

O tratamento estatistico dos dados foi feito pelo método da analise de variancia
(ANOVA), inteiramente casualizada, aplicando-se o teste de Tukey (p<0,05). Para
obtengdo dos dados, foram conduzidas trinta repetigdes nas situagdes da industria ¢ da

fermentac@o em escala de laboratério com linhagem referéncia.
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3.2.8 Preparo de inéculo

Pretendeu-se obter um procedimento padrio para preparo de indculo a partir de
isolados de fermentagdo de vinagre industrial. Esse procedimento foi usado para preparar
inéculo seja de cultura recém purificada e mantida em tubo com agar inclinado e
armazenada a 5°C, ou dos isolados purificados e estocados em microtubos a temperatura de

-80°C ou -196°C.

Executaram-se os seguintes passos para a obtengdo do indculo, partindo-se de
uma quantia de 0,1 mL da cultura purificada, armazenada a —196°C ou de uma algada leve
da cultura mantida a 5°C: descongelamento a temperatura ambiente, quando o caso;
inoculacio em um tubo de 22 x 250 mm, com 5 mL do caldo MYP (meio 3);
encaminhamento para incubadora rotatéria a 120 rpm por 48 horas, com volume total
transferido para um Erlenmeyer de 250 mL, com 50 mL do mesmo caldo ¢ incubado nas

mesmas condi¢des anteriores.

Acompanhou-se o crescimento da populagio pela contagem total em camara de
Neubauer até obten¢do de indculo com no minimo 10° células/mL, utilizando-se um
corante vital. Observou-se a morfologia e o arranjo através de esfregagos corados para
reacdo de Gram. A populagio de 10” células/mL foi considerada como término da fase de

crescimento logaritmico.

Com o estabelecimento de um procedimento padrdo de preparo de indculo,

todas as etapas posteriores foram feitas como fal.

3.2.9 Selecdio das linhagens com potencial para conversio de etanol a acido acético

A partir das linhagens obtidas nas etapas de isolamento, purificagdo e

armazenamento, procederam-se testes da capacidade de oxidag@o do etanol visando-se
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selecionar as capazes de oxidar etanol em maior concentragéo no meio de cultura avaliado.

Iniciando com inéculo produzido com contagem >10° células/mL, transferiu-se
por pungdo uma aliquota da suspensdo celular ao centro da placa de Petri em meio MYP

(meio 3) modificado pela adi¢do de 0,022 g/L de verde de bromocresol e concentragdes de

etanol variando de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ¢ 20%.

O teste foi avaliado pela formagdo de halo ao redor do ponto da pun¢do, que
teve o didmetro medido empiricamente com auxilio de paquimetro em intervalos de 24
horas num periodo total de 96 horas. A formag#o de halo se da em fungdo da mudanga de
pH do meio pela produgdo de acido. As linhagens que apresentaram o maior halo em um

menor intervalo de tempo foram selecionadas para estudos mais detalhados.

3.2.10 Caracterizacio das linhagens selecionadas com potencial para conversio de

etanol a acido acético
3.2.10.1 Caracteristicas fisiologicas e bioquimicas

Procederam-se testes fisiologicos das linhagens selecionadas, observando-se a
resisténcia ao acido acético nas concentragdes de 5, 10 e 15% em tubos com 5 mL do caldo
MYP (meio 3), incubado a 30°C, por 96 h, em incubadora agitada. Transcorrido esse tempo,
retirou-se 0,1 mL do caldo de cultivo e passou-se para placa com agar MYP, levando-se a
estufa com 30°C e umidade relativa de >90%, por 96 horas. Considerou-se resultado

positivo para as linhagens que puderam crescer sob essas condigdes.
Acompanhou-se também a resisténcia aos seguintes valores de pH: 1,5; 2,5; 3,5

e 5,0 em caldo MYP modificado, pela adi¢do de acido para correcdo do pH do meio. Uma

aliquota de 0,1 mL de in6culo preparado de acordo com o item 3.2.8 foi incubada em 5 mL
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do caldo e mantida a 30°C por 96 horas. Apos esse periodo observou-se a presenca de

células vivas ao microscopio.

Avaliou-se a termotolerancia dessas linhagens a temperaturas de 30, 35 e 40°C
no caldo MYP em agitador rotatério. Partiu-se de 0,1 mL de in6culo preparado de acordo
com o item 3.2.8 em 5 mL de caldo. Observou-se a turvagdo do meio que indicava

crescimento apds um periodo de 96 horas.

Utilizagio de varias fontes de carbono foi observada pelo crescimento em
placas. O manitol foi substituido no agar MYP (meio 3) por glicose, sorbitol, manose,
frutose, maltose, sacarose, rafinose, glicerol e amido. O etanol no meio Suomalainem (meio
4) foi substituido por metanol, n-propanol, iso-propanol, n-amilico, iso-amilico, n-butilico e
iso-butilico. As fontes de carbono foram acrescentadas a uma concentragdo final de 2%. O
tempo de incubagio foi de 48 horas a 30°C, com umidade relativa >90%. E o meio

preparado segundo técnica da dupla camada.

A motilidade dos isolados selecionados foi observada em 1amina escavada pela

técnica da gota pendente.

A oxidacdo de lactato a CO, e H,O foi observada em dgar DSM (meio 6). A
superoxidagio foi avaliada durante os experimentos do monitoramento no estudo de
producio de 4cido em escala de laboratério. A anlise dos resultados permitiu determinar as

concentragdes de etanol e 4cido no meio em que ocorria a superoxidagao.

Os testes bioquimicos foram repetidos nas linhagens selecionadas utilizando as
técnicas descritas nos itens 3.2.5.1 a 3.2.5.10. Esses testes ocorreram a partir de culturas
desenvolvidas em meio MYP (meio 3), com aproximadamente 48 horas de incubagao,

segundo procedimentos descritos por Carr (1968) e Entani et al. (1985).

3.2.11 Estudo de produciio de 4cido acético das linhagens selecionadas
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Com os isolados que tiveram maior formagdo de halo em menor tempo ¢ em

maior concentragio de etanol, procedeu-se o estudo proposto.

Preparou-se um inéculo preparado de acordo com o item 3.2.8 e monitoraram-
se os parametros citados. Esse foi conduzido em incubador agitado a 120 rpm e 30°C, na
propor¢do de 5% de indculo em 600 mL de meio RAE, em frasco Fernbach. O meio RAE
foi escolhido como meio de produgdo de dados obtidos por Sokollek & Hammes (1997).

Acompanhou-se o crescimento, consumo de etanol e agucar redutor,
monitoramento da quantidade de oxigénio dissolvido, medidas do pH do meio € a produgéo
de 4cido acético. As concentragdes testadas no meio de fermentagao foram de 2% de acido

e 4% de etanol. Esses valores ddo uma concentragao total (CT) de 6%.

Avaliou-se a produtividade das linhagens a diferentes valores de concentragdo
total em meio RAE e meio Moraes. Sendo essas CT de 3, 5 e 6 nas seguintes relagdes de
acido e etanol em %, respectivamente: 1a/2e, 1a/4e e 2a/de. A produtividade foi avaliada

conforme descrito no item 3.2.12.3.

Dois desses isolados foram avaliados a partir de escala piloto em que houve
adicdo de 5% de inéculo em 6 L do meio de produgdo RAE (meio 8), em acetador Frings

de 8 L. A temperatura de fermentagao foi de 30 + 0,3°C , com vazdo de oxigénio de 35 L/h.

Estabeleceu-se também comparagio entre os valores de produgao e pardmetros
cinéticos obtidos na fermentagiio em escala piloto da linhagem isolada na industria 1, usada

como iniciadora, com cultura mista da mesma industria .

A retirada de amostras para o monitoramento dos parametros avaliados
respeitava a seguinte premissa: cada retirada ser minima para no total nio ser maior que

10% do volume.
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Acompanhou-se o crescimento pela medida da absorvancia em 600 nm ¢
contagem de vidveis em camara de Neubauer. O etanol foi medido em cromatégrafo a gas.
Acticar redutor foi mensurado pelo método de Somogyi & Nelson (Martelli & Panek,
1968). O pH foi medido eletrometricamente. Utilizou-se medidor de oxigénio YS7 95 paraa
determinagiio do oxigénio dissolvido (O.D.). A produgéo de acido acético foi obtida pela

medida da acidez por titulagdo com NaOH 0,1N.

Considerando que bactérias crescem exponencialmente, ¢ util delinear o

logaritmo do tamanho da populag?o relativa [ y= ln(% ﬂ contra o tempo. As trés fases
0

de uma curva de crescimento podem ser descritas através de trés parametros a saber:

velocidade especifica maxima de crescimento, i, , definida como a tangente no ponto de

inflexio; o tempo "lag", A, ¢ definido como o ponto que intercepta a tangente no €ixXo X; a
assintota [A = ln(N %’, I' ¢ 0 maximo valor alcangado. A partir desse modelo, calculou-
0

se a taxa de crescimento maxima para os isolados estudados (Zwietering et al., 1990).

Os dados obtidos com monitoramento dos pardmetros permitiram determinar a
velocidade especifica de formag#o do produto, a taxa de consumo de oxigénio e de glicose
para cada isolado selecionado (Borzani, 1988).

3.2.12 Calculos de rendimento

Os célculos empregados para comparar linhagens em escala piloto foram

bascados naqueles preconizados na literatura e correntemente utilizados na industria do

setor vinagreiro.

3.2.12.1 Rendimento em acido acético
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y Yoacidez
dcido %CT

calda

produte

Yoacidezproquo € concentragio de acido acético produzido (%);
%CT € concentragdo total da calda;

Yicido € rendimento em acido.
3.2.12.2 Rendimento da concentracio total

v - T
%CT

inicial

%CTjna € a concentragdo total do vinagre produzido (%);
2%CTimicias € concentragdo total da calda (%);

Y é o rendimento em concentragio total.

3.2.12.3 Produtividade em acido acético

A produtividade em acido acético (Pcido acéiico) de acordo com Hromatka &

Ebner (citado por Ebner, 1983) ¢ dado pelo aumento de acido acético em g por mL em 24

horas.

_ %aa( final —inicial) 24

acideacético

tempo( final —inicial)

%aa ¢é a concentragio de acido acético (% ou g/100 mL p/v),
tempo € o intervalo de tempo considerado (h);

Pcidoacérico produtividade de acido acético em g/100 mL, em 24 horas

3.2.13 Caracterizacio molecular de bactérias acéticas
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Optou-se pela analise molecular RAPD-PCR para comparar as linhagens
isoladas purificadas e armazenadas a -196°C, com as conduzidas no teste piloto de
fermentacdio. Tomaram-se as amostras das duas linhagens estocadas com crioprotetor
extrato de malte 20% e comparou-se com as amostras de suspensao celular dos

fermentadores piloto e de linhagem referéncia CCT0190.

A caracterizagio molecular se prestou também para comparar a populagdo das

bactérias acéticas da industria com as linhagens isoladas e avaliadas neste trabalho.

A metodologia analitica esta descrita no item 3.2.13.3, segundo Spada et al.
(2002). Essa ¢ usada rotineiramente no laboratério de Parasitologia da Faculdade de
Ciéncias e Letras de Assis - UNESP, para avaliar a variabilidade genética de vetores de
esquistossomose. Testou-se a consisténcia da metodologia para estudo com as bactérias

acéticas.

3.2.14 Métodos analiticos

3.2.14.1 Etanol

A concentragdo de etanol foi determinada por cromatografia gasosa. As
amostras foram previamente filtradas em membrana de 0,22 pm. As condigdes de operagao
adotadas estdo a seguir.

Temperatura do detector: 150°C, do ionizador: 200°C e da coluna: 125°C

Vazio de oxigénio: 4 mL/s, de nitrogénio: 35 mL/s e de hidrogénio: 35 mL/s

Coluna empacotada Porapak Q, 2 metros e 0,8 mm de diametro.

3.2.14.2 Determinacio da acidez total

Em Erlenmeyer de 100 mL, foram colocados 1 mL do meio a ser analisado e 2

gotas da solugéo alcodlica de fenolftaleina a 1%. Titulou-se com solugdo de hidroxido de
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sodio a 0,1 N, até a viragem para vermelho. Cada mililitro da soluco de hidréxido de sodio

consumida corresponde a 0,6% de acidez, expressa em gramas de acido acético (H;C-

COOH), por 100 mL de solug#o.

3.2.14.3 Massa Celular

Centrifugou-se 10 mL da suspensio celular retirada do fermentador piloto. O
precipitado foi lavado com 4gua destilada por trés vezes. Apds a ressuspensdo em 10 mL
agua destilada, metade do volume ¢é levado a estufa a 105°C por 4 horas. E com a outra

porgiio preparou-se uma curva com dilui¢des conhecidas com leitura em espectrofotometro

UV-Vis a 600 nm.

3.2.14.4 Técnica de polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente (Random
Amplified Polymorphic DNA), associada a reacdio de cadeia polimerase (Polymerase
Chain Reaction), RAPD-PCR

3.2.14.4.1 Extragdao do DNA

A primeira etapa foi extrair o DNA das bactérias acéticas em estudo, utilizando o
tampio CTAB 2% (Winnepenninckx et al., citados por Spada et al., 2002). O DNA foi
extraido com fenol, fenol:cloroférmio (1:1) e cloroféormio:alcool isoamilico (24:1). Apos
centrifugagdo a 12000 rpm durante 12 minutos, a fase aquosa foi incubada com 7,5 pL de
Ribonuclease A (350 pg/mL) por 1 hora, a 37° C, com adig@o de isopropanol (2:3 v/v) para
precipitagiio por um periodo de uma noite. Depois, centrifugou-se novamente a 12000 rpm
por 10 minutos. O precipitado foi lavado em etanol 76%, com 10 mM de acetato de amonio
por 30 minutos e centrifugado nas mesmas condigdes, a 4° C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado seco ao ar. O DNA foi diluido em tampao TE (10mM de Tris,
ImM de EDTA) e mantido a — 4°C (Spada et al., 2002). A quantificagao foi realizada em

espectrofotdmetro e a leitura de absorvancia em 260nm.
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3.2.14.4.2 Amplificacio do DNA

A amplificagdo do DNA foi feita por meio da técnica de RAPD-PCR. As
amostras de DNA foram amplificadas em termociclador, com concentra¢do de 2 ng de
DNA genomico. Cada reagao foi realizada num volume final de 20 uL contendo 1 unidade
de Taq DNA polimerase, 1 X tampdo de PCR , 0,2 mM de cada ANTP e 7 pmol de cada
iniciador aleatério com 10 bases. Foram utilizados cinco iniciadores, sendo eles: primer 2
(5' CTGATGCTAC 3'); primer 4 (5' AGTGCTACGT 3'); primer 8 (5' CTCTCCGCCA 3');
primer 9 (5' CAGGCCCTTC 3') e primer 10 (5" GGTCCCTGAC 3") . As condig¢des de
amplificagio foram: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos e 2 ciclos com trés seqiiéncias de 95°C
por 30 segundos, 30°C por 2 minutos e 72°C por 1 minuto. Houve ainda 33 ciclos, durante
0s quais a temperatura de aneclamento foi alterada para 40°C e o tempo da etapa de

alongamento aumentado para 5 minutos no ciclo final. As amostras foram armazenadas a —

20°C (Spada et al., 2002).

3.2.14.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida e colora¢iio com prata

Um volume de 4 pL de cada reagdo de amplificagdo do DNA foi acrescido a
2,5uL do tampdo de carregamento (0,125% azul bromofenol, 0,125% cianol xileno e 15%
glicerol) e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 8% (acrilamida-bisacrilamida
9/1) em tamp@do TBE (2 mM Tris-borato, EDTA, pH 8), numa corrente de 80 volts. Os géis
foram fixados em uma mistura de 10% de etanol e 0,5% de 4cido acético (v/v), durante 15
minutos, depois corados com 0,2% de nitrato de prata, durante 15 minutos. Foram ainda
lavados com 4gua deionizada, por 5 minutos, e reduzidos numa solugio contendo NaOH
0,75M e formaldeido 0,1 M, durante 15 minutos (Santos et al., citados por Spada et al.,
2002). A analise dos perfis eletroforéticos se deu por meio da observagdo visual dos géis de

poliacrilamida.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento de bactérias acéticas em fermentadores de vinagre com concentracio

total (CT) variando de 6 a 11%

A possibilidade de se obter bactérias isoladas de unidades produtoras de
vinagre, passiveis de serem usadas no preparo de inéculo para a propria industria, permite a
constituigdo de uma colegdo de culturas com linhagens que apresentem caracteristicas
apropriadas para as condigdes de trabalho no processo de fermentacao. A técnica de
preparo do meio em dupla camada mostrou um significativo avanco. Além de permitir o
isolamento de bactérias acéticas capazes de produzir 4cido em concentragdo de 10 a 15%,
fomentou estudos de preservagdo e preparo de indculo, que sdo a base para o
desenvolvimento da microbiologia da fermentagio acética. Desde sua utilizagido no Japio,
em 1985, diversos outros trabalhos de isolamento e selecio de microrganismos sio
encontrados partindo dessa técnica e variando meios de cultivo e outras particularidades

inerentes a cada estudo.

A Tabela 13 apresenta o local de origem e a técnica usada para o isolamento e
identificagdo dos organismos. Com a técnica do 4gar em dupla camada e a inoculag@o por
espalhamento, no presente caso, obtiveram-se 94,6% das linhagens isoladas identificadas
como Acetobacter. Essas cresceram em atmosfera com umidade relativa de 93 a 97%, €
temperatura de 30+0,5°C, em um tempo méaximo de 96 horas. A necessidade de incubar-se
em ambiente com alta umidade relativa, ja citada na literatura, foi confirmada nos testes
desenvolvidos neste estudo, como uma caracteristica das bactérias acéticas. Quando se
utilizou a técnica convencional de preparo do meio, camada simples e em atmosfera normal
na estufa, obteve-se pouca ou nenhuma recuperagio de microrganismos e o tempo para o
crescimento foi longo. Isso provocava ressecamento da camada de Agar nas placas,

levando-se a descartar as possiveis colonias crescidas.

111



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 13. Local de origem, técnica de preparo de placas e quantidade de

linhagens identificadas por coleta.

Local/ Identificac¢@o das linhagens
Coleta Técnica
Indastria Total Acetobacter Gluconobacter Outr
1* 1 Espalhamento em camada simples 13 10 1
2° FEMA Espalhamento em dupla camada 1 1 0
3* 1 Espalhamento em dupla camada 52 28 2
4 Frings Espalhamento em dupla camada 2 1 1
5° 2 Espalhamento em dupla camada 14 14 0
" 3 Espalhamento em dupla camada 0 0
o 1 Espalhamento em dupla camada 4 -4 0
7 BmdAgEs Espalhamento em dupla camada 2 2 0
André Tosello

g FEMA Espalhamento em dupla camada 3 3 0
9 2 Espalhamento em dupla camada 5 5 0
o 3 Espalhamento em dupla camada 2 2 0

98 70 4

O desenvolvimento de métodos e procedimentos que permitam o isolamento ¢
cultivo ¢ um desafio em se tratando de fermentagdo acética em unidades produtoras de
vinagre. E interessante frisar que, no estdgio atual, trabalha-se com populagio nzo definida
microbiologicamente. As possiveis solug¢des para os problemas de isolamento iniciam-se na
escolha adequada do meio de cultivo, que deve ser seletivo para os microrganismos de
interesse e contra-seletivo para os nao desejados. A propria condi¢io de trabalho dos
fermentadores de vinagre, alta oxigenagdo, baixo pH, teor de 4cido acético e etanol sdo
limitantes para varios géneros e espécies de microrganismos, mas ndo para todos. No
presente estudo, testaram-se diferentes meios citados na literatura, com a inten¢do de

reduzir as condicdes adversas para o isolamento das bactérias acéticas, tais como a
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interrup¢do de aeragio, que leva rapidamente a morte das células; a composigio dos meios,
de modo que se impedisse o crescimento de contaminantes, pela adicio de compostos
ibidores (actidiona, por exemplo); pelo acréscimo de estimulantes, para situacao de
oxigenagdo insuficiente, no caso o 4cido citrico, recomendado por Park & Toda (citados
por Sokollek & Hammes, 1997); uso de nutrientes como Acetozym® DS, sais minerais,
fontes de carbono e nitrogénio, alcool e 4acido acético, promotores de crescimento e
produgao; e, por ultimo, indicadores de pH de meio para observar-se a oxidagéo do alcool,

lactato e manitol.

A Tabela 14 apresenta informagdes sobre o niimero de linhagens colhidas por
amostragem realizada, o numero de dornas coletadas e o substrato que estava fermentando
quando da coleta. Dos meios de cultura testados, os dois principais em termos de
recuperagdo de colonias foram o MYP (meio 3 recuperou 44,3% do total de Acetobacter
sp.) ¢ 0 Suomalainem (meio 4 recuperou 25,7% do total de Acetobacter sp.). Os demais
meios usados nas diversas coletas recuperaram poucas coldnias. Nao foi possivel recuperar
nenhuma linhagem em 4gar ¥G em nenhuma das vezes em que tal meio foi usado na fase
de isolamento. Quanto ao meio de crescimento manitol (meio 3 MYP), este também

propiciou significante crescimento.
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Para avaliar os resultados da Tabela 14, deve-se acrescentar que na 1* Coleta,
em que se utilizou a técnica de plaqueamento por superficie em 4gar a 1,5%, nio foi
possivel recuperar a populagio presente nas dornas de fermentagdo. Apenas nos meios 3 e 4
obteve-se o crescimento de poucas coldnias, niio representando a realidade, pois nas dornas
a populagdo presente estava em torno de 10” células/mL e nas placas recuperavam-se no
maximo 2 UFC/mL por dorna. A partir da 2* Coleta, em que se utilizou a técnica da dupla
camada, foi possivel recuperar quantitativamente a populagdo presente, isto ¢, diluigdes na
faixa de 107 até 10 foram necessarias para obter-se de 20 a 200 UFC/mL por dorna. Isso
possibilita afirmar que a técnica da dupla camada recupera quantitativamente a populagio
presente na dorna de fermentagdo submersa. O niimero apresentado a partir da 2* Coleta
refere-se a linhagens com caracteristicas morfolégicas diferentes e recuperadas, e ndo ao

nimero de UFC/mL crescidas por placa de cada dorna.

A partir da avaliagdo das diversas coletas, dos meios de cultura, das técnicas de
imoculagdo e condigdes de cultivo em que os microrganismos tiveram melhor crescimento,
ou seja, recuperacdo da populagio na mesma propor¢ao presente nos reatores de
fermentag@o, propds-se um procedimento padrio de amostragem para coletas de bactérias
em unidades produtoras de vinagre (Quadro 1). As referéncias encontradas citaram que o
plaqueamento de 0,1 mL ou de 1 mL de cultura liquida no agar W (de Wiame) havia sido
ineficiente. Recomendou-se entdo coletar amostra na torneira de saida do fermentador e
ringar em placas e logo depois verté-la (Kittelmann et al., 1989). Esse procedimento foi
testado no presente estudo, assim como o indicado por Sokollek et al. (1998a), que
consistia em uma estria em placa com agar AE. Entretanto, essas técnicas ndo se mostraram
eficiente para o isolamento. Outras referéncias dio conta ainda de que a técnica de
isolamento pela dupla camada produziu resultados bastante variaveis, mas tal fato também
nao foi observado. A recupera¢do sempre se mostrou positiva, em todos os procedimentos
de isolamento em que se usou a técnica de preparo do meio em dupla camada, 0,1 mL de

amostra diluida e incubagdo com alta umidade relativa.
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Quadro 1. Procedimento padrio de coleta de bactérias acéticas em unidades

produtoras de vinagre.

1. A partir do ponto de amostragem do acetador, coleta de aproximadamente 200 mL, em

Erlenmeyer previamente esterilizado, do material em fermentagao.

2. Indculo por espalhamento de 0,1 mL devidamente diluido do material coletado em

placa que contenha meio de cultura.

3. A técnica de preparo do meio deve ser a da dupla camada, proposta por Entani et al.
(1985). Adicio de uma camada inferior com 0,5% em é&gar, com espera de cerca de 15
minutos até adquirir consisténcia; entdo deve-se verter uma sobrecamada com 1,0% de

agar.

4. Os meios de cultura recomendados sdo o MYP (meio 3) e o Suomalainem (meio 4).

5. O procedimento de inoculagdio é executado na industria e deve ocorrer no maximo em

60 segundos, respeitando-se as minimas condigdes de assepsia.

6. Incubacdo em estufa bacteriolégica a temperatura de 30+0,5°C, com umidade relativa

maior ou igual a 90%, controlada com Termohigrometro, por 96 horas.

4.2 Caracterizaciio das bactérias acéticas isoladas em fermentadores de vinagre com

concentracio total (CT) variando de 6 a 11%

4.2.1 Caracteristicas morfolégicas

Apesar do objetivo final desse trabalho ndo estar envolvido com a sistematica
das bactérias acéticas, considerou-se importante a etapa de caracterizagdo dos
microrganismos isolados nas unidades produtoras e de fermentadores de vinagre, uma vez
que a caracterizagio ¢ um pré-requisito na identificagdo e representa uma das bases da
sistematica. Para obter-se uma identificagio aperfeigoada desses microrganismos,
trabalhou-se com culturas purificadas e foram descritas qualitativamente as propriedades

relativas @ morfologia, cultivo, nutrigio e bioquimica. Esses procedimentos foram checados
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com linhagens-referéncia. E sabido que os meétodos classicos de testes bioquimicos e
fisiologicos podem ser influenciados por fatores de crescimento e as vezes os testes
fornecem resultados variaveis e instaveis (Yano & Valarini, 1998). Objetivando-se diminuir
cfeitos negativos e obter resultados adequados, levou-se em conta fatores como
temperatura, tempo e umidade relativa de incubag@o, requerimento de oxigénio e técnica de

preparo dos meios de cultura.

Nas nove amostragens realizadas em fermentadores de vinagre, obtiveram-se 98
linhagens. A Tabela Al (anexo) apresenta detalhadamente as caracteristicas macroscopicas
dos isolados por coleta realizada. A Tabela 15 mostra os resultados agrupados segundo as
caracteristicas das linhagens obtidas por isolamento. As Figuras 9, 10, 11 e 12 ilustram
caracteristicas de alguns desses isolados. Verificou-se que do total de coldnias isoladas,
57,1% apresentaram-se em forma circular e 42,9%, de forma irregular. Quanto a superficie,
84,7% mostraram-se lisas e 15,3%, rugosas. Do total, 54,1% tinham bordas irregulares,
34,7% perfeitas e os 11,2% restantes apresentaram-se serrilhadas ou onduladas. As coldnias
desenvolvidas foram 84,6% planas e sem pigmenta¢io. As opacas foram 61,2% do total de
colonias isoladas. As transparentes foram 38,7%. E quanto a consisténcia, 88.8%

mostraram-se viscosas.
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Figura 09. Bactéria acética isolada em meio agar dupla camada,
apos 96 h de incubagdo a 30°C. No centro, colonia com forma e
borda irregulares, superficie lisa e pigmentagio amarela.

Figura 10. Bactéria acética isolada em meio agar dupla
camada, apos 96 h de incubagdo a 30°C. Colonia com
caracteristica de crescimento espalhado.
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Figura 11. Bactéria acética isolada em meio agar dupla
camada, ap6s 96 h de incubagdo a 30°C com
caracteristica de crescimento espalhado.

Figura 12. Bactéria acética isolada em meio agar dupla
camada, apos 96 h de incubagdo a 30°C. Na parte
superior esquerda, colénia com forma circular,
superficie lisa, borda perfeita e pigmentagdo ausente.
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4.2.2 Rapida identificacao fenotipica das linhagens isoladas

Do total de 98 isolados, 74 linhagens foram classificadas inicialmente, por teste
da coloragao de Gram, como negativas ¢ em forma de bastonetes (Tabela 17). A taxonomia
bacteriana convencional ainda usa caracteristicas morfoldgicas e coloragio de Gram como
critério para agrupar procariotos, embora hoje em dia muitos desses procedimentos estejam
sendo substituidos por métodos moleculares, considerados mais especificos e sensiveis. A
Figura 13 representa fotomicrografia ética de linhagem recuperada de fermentagio de

vinagre fixada e corada pela técnica de Gram.

Figura 13. Fotomicrografia é6tica de linhagem

recuperada de fermentagao de vinagre fixada e corada

pela técnica de Gram
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4.2.3 Rapida identificacdo fenotipica do género Acetobacter

Na literatura sobre bactérias acéticas, é corrente encontrar a superoxidacio
como critério taxondmico para diferenciagdio entre Acetobacter ¢ Gluconobacter e alguns
métodos sdo recomendados para tal. O utilizado por Carr (1968) leva em consideragio a
capacidade de Acetobacter superoxidar etanol a CO; e 4gua. A mudanca de cor do meio de
verde azulado para amarelo ¢é caracteristica das bactérias de ambos os géneros. As
Acetobacter com uma incubagio prolongada superoxidam o acido acético e o indicador

reverte para o verde azulado.

A superoxidagdo depende da composi¢do do meio. Acetobacter sp. superoxida
somente na auséncia de etanol (Ebner, citado por Sokollek & Hammes, 1997). Com
Acetobacter pasteurianus, a superoxidagdo ocorreu em meio com etanol e 4cido acético
somente quando a concentragdo de acido estava na faixa de 6 a 7% e no se tinha mais
alcool (Sievers et al,, 1992). Linhagens obtidas da industria de producio de vinagre
apresentam superoxidagdo em uma determinada faixa de teor de acido e com concentragdes
de etanol no meio bem baixas, proximas de zero. Seis linhagens isoladas da industria foram
avaliadas por Sokollek & Hammes (1997). Variando a concentragio de acido acético,
obtiveram a faixa de 5 a 9%, a partir do que os isolados perderam a capacidade de

superoxidar.
Observou-se em 19 linhagens de Acetobacter sp. isoladas durante o periodo

deste trabalho, que a superoxidagdo ocorria quando o etanol no meio era zero ou proximo

de zero e a concentragdo de acido acético estava na faixa de 5% (Tabela 16).
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Tabela 16. Teores de 4cido acético e etanol em que ocorreram a superoxidagdo de
linhagens isoladas em unidades produtoras de vinagre, com concentragdo total (CT)

variando de 6 a 11%.

e = Superoxidac;ﬁo'
Etanol (%) Acido acético (%)
003/01 0,00 4,89
004/01 0,11 5,68
005/01 0,41 5.19
006/01 0,09 5,00
007/01 0,23 5.95
008/01 0,23 5,04
009/01 0,23 5,01
011/01 0,73 5.17
012/01 0,12 9,17
013/01 0,00 531
014/02 0,21 5,26
015/03 0,46 5,01
016/03 0,45 5,31
055/03 0,46 5,11
067/04 0,05 4,92
068/04 0,45 557
078/05 0,00 5,21
082/05 0,00 5,00
086/04 0,24 571

Outro método testado para a diferenciagdo entre géneros foi com o agar

dextrose, sorbitol e manitol (DSM) e este possibilitou verificar a capacidade de oxidagdo do
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lactato apresentado somente pelas Acetobacter sp., permitindo-se entdo classificar as

linhagens isoladas de vinagreiras de acordo com esse critério.

Acetobacter cresce em DSM mudando a coloragdo do meio de amarela para
purpura ¢ Gluconobacter, incapaz de oxidar lactato, oxida preferencialmente carbohidratos

secundarios mantendo a cor amarela do meio,

O meio DSM preconizado por Cirigliano (1982) mostrou-se mais satisfatério do
que o proposto por Carr (1968) para uma rapida identificagdo fenotipica, na diferenciagio
dos géneros Acetobacter e Gluconobater. Quando conduziram-se os testes com o método
de Carr (1968), os resultados foram duvidosos e pouco conclusivos quanto a cor obtida,
tanto para linhagens-referéncia, como para as linhagens isoladas das industrias e de
fermentadores de vinagre. Além disso, o tempo de incubagdo foi superior a 96 horas,
tornando o método ainda mais desvantajoso. Ja com o DSM, em 72 h, obtiveram-se os

resultados da rapida identificagdo fenotipica dos géneros Acetobacter e Gluconobacter.

Das 74 linhagens isoladas e identificadas como pertencentes a familia
Acetobacteraceae, 70 delas foram tidas como Acetobacter, de acordo com a técnica
proposta por Cirigliano (1982), e quatro como Gluconobacter. Os isolados identificados
como Acetobacter, ao serem observados em microscdpio, ocorriam como bastonetes
preferencialmente em pares ou isolados, havendo méveis e nio méveis. Na Figura 14, tem-
se uma mesma linhagem nos meios DSM e Carr. As Figuras 15 e 16 mostram linhagens-

referéncia de Acetobacter e Gluconobacter.
As 24 linhagens restantes ou tinham forma de cocos ou eram classificadas como

bastonetes Gram positivos, consideradas contaminantes do processo fermentativo. Serdo

estudadas posteriormente, pois seus resultados niio sio objeto desse trabalho.
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A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos por coleta e no total da

identificaciio fenotipica da familia e género.

Dos 98 isolados de fermentadores de vinagre em CT variando de 6 a 11%,
92,9% foram identificados como bactérias em forma de bastonetes (91 linhagens). Os Gram
negativos foram 84,6% (77 bastonetes Gram negativos) e os identificados como

pertencentes a familia Acetobacteraceae 81,3% (74 linhagens).
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Figura 14. Linhagem 086/07 incubado a 30° C apés 96 h em meio
Carr (esquerda) e 72 h em meio DSM (direita)

Figura 15. Linhagem de Acetobacter aceti incubada a 30° C ap6s 96 h em
meio Carr (esquerda) e 72 h em meio DSM (direita)

Figura 16. Linhagem de Gluconobacter oxydans incubada a 30° C apds
96 h em meio Carr (esquerda) e 72 h em meio DSM (direita)
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4.2.4 Caracterizacio fisiologica e bioquimica dos isolados identificados como

Acetobacter sp.

As caracteristicas diferenciais dos 70 isolados, identificados como Acetobacter

sp. com linhagens-referéncia das espécies do género estdo apresentadas na Tabela 18.

Todos os 70 isolados oxidaram o etanol e cresceram em diferentes meios: com
pH 5, sem acido acético, sem etanol, na presenga de lactato de calcio. Motilidade foi
observada em 88,6% dos isolados. Nenhuma linhagem foi capaz de produzir celulose,
dihidroxiacetona a partir do glicerol, indol do triptofano, oxidase, pigmentos marrons ¢
protease. A capacidade de produg@o de acido a partir de glicose foi observada em 15,7% ¢ a

producio de catalase em 98,6% das linhagens. Todas as linhagens reduziram o nitrato.
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4.3 Preservacio das linhagens purificadas

A preservacdo de linhagens isoladas ¢ de fundamental importancia no preparo
de indculo ¢ na montagem de uma cole¢do de culturas com linhagens de interesse para a
industria. Diversos autores afirmaram terem perdido muitas linhagens isoladas devido 4 ma
preservacio. Outros relatam ser possivel preservar os microrganismos usando
crioprotetores: o mais comumente encontrado ¢ o glicerol nas mais variadas concentragoes
¢ baixas temperaturas, que podem variar de -70°C até -196°C. O risco de se preservar
microrganismos de dificil manipulagdo como as bactérias acéticas foi considerado durante
o desenvolvimento desse trabalho e, para tanto, tomaram-se os cuidados inerentes ao
manuseio desse material, uma vez que a variabilidade de linhagens € passivel de ocorrer em
culturas puras, mantidas sob condigdes artificiais de laboratério por um periodo longo.
Tomou-se o cuidado de preservar as linhagens purificadas em microtubos individuais com
varias copias, evitando-se o processo de repique de colbnias. Sempre que necessario,

preparou-se inoculo e a partir desse levou-se para o armazenamento.
Os resultados do acompanhamento da contagem de populagdo com dois

diferentes crioprotetores armazenados a -80°C ao longo de dois anos estdo colocados nas

Tabelas 19, 20, 21, 22 e 23.
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Tabela 19. Monitoramento da viabilidade celular e da recuperagio de viabilidade ao
longo de 2 anos, no estudo da preservagd@o da linhagem purificada 017/03, com

crioprotetor na temperatura de —80°C.

Crio- Contagem Contagem de by i e
Tempo Viabilidade % de viabilidade
protetor populacio total viaveis
(dias) (%) recuperada’
(n.° células/mL) (n.° células/mL)
e 0 44x10° 42x10° 95,5
§ 15 3,0x 10° 1,9 x 10° 63,3 66,3
E 30 2,6 x 10" 2,0x 10° 76,9 80,5
E 60 4,1x 10° 3,0x 10° 73,2 76,6
E 150 3,5 x 10° 2,3 x 10° 65,7 68,8
é 365 2,6 x 10° 1,9x 10° 73,1 76,5
% 730 2,1x10° 1,5 x 10° 71,4 74,8
o 0 3,1x10° 2,9x 10° 93,5
e 15 3,0x 10° 2,0x 10° 66,7 713
& 30 2,7 x 10° 2,0 x 10° 74,1 79,3
§ 60 3,8x 10° 3,0x 10° 78,9 84,4
O 150 3.9x 10° 2.8 x 10° 71,8 76,8
G 365 3,5x 10° 2,4x10° 68,6 73,4
730 2,3 x 10° 1,6 x 10° 69,6 74,4

TViabilidade das amostras descongeladas, obtida por coloragao celular com azul de Trypan.

2 Em relacio a viabilidade no tempo zero.
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Tabela 20. Monitoramento da viabilidade celular e da recuperagao de viabilidade ao longo
de 2 anos, no estudo da preservacio da linhagem purificada 024/03, com crioprotetor na

temperatura de —80°C.

Crio- Contagem Contagem de
Tempo Viabilidade % de viabilidade
Protetor populagio total viaveis
(dias) (%) recuperada
(n.° células/mL) (n.° células/mL)
e 0 3,7x 10° 3,5x 10° 94,6
o
e 15 45x10° 3,3x 10° 73,3 798
=
= 30 3,7% 107 2,8 x 10° 75,7 80,0
E 60 4,1x 10 3.1% 10° 75,6 79,9
A
o 150 48x10° 3,6x 10° 75,0 79,3
é 365 2,2 % 10° 1,6 x 10° B 76,8
5 730 5,7 x 10° 3,7x 10° 64,9 68,6
= 0 1,9x 10° 1,7 x 10° 89,5

= 15 1,8x 10° 1,2 x 10° 66,7 74,5
= 30 1,1 x 10° 8,0x 10 72,7 212
|
S 60 1,5x 10° 3,7x 10° 69,4 76,3
m
O 150 1,3% 10° 8,2x 10’ 63,1 70,5
=]
O 365 1,3x 10° 8,4 x 10 64,6 122

730 2,0x 10* 1,2x 10° 60,0 67,0
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Tabela 21. Monitoramento da viabilidade celular e da recuperagio de viabilidade ao longo
de 2 anos, no estudo da preservagado da linhagem purificada 052/03, com crioprotetor na

temperatura de -80°C.

Crio- Contagem Contagem de
Tempo Viabilidade 9% de viabilidade
Protetor populacio total vidveis
(dias) (%) recuperada
(n.° células/mL) (n.° células/mL)
s 0 4,5x% 10° 43 x 10° 95,5

G

i 15 4,4x 10° 3,9x 10° 88,6 92,8
E...

. 30 3,9x 10° 3,1 x10" 79,5 83,2

E 60 4,1 x 10° 3,1 x 10° 75,6 79,2
a

o 150 3,6 x 10° 2,3x 10 63,9 66,9

T 365 3,2 x 10° 2,4 x 10° 75,0 83,5
&.

< 730 1,1 x 10° 8,1 x 10 73,6 81,2

o 0 4,9 x 10° 4,7x 10° 95,9

" 15 3,3x 10 2,9 x 10° 87,9 91,7

= 30 1,6 x 10° 1,3x 10° 81,2 84,7
—

g 60 1,9 x 10° 1,5 x 10° 78,9 82,3

O 150 1,9 x 10° 1,4x 10° 73,7 76,8
—

O 365 1,9 x 10° 1,3x 10° 68,4 713

730 2,8x 10° 1,8x 10° 64,3 67,0
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Tabela 22. Monitoramento da viabilidade celular e da recuperagio de viabilidade ao longo
de 2 anos, no estudo da preservagiio da linhagem purificada 056/03, com crioprotetor na

temperatura de —80°C.

Crio- Contagem Contagem de
Tempo Viabilidade % de viabilidade
Protetor populacio total viaveis
(dias) (%) recuperada
(n.° células/mL) (n.° células/mL)
. 0 7,6 x 10° 7,1 x 10° 93,4
E 15 4,9 x 10° 43x10° 87,8 94,0
§ 30 4,0x 10° 3,1x 10° 71.5 83,0
é § 60 4,5x 108 3.4x10° 75,6 80,9
E 150 4.4 x 10° 3,1 x 10° 70,5 75,5
5 365 2,1 x 10 1,6 x 10° 76,2 81,6
B 730 1,1 x 10° 8,0x 10 72,7 80,8
i 0 3,6 x 10° 3,4x 10° 94,4
- 15 3,3x 10° 2,9 x 10° 87,9 93,1
= 30 1,7 x 10° 1,3x 10° 76,5 81,0
§ 60 1,7 x 10° 1,3x 10® 76,5 81,0
O 150 1,6 x 10° 1,0 x 10° 62,5 66,0
G 365 1,5x 10° 9,6 x 10 64,0 67,8
730 1,1 x 10° 6,6 x 10 60,0 63,5
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Tabela 23. Monitoramento da viabilidade celular e da recuperagio de viabilidade ao longo
de 2 anos, no estudo da preservagio da linhagem purificada 057/03, com crioprotetor na

temperatura de —80°C.

Crio- Contagem Contagem de
Tempo Viabilidade % de viabilidade
protetor populagio total viaveis
(dias) (%) recuperada
(n.° células/mL) (n.° células/mL)

S 0 49x 10° 4,7x 10° 95,9
§ 15 3,8x 10° 2.2 x10° 57,9 60.4
E 30 4,1 x 10° 2,8 x 10° 68,3 71,2
E 60 3,7x 10° 2,9 x 10° 78,3 81,6
E 150 2,7x 10° 1,8 x 10° 66,7 69,6
= 365 2,7x10° 2,0x 10° 74,1 77,3
E 730 8,4x 10 5,7x 10’ 67,8 70,7

o 0 51x 10° 49x 10° 96,1
. 15 3.8x% 16° 2,8 x10° 73,7 76,7
= 30 32x10° 2,3 x 10° 71,9 74,8
§ 60 3,3x 10° 2,4x 10° 721 75,6
O 150 3,1 x 10° 2,2 % 10° 71,0 73,9
o 365 1,9 x 10° 1,4 x 10° 73,7 76,7
730 2110 1,4x 10° 63,7 69,4

Através da andlise de variancia pode-se verificar que existe diferenca entre os
tempos mas ndo entre as linhagens para o crioprotetor extrato de malte 20%. Quanto ao
tempo inicial, chamado tempo zero, este difere significativamente dos demais, enquanto o
tempo 15 nio difere do 30, 60 e 365 dias. A Tabela A2 (anexo) apresenta o resumo dos

resultados estatisticos obtidos.
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Quanto ao crioprotetor glicerol 10%, a analise de variancia com dois fatores,
tratamento e blocos, sem intera¢iio entre tempo e linhagem, observa-se que ha diferenga
entre as linhagens, isso pode ser observado pelo teste de Tukey. A analise de variancia para
o tempo e linhagens ¢ significativa, o tempo zero difere significativamente dos demais. A

Tabela A3 (anexo) apresenta o resumo dos resultados estatisticos obtidos.

Os resultados obtidos foram considerados satisfatorios para os dois
crioprotetores. Com ambos foi possivel recuperar a viabilidade de bactérias acéticas em
niveis sempre maiores que 60%. Ao se efetuar a comparagdo enfre os crioprotetores,
percebe-se que o extrato de malte teve melhor desempenho em relagdo ao glicerol na
temperatura de -80°C. Como ja foi dito, nfio houve variagdo entre as linhagens, como

ocorreu com o crioprotetor glicerol a 10%.

Os dados de preservagiio de bactérias acéticas resultaram em um procedimento
padrio usado no trabalho e recomendado para estocagem de bactérias isoladas de industrias

produtoras de vinagre por um periodo de 2 anos, na temperatura de -80°C ou -196°C.

4.4 Enumeracio de bactérias acéticas

4.4.1 Escolha de corante para uso na contagem de células vidveis e nao viaveis

Na enumeracio de bactérias acéticas, o primeiro estudo efetuado foi quanto ao
uso de um corante que possibilitasse a contagem de células viaveis e ndo vidveis ao
microscépio. Corantes organicos sdo usados para facilitar isolamento e diferenciagéo de
microrganismos em varios meios de cultura. Os corantes azul de metileno ¢ eritrosina,
testados para a contagem total de viaveis, nao apresentaram resultados satisfatorios quando
usados para corar células mortas de bactérias acéticas. O corante azul de trypan produziu
resposta positiva, células inativas coloriram-se de azul. A partir do resultado, adotou-se

esse corante para uso rotineiro para a técnica da contagem direta no microscopio. Na
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literatura, encontra-se também o uso de azul de trypan como corante para enumerar
leveduras e fungos em amostras de produtos lacteos, cereais, carne, frutas, verduras,
condimentos € bebidas fermentadas. Os resultados obtidos sdo positivos, indicando
crescimento satisfatério desses microrganismos quando usado o corantc em meios de

cultura sélidos (Hart et al., 1991).

Apesar das limitagdes inerentes ao método de contagem total de células ao
microscépico, tém-se algumas vantagens que permitem 0 seu uso rotineiramente na
industria de produgdo de vinagre. Em primeiro lugar, cabe ressaltar que ha um salto de
qualidade na resposta da técnica a medida que se pode usar um corante que possibilite
distinguir células vivas e mortas (posto que o objetivo ¢ que s¢ tenha populagdo de vidveis
em um numero alto durante 0 processo fermentativo, igual ou superior a 10” células/mL).
Além disso, ¢ uma técnica relativamente simples e barata para ser usada, necessitando
apenas de treinamento de um técnico. Como desvantagem pode-se citar que o corante azul
de trypan em contato com células cora as viaveis apés 3 minutos. Esse detalhe deve ser
lembrado e superado sempre que possivel. Portanto, na industria de fermentagao acética, a

contagem de viaveis com o corante azul de trypan é recomendada.

4.4.2 Comparacio entre técnicas de contagem para uso com bactérias acéticas

As vantagens, desvantagens © resultados obtidos quando se compararam as
técnicas da contagem de células, plaqueamento em superficie, nimero mais provavel e
membrana filtrante, para enumeragdo de bactérias acéticas apos, duas repetigdes (uma em
amostras provenientes de dornas de fermentacio em escala industrial ¢ uma em in6culo

preparado em laboratério com linhagem-referéncia), estao apresentados a seguir.

Os resultados obtidos na primeira repeti¢ao, realizada na industria 1,
comparados entre os quatro métodos apresentados para enumeracio de bactérias acéticas

estio na Tabela 24.
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Tabela 24. Comparacao entre técnicas da contagem de células, plaqueamento em

superficie, nimero mais provavel e membrana filtrante para enumeracio de bactérias

aceticas, 1* repeti¢do realizada na industria 1.

Repetigio Contagem Direta Plaqueamento _NMP Membrana
(células / mL) (UFC /mL) (NMP / mL) (UFC/mL)
1 1,83 x 10° 1,29 x 10" >2.4x10° 1,11 x 10°
2 3,42 x 10° 1,19x 10" >24x10° 1.20% 10
3 3,39 x 10’ 6,65 x 10’ >2,4x 108 1,37 x 10°
4 3,66 x 10° 6,40 x 10° >2.4x10° 8,90 x 10°
5 4,32 % 10° 7,30 x 10° >2,4x 10 1,24 x 10°
6 3,00 x 10° 1,37 x 10" >24x%10° 1,05 x 10°
7 3,63 x 10° 1,01 x 10" >24x10° 1,40 x 10°
8 3,60 x 10° 1,73 x 10'° >24x 108 1,59 x 10°
9 4,47 x 10° 1,50 x 10'° >2.4x10° 1,49 x 10°
10 4,35x 10° 1,15x 10" >24x 10 1,21 x 10°
11 4,71 x 10’ 1,18 x 10" >24x10° 1,27 x 10°
12 2,64 x 10’ 1,35 % 101° >24x10° 1,11 x 10°
13 4,23 x 10° 9,50 x 10’ =04 5107 1,11 x 10°
14 3,15 x 10° 1,41 x 10"° >24x10° 1,34 x 10°
15 2,79 x 10° 1,09 x 10" 0.4 x 10 1,68 x 10°
16 2,31 x 10° 1,45 x 10" =94 %10° 9,20 x 10°
17 2,82 x 10° 111 6 10™° >2.4x10° 9,80 x 10°
18 2,94 x 10° 1,21 x 10'° >24x10° 8,90 x 10°
19 411x 10° 1,75 x 10" >24x10° 1,37 x 10°
20 1,86 x 10’ 1,50 x 10" >2.4x 10 1,18 x 10°
21 2,31 x 10° 1,63 x 10" >24x10° 1,24 x 10’
22 3,84 x 10° 1,21 x 10" >24x 108 1,30 x 10°
23 2,13 x 10° 1,15 x 10" >24x 10 1,68 x 10’
24 3,21 x 10° 1,62 x 10" >24x10° 8,60 x 10
25 2,97 x 10° 1,33 x 10'° >24x10° 7,90 x 10
26 3,15x 10’ 1,81 x 10'° >24x 108 1,11 x 10’
27 3,72 x 10° 1,30x 10" >24x 108 1,18 x 10°
28 2,61 x 10° 1,11 x 10" >2.4x10° 1,34 x 10’
29 3,06 x 10° 1,48 x 10'° >24x 10 9,90 x 10
30 2,97 x 10° 1,14 x 10" >2.4x10° 8,60 x 10°

Nesse caso, a diluigdo da amostra para a condugao da determinac¢do do nimero

mais provavel e da membrana filtrante ndo foram ideais. Com a dilui¢do usada ndo se
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conseguiu obter o recomendado para contagem do NMP (todos os tubos da mais baixa
diluicdo positivos e todos os tubos da mais alta dilui¢io negativos). E quanto a contagem na
membrana filtrante, em todas as 30 repetigdes 0 nimero obtido foi superior a 800 colonias

na area total da membrana.

A analise de variancia aplicada foi inteiramente casualizada usando-se o teste
de Tukey, verificando-se que nao existia diferenga entre o resultado da técnica dos tubos
multiplos ¢ da membrana filirante. As Tabelas A4 e A5 (no Anexo) apresentam oS

resultados estatisticos obtidos.

A média dos resultados obtidos na contagem direta, comparada com o0
plaqueamento em superficie e membrana filtrante, difere na ordem de grandeza de 10 vezes
menor para a primeira. O menor desvio padrio encontrado entre as médias dos trés metodos

foi para a técnica da membrana filtrante.

A 27 repeti¢io, conduzida com linhagem CCTO0190, apresentou para a técnica
dos tubos multiplos o mesmo problema de dilui¢do na amostra da repeti¢@o. A Tabela 25
mostra o resultado das contagens € as Tabelas A6 e A7 (anexo), as analises estatisticas. E
possivel inferir que a técnica da contagem direta e da membrana filtrante sd0 as que nao
apresentam diferenga. Pode-se considerar que as diluigdes da amostra na condugao desse

teste foram adequadas.

Nessa repeticio, a média dos resultados obtidos no plaqueamento em superficie
comparada com a contagem direta e membrana filtrante difere na ordem de grandeza de 10
vezes mais para a primeira. O menor desvio padrio encontrado entre as médias foi para a

técnica da contagem direta de celulas.
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Tabela 25. Comparacao entre técnicas da contagem de células, plaqueamento em

superficie, nimero mais provavel e membrana filtrante para enumeragdo de bactérias

accticas, 2" repeti¢ao realizada em laboratério com linhagem-referéncia Acetobacter aceti

CCT0190.
Repsticio Contagem Direta Plaqueamento NMP Membrana
(células / mL) (UFC /mL) (NMP / mL) (UFC/mL)

1 1,41 x 10° * >24x10° 6,1 x 10"
2 2,43 x 10’ >2,4x 108 1,5x 10°
3 2,79 x 10° 6,0 x 10’ >2.4x%x10° 6,8 x 10’
4 2,91 x 10° >24x10° 3,1x10°
5 2,13 x 10° >24x10% 6,8 x 10°
6 2,28 x 10° 3,0x 10’ >2.4x 10 2,2x10°
7 2,40 x 10° ; >24x 108 3.9 x 10’
8 2,13x 10° >24x10° 4.4x 10°
9 1,56 x 10’ 6,0 x 10’ >24x 108 1,5x 10°
10 2,37 x 10° >24x10° 1,6 x 10’
11 2,28 x 10° 8,0 x 10° >2,4x10° 1,9 x 10’
12 2,07 x 10° >2.4x%10° 1,1 x 10°
13 2,31 x 10° >24x10% 9,0 x 10°
14 1,86 x 10° >2.4x10° 1,1 x10°
15 2,34 x 10° 6,0 x 10’ >24x10° 1,9 x 10’
16 2.52 x10° >2.4x10° 6,8 x 10°
17 2,49 x 10° >2,4x10° 2,2x10°
18 3,27 x 10° 4,0 x 10 >2.4x%10° 8,0x 10
19 3,15 x 10’ >24x10% 34x10°
20 2,94 x 10° 4,0x10° >24x10° 2,1 x 10°
21 2,40 x 10° 7,5x 10° >24x10° 2,8x10°
22 3,30 x 10’ >24x10° 2,7 x 10°
23 2,76 x 10’ 6,0 x 10 >24x10° 8 J i
24 3,33x 10° >24x10° 29510
25 2,19 x 10° 2,0x 10’ >24x10% 6,2 x 10°
26 2,73 x 10’ 8,5x 10’ >24x%10° 6,0 x 10’
27 2,61 x 10° 8,0x 10’ >24x10° 7,6 x 10°
28 2,58 x 10° >24x10° 2,6 x 10°
29 1,89 x 10° 2,4x10° >24x%10° 3,1 x 10°
30 1,53 x 10° >2.4x10° 2,7x 10°

* ndo foi possivel a contagem pois o crescimento foi espalhado.
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Os resultados obtidos para os valores de desvio padréo e coeficiente de variagdo
mostram a dispersdo encontrada. A média e o desvio padrdo, bem como o nimero de
repetigdes usado para seus célculos, podem ser vistos nas Tabelas A4 e A6 (anexos). No
meétodo de contagem direta, o coeficiente de variacio foi de 23,8% (1 repetigdo), 12,9% (2
repeti¢do). Para o plaqueamento em superficie os valores do coeficiente de variagdo foram
para as 2 repetigoes, respectivamente, 23.5% e 24,2%. E para a técnica da membrana
filtrante os coeficientes de variagdo foram 2,0% (1 repetigao), 22,6% (2° repeticao). A
técnica do numero mais provavel, como ja citado neste trabalho, € apenas uma

probabilidade do resultado, portanto o seu uso ¢ pouco consistente.

As Figuras 17 e 18 ilustram o0s resultados obtidos na contagem de bacterias
acéticas pela técnica do plaqueamento em superficie com agar em dupla camada. A
primeira mostra placas com crescimento de colonias possiveis de serem contadas. A Figura
18 apresenta uma forma de crescimento bastante comum €m S€ tratando de bactérias

aceéticas, porém impossivel de ser quantificada.
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Figura 17. Plaqueamento possivel Figura 18. Plaqueamento impossivel

de quantificar de quantificar

As Figuras 19 e 20 sdo referentes ao teste de tubos multiplos realizado com
linhagem-referéncia de Acetobacter aceti CCT 0190. A Figura 19 compara um tubo branco
(Tubo A) e outro em que houve crescimento (tubo B), notado pela mudanga de cor do meio.
Na Figura 20, ndo ha mudanga de cor do meio, porém existe a formagdo de um anel

superior indicando crescimento, confirmando a dificuldade de interpretagdo do método.

Figura 19. Tubo A com prova negativa e Figura 20. Tubo A com prova negativa
Tubo B com prova positiva e Tubos B e C com respostas dubias
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As Figuras 21 e 22 mostram os resultados obtidos na contagem de bactérias

acéticas pela membrana filtrante, em duas repetig¢des diferentes (1* e 2° repetigdes).

Figura 21. Contagem de bactérias acéticas pela membrana filtrante,
meio MYP dupla camada, apods 24 h de incubagdo a 30°C e
umidade relativa de 96% - 1" Repeti¢do

Figura 22. Contagem de bactérias acéticas pela membrana

filtrante, meio MYP dupla camada, apos 24 h de incubagdo a 30°C
e umidade relativa de 96% - 2* Repetigdo
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Métodos rapidos e automag¢do em microbiologia sdo importantes ndo s6 para a
satide publica, detectando microrganismos patogénicos, como também para monitorar
processos industriais. No estudo realizado, a enumeragio de bactérias acéticas pela técnica
da membrana filtrante apresentou fatores positivos: (1) impediu o crescimento espalhado da
bactéria aprisionando-a na grade hidrofobica com a qual a membrana filtrante € constituida,
possibilitando assim a sua contagem (o crescimento de forma espalhada ¢ um fato comum
de ocorréncia quando se usa o plaqueamento em superficie); (2) o tempo de incubagdo foi
menor do que para as técnicas de plaqueamento em superficie € nimero mais provavel; (3)
ndio produz duvidas quanto ao crescimento, algo que ocorre com a técnica do nimero mais
provavel. Logo, em relagdo as técnicas do plaqueamento em superficie e do numero mais
provavel, apresenta vantagens. Podera ainda ser usada no isolamento de linhagens de

bactérias acéticas da industria.

Para uso rotineiro em laboratorio, a membrana filtrante apresenta algumas
vantagens em relagio ao método de tubos multiplos, como, por exemplo, no controle
microbiologico de aguas e bebidas. O volume de meio de cultura para a membrana ¢ menor
do que no método de tubos multiplos, 2 mL contra 50 a 150 mL/amostra. O tempo de
analise esté entre 18 a 24 horas para o primeiro; o tempo para o segundo € de 48 a 96 horas.
A possibilidade de resultado falso-positivo € rara para a membrana. Possiveis inibidores sdo
arrastados por lavagens sucessivas. No método dos tubos miltiplos, pode-se ter a presenca
desses inibidores. A interpretaciio dos resultados se da por contagem direta na membrana
filtrante; ja nos tubos multiplos ¢ uma estimativa estatistica. O custo aproximado para
determinagdo por membrana ¢ de US$ 1,1/amostra e para o método dos tubos multiplos

US$ 2.1/amostra’*.

Quanto a comparagio entre a técnica da membrana filtrante e a contagem de
células, ambas apresentam vantagens e desvantagens quanto ao uso em indistrias

produtoras de vinagre. A decisdo fica por conta do custo e da aplicagdo que se deseja. Para

"4 Informagdes obtidas pela BRAZILFILTER Comercial Ltda. - Osmonics Advantec MFS Inc.
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a aplicagdo em industrias de bebidas, a técnica da membrana filtrante mostra-se superior a
contagem de c€lulas. A contagem direta ndo ¢ adequada para suspensdes pouco densas de
células, menores que 10° células/mL, pois encontram-se poucas no campo do microscopio.
As bactérias acéticas tém sido citadas, freqiientemente, como deteriorantes nas industrias de

bebidas.

Sokollek & Hammes (1997) avaliaram que a técnica do NMP e a determinagio
das unidades formadoras de coldonia com meio RAE (1a/2e) se mostraram como métodos
confiaveis para determinar a recuperagdo de preparagdes congeladas e liofilizadas. Os
dados obtidos neste estudo demonstraram que o método do NMP nio se apresentou

confidvel para enumerar bactérias acéticas.

Outra observacdo apresentada por Sokollek et al. (1998a) foi que no
plaqueamento em superficie ocorria a formagdo de um grumo denso nas placas e os
investigadores consideravam como resultado de sobreviventes >1%. Isso também foi
encontrado neste estudo, o que se chamou de crescimento impossivel de enumeracio,

demonstrando assim a fragilidade da técnica.

4.5 Estudo de linhagens isoladas de unidades produtoras de vinagre capazes de oxidar

etanol

4.5.1 Triagem dos isolados identificados como Acetobacter sp. quanto a capacidade

para oxidar etanol
Usou-se o critério da oxidacdo do etanol em agar MYP modificado com

concentragdes crescentes de etanol para selecionar algumas linhagens purificadas e

selecionadas como Acetobacter sp., para uma maior caracterizagio.
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Do total de 70 linhagens identificadas como Acetobacter sp., apenas nove
foram capazes de oxidar o etanol sem a presenga de 4cido acético. Essa oxidagdo foi
avaliada pela medida empirica do halo (mm) formado em éagar MYP modificado pelo
acréscimo de etanol em concentragdes variadas de 2 a 20%. Ao éagar MYP usado
acrescentou-se o indicador verde de bromocresol, que, em meio acido, apresenta a cor

amarela.

As linhagens selecionadas foram 006/01, 011/01, 016/03, 055/03, 067/04,
068/04, 078/05, 082/05 ¢ 086/06. Essas apresentaram a capacidade de crescer € oxidar
etanol no meio testado. A Tabela 26 mostra as medidas empiricas, em milimetros, obtidas
dos halos formados para as nove linhagens e para linhagem-referéncia de Acetobacter
pasteurianus (CCT1706). Ja as linhagens CCTO0173, CCT0174, CCT0190 e CCT1724 ndo

apresentaram essa caracteristica. As Figuras 23 e 24 apresentam 0 resultado dos testes.

As nove linhagens selecionadas foram capazes de crescer sem a presenca de
4cido acético no meio. Sievers et al. (1992) relatam que Acetobacter europaeus ¢ tolerante
a concentragdes de acido acético de 4 a 8% no agar AE e exige acido acético para crescer.
As linhagens de Acetobacter oboediens, que t€m capacidade de crescer em caldo AE na
presenca de acido até 8%, e Acetobacter pomorum apresentaram a caracteristica de crescer

sem a presenca de acido acético (Sokollek et al., 1998b).

E pertinente avaliar o material isolado no presente estudo, identificado como
Acetobacter sp., quanto a capacidade de oxidar o etanol na presenca de acido acético. Pode
ser possivel que nesse material isolado haja linhagens com capacidade para oxidar o etanol

somente na presenga de acido acético.
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Tabela 26. Capacidade de oxidagdo do etanol, medida pelo formagao de halo (mm), a

30°C em agar MYP modificado, apds 48 horas de incubagio

Medida do halo formado (mm)

% etanol (v/v) no agar MYP modificado

Linhagem
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
006/01 -* 7.3 - - - - ” - - )
011/01 30,3 282 254 17,8 8,1 - - - - -
016/03 > ‘78 - - - - = = - 5
055/03 12,1 101 6,1 2,0 - - - " . 5
067/04 < 205 - - 2 . s 2 e =
068/04 - 94 73 1,2 - - . - - .
078/05 - 14,7 - - - - = > " %

082/05 210 21,3 120 3.1 - = = & % 5

086/06 73,0 54,0 51,0 48,1 38,9 24,0 - - - -
CCTO173 . - - - « = . . = .
CCTO174 - - - < - - - - - -
CCTO0190 - - - . = - - " = 2
CCT1706 - 50,7 43,5 344 31,1 20,0 - - 2 =
CCT1724 - - - . - = - - - "

* - nao houve formacao de halo
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Figura 23. Capacidade de oxidagdo do etanol pela linhagem 086/06 em agar
MYP modificado apés 48 horas de incubagio a 30°C.

Figura 24 Capacidade de oxidagdo do etanol pela linhagem-referéncia Acetobacter aceti
CCT1706 em agar MYP modificado apos 48 horas de incubagéo a 30°C.
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Os isolados 011/01, 055/03, 082/05 e 086/07 apresentaram também habilidade
para oxidar o manitol do dgar MYP sem a presenga de etanol, formando halo e mudando a
cor do meio de cultura de azul para amarelo (Figura 23). Lisdiyanti et al. (2000) afirmaram
que linhagens de Acetobacter ndo sao capazes de utilizar D-manitol como fonte de carbono.
As linhagens por eles estudadas cresciam mal em caldo e agar MYP com e sem manitol. O
pouco crescimento observado pode ser explicado pelo fato de que linhagens de Acetobacter
estariam usando extrato de levedura e peptona como fonte de carbono. Em contraste,
linhagens de Gluconobacter oxydans IFO 14819", Gluconobacter frateurii NRIC 0228,
Gluconobacter cerinus NRIC 0229", Gluconoacetobacter liquefaciens 1FO 12388",
Gluconoacetobacter hansenii LMG 1527", Gluconoacetobacter xylinus 1FO 15327" e
Asaia bogorensis JCM 10569" cresceram bem tanto em caldo como em agar MYP, porém
nio cresceram sem D-manitol. Segundo os mesmos autores, Asai foi o primeiro a sugerir,
em 1964, o uso do agar MYP para diferenciacdo de bactéria acética. Yamada et al. (1997)
relataram o ndo crescimento do género Acetobacter em agar MYP ¢ reforgaram o uso desse
para identificar bactérias do género Gluconobacter ou Gluconoacetobacter. Boesch et al.
(1998) rejeitaram essa colocagao argumentando que diferenciar género pelo crescimento
em agar manitol era definitivamente errado. Disseram ainda que, nos catdlogos de
linhagens de bactérias, o dgar MYP era indicado como meio tanto para Acetobacter como
para Gluconobacter pelo Laboratorium Microbiologie Rijksuniversiteit Gent, BCCM no

Catalogue, do ano de 1989.

Estas nove linhagens ¢ a referéncia CCT1706, apos incubag@o prolongada (21
dias), superoxidaram o acido produzido. Isso foi observado pela mudanga de cor do halo do

meio MYP, de amarelo para azul.

4.5.2 Caracterizacio das linhagens isoladas e selecionadas pela capacidade de

oxidacdo de etanol em meio MYP modificado

Informagdes sobre dados relativos ao lugar onde foram coletadas as linhagens
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006/01, 011/01, 016/03, 055/03, 067/04, 068/04, 078/05, 082/05 e 086/06 estio

apresentadas na Tabela 27.

Tabela 27. Local e dados de onde as linhagens selecionadas foram coletadas.

: 0/ Anq 3

Linhagem Industria Dorna  Substrato Tem(gccrz)ltura i:aé(t:;gg % etanol %?)It];]e?;; ?,?;)
006/01 1 2 Alcool 33 8,10 2,40 10,50
011/01 1 1 Alcool 33 10,26 0,54 10,80
016/03 1 6 Alcool 33 9,00 1,00 10,00
055/03 1 9 Alcool 33 9,84 0,70 10,54
067/04 Frings 1 Milho/Arroz 30 9,80 0,50 10,30
068/04 Frings 1 Milho/Arroz 30 9,80 0,50 10,30
078/05 2 2 Alcool 33 7,20 1,20 8,40
082/05 2 5 Vinho Tinto 33 8,60 1,20 9,80
086/06 1 | Magci 33 5,70 0,70 6,40

A morfologia das colonias e das células desse grupo de isolados selecionados

estao apresentadas na Tabela Al (anexo).

4.5.3 Crescimento das linhagens isoladas e selecionadas pela capacidade de oxidacio

de etanol nas temperaturas de 30, 35 e 40°C

O crescimento, em incubadora agitada (120 rpm), no meio MYP, por 72 horas,
das nove linhagens isoladas das unidades produtoras de vinagre e selecionadas como
formadoras de halo, foi positivo para as temperaturas de 30, 35 e 40°C. Cabe lembrar que

os locais de isolamento dessas linhagens operavam em temperaturas variando de 30 a 33°C.

E interessante do ponto de vista industrial trabalhar com linhagens
termotolerantes. O uso de linhagens mesofilicas, com temperatura 6tima em torno de 30°C,
para a produgdo de vinagre, obriga muitas indidstrias a controlarem rigorosamente essa
temperatura. O custo para manter a temperatura nesse patamar torna-se alto para a unidade
produtora. Varios fatores contribuem para aumentar a temperatura durante o processo de
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oxidagdo do etanol a acido acético. Entre eles, pode-se citar que a fermentagdo submersa "
exotérmica, além das condi¢des climaticas do pais mostrarem altas temperaturas durante a
maior parte do ano. Portanto, estudos posteriores serao necessarios para avaliar a
capacidade de produgio dessas linhagens a temperaturas maiores que 30°C, com diferentes

concentragdes de etanol e acido acético.

4.5.4 Crescimento das linhagens isoladas e selecionadas pela capacidade de oxidac¢ao

de etanol nas concentracdes em acido acético de 5,10 e 15%

De todos os isolados que foram inoculados em caldo MYP modificado pela
adicio de 5, 10 e 15% de acido acético, por 96 horas de incubagdo a 30°C, somente o0s
082/05, 011/01 e a linhagem-referéncia CCT1706 foram capazes de crescer na mais alta
concentrac@o. Para a concentragdo de 10% além dessas, as linhagens de numeros 006/01,
055/03, 067/04, 068/04, 072/05 e referéncia CCT173 também foram capazes de crescer. E
na menor concentracio ( 5% de 4cido acético no meio MYP) todos os isolados e linhagens-

referéncias testados cresceram.

4.5.5 Caracteristicas bioquimicas e fisiologicas das linhagens isoladas e selecionadas

pela capacidade de oxidagdo de etanol

O efeito do pH sobre a resisténcia dos isolados foi avaliado em valores de 1,5;
2,5; 3,5 e 5. Todos os nove isolados mostraram-se resistentes, isto é, houve a presenca de
células vivas quando observadas ao microscopio, apos um periodo de 72 horas de
incubagdo a 30°C em meio MYP corrigido nos valores de pH experimentados. Foi
observado ao microscopio o aparecimento de formas involutivas em meio com valores de

pHde 1,5¢2,5.
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A caracteriza¢do fisioldgica e bioquimica testada em cada uma das nove

linhagens estudadas detalhadamente, mais as linhagens-referéncia, estdo na Tabela 28.

Os nove isolados ndo formaram endosporos, ndo produziram indol a partir do
triptofano, eram oxidase e gelatinase negativa. Todos esses critérios estavam de acordo com
o proposto por Swings (1992), para uma rapida identificagdo fenotipica da familia
Acetobacteraceae, além de serem Gram negativos, com capacidade de oxidar etanol a acido
acético e apresentarem metabolismo estritamente aerdbio. Esperava-se também que estes
isolados ndo reduzissem o nitrato, conforme apontamento daquele autor, porém isso nao
ocorreu. Além disso, nenhuma dessas linhagens produziu celulose ¢ dihidroxiacetona a
partir de glicerol. Nao houve formagdo de pigmentos marrons. Todas foram capazes de
crescer em meio Hoyer ¢ em meio com pH 5, sendo produtoras de catalase. Apenas 5

produziram acido a partir de glicose.

A utilizagdo de varias fontes de carbono pelas linhagens selecionadas esta
apresentada na Tabela 29. As Figuras 25, 26, 27 e 28 apresentam o crescimento dos

isolados e linhagens-referéncia nessas diferentes fontes de carbono.

As linhagens 006/01, 011/01, 016/03 e 086/06, isoladas da industria 1, podem
ser agrupadas por apresentarem crescimento nas mesmas fontes de carbono. Da mesma
forma, as linhagens 078/05 e 082/05, isoladas da industria 2, também cresceram nas

mesmas fontes de carbono.

A literatura indica que as melhores fontes de carbono para Acetobacter sdo, em
ordem decrescente, etanol, glicerol e lactato de sodio (De Ley et al., 1984). Assim como ¢
relatado por Swings (1992) que lactose e amido ndo s3o usados como fonte de carbono.
Porém todos os isolados e linhagens-referéncia testados foram capazes de usar amido como
fonte de carbono. Como Acetobacter methanolicus, todos os isolados e linhagens-referéncia

foram capazes de crescer com metanol.
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Tabela 28. Reacdes bioquimicas das linhagens isoladas e selecionadas como capazes de

oxidar etanol ¢ de linhagens-referéncia, preparadas conforme procedimento padrao de

in6culo.
Linhagem o <
"gEEajegas -
- = e
Reagdes Bioquimicas € 8 2880 ool S 8 8 8 8 8
Crescimento meio Hoyer + + + + + + + + + + + + + 4
Crescimento pH 5,0 + + o+ + + o+ + + + + + o+
Formagao de pigmentos
marrons o T
Oxidag@o etanol + + 4+ + 4+ + 4+ + + + + + + 4+
Produgio acido a partir
R . " T T S T . SR
de glicose
Produgio celulose - - - - & o= = - - : - - -
Producdo de catalase + + + + + + + 4+ + + + + +
Producdo de
dihidroxiacetona a partir - - - - - - - - - = ===
de glicerol
Producdo de gelatinase e T T
Produgio de indol do
triptofano - I _ _
Produc¢do de oxidase - - - .  we = o= = s o 4w
Redugao de nitrato + + + 4+ % + 4+ 4+ + + F + +
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Tabela 29. Crescimento apos 96 horas de incubagdo a 30°C em diferentes fontes de

carbono de linhagens isoladas e selecionadas como capazes de oxidar etanol e linhagens-

referéncia.
R, HeE s o w8 o PR
o 2 B8 B F
— ) W o o - oo o0

Piovia . cloEme R Sl R L e e 8 8 8 8 8
Amido + + + + o+ + o+ 4 + + + + + o+
Butanol + + + = + + - 5 + + + + + +
Frutose 8 i i + s S S 4 . s + F oF B -
Glicerol + 4+ 4+ + 4+ 4+ + + + + + 4+ + O+
Glicose + + + + + + + + + + - + + +
[so-Amilico - = = - % + - - _ il B . . -
Iso-propanol + + + 4+ + + 4+ o+ 4+ o+ 4+ 4+ o+ o+
Maltose + + + + + + it + + e g 4 + i
Manose + + + + + + + + + + + + + +
Metanol + + + + + + + o+ + + + o+ + +
n-Amilico = & - & - + . = = - " - . +
Rafinose + + + + 0 4 + o+ + 4+ g g % =
Sacarose + + - + - = + + + + o+ + + +
Sorbitol + + + + + o+ + + + CER T £ + +
Xilose + + + - + + + - + + + o+ + -+
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Figura 25. Crescimento de linhagem 086/06 em diferentes fontes de carbono,
em meio MYP modificado, apos 72 h de incubagéo a 30°C

RAFINOS]

\

/[
*»
. 4

n=AMILICO

Figura 26. Crescimento de linhagem-referéncia CCT1706 em diferentes fontes de
carbono, em meio MYP modificado, apos 72 h de incubagio a 30°C
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Figura 27. Crescimento de linhagem isolada em diferentes fontes de
carbono em meio Suomalainem, modificado apos 72 h de incubagdo a 30°C

Figura 28. Crescimento de linhagem-referéncia CCT 1706 em diferentes fontes
de carbono em meio Suomalainem, modificado apés 72 h de incubagéo a 30°C
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4.6 Estudo cinético das linhagens isoladas e selecionadas como capazes de oxidar o

etanol

4.6.1 Monitoramento de parametros cinéticos em escala laboratorial

As Figuras F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, F9 (anexo) mostram o
monitoramento em escala laboratorial dos pardmetros de crescimento, consumo de etanol e
glicose, oxigénio dissolvido e medidas de pH no meio, e a produgdo de acido acético para
cada linhagem selecionada do grupo. As Tabelas A8, A9, A10, All, Al12, A13, Al4, Al5¢e
Al6 apresentam os resultados obtidos no monitoramento dos parimetros medidos em
escala de laboratorio. A Tabela Al7 apresenta pardmetros cinéticos e rendimentos
calculados a partir do monitoramento da produgdo de acido, partindo de uma concentragio
total de 6%, com 2% de acido e 4% de etanol (meio RAE), frasco Fernbach, a 30°C com

agitac@o de 120 rotagdes por minuto.

Os resultados permitem observar a tendéncia dos parAmetros cinéticos, uma vez
que o experimento ¢ conduzido em incubadora agitada, nio se tem uma oxigenacio
adequada no processo ¢ o tempo dos experimentos € muito longo. Porém, pode-se notar
que, a medida que se desenvolve o processo e tem-se produgdo de acido, o teor de oxigénio
dissolvido no meio diminui substancialmente em relagdo ao valor inicial e permanece
constante em torno de 1 mg de O, dissolvido por litro . O teor de aglicar redutor expresso
como glicose em todas as linhagens do grupo estudado atingiu a metade do seu valor inicial
ao final do processo. E pareceu ndo depender da taxa de consumo de etanol. O valor médio
do pH para todas as linhagens estudadas foi de 3,39 (d.p.|5 0,08:; c.v.' 2,33%). Os niveis de
acido acético no meio conferem um valor de pH proximo de 3, dado esse observado e

encontrado na literatura (Spinosa, 1996; Adams, 1985).

" d.p. desvio padrio
' c.v. coeficiente de variacdo
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Em todas as linhagens selecionadas, observou-se a superoxidagdo do acido
acético em concentracdo de etanol proxima de zero e teores de acido acético em torno de

5% (dados apresentados na Tabela 16).

Nas curvas de crescimento obtidas, tem-se um crescimento bacteriano tipico.
Ao plotar o logaritmo do numero de organismos contra o tempo, as mudangas na
velocidade de crescimento resultam em uma curva sigmodide, com fase lag apos o tempo

igual a zero, seguida por uma fase exponencial e entdo por uma fase estacionaria.

A produtividade em gramas por 100 mL em 24 horas € dada na Tabela A18 nas

diferentes concentragdes de etanol e 4cido acético para as linhagens selecionadas.

4.6.2 Monitoramento dos parimetros cinéticos em escala piloto para um ciclo

fermentativo

Caracterizou-se um ciclo de fermenta¢do semi-continua de vinagre que foi
inoculada com cultura pura dos isolados 086/06 ¢ 082/05 em reatores piloto Frings. Os
dados obtidos e as curvas estdo nas Tabela 30, Tabela 31, Figura 29 e Figura 30 para ambos

fermentadores.
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Tabela 30. Monitoramento do ciclo fermentativo da linhagem 086/06 em meio RAE com

CT de 7,5% em reator Frings com volume total de 8 L.

17

t(hy T°C Turbidez InN/Np B PH %AR'" %acidez %alcool %CT
0 30,0 1,080 0,000 1,07 336 233 421 337 7,58
1 297 1,101 0,019 1,05 332 221 428 331 759
2 299 1,097 0,016 0,96 320 247 437 323 7,60
3 30,0 1,097 0016 0,88 328 249 441 3,02 743
4 299 1,103 0,021 0,86 329 230 449 289 738
5 30,0 1,155 0,067 0,86 330 235 453 276 129
6 30,0 1,178 0,087 0,81 328 234 456 268 724
7 30,1 1,204 0,109 0,77 324 255 463 260 7,23
8 30,1 1,248 0,145 0,78 3,12 253 491 252 743
9 304 1262 0,156 0,81 327 264 508 237 745
10 304 1,302 0,187 084 322 260 527 217 744
1 30,1 1,340 0216 1,19 321 249 534 208 7,42
12 30,2 1,354 0,226 0,76 3,19 2,60 5.40 2.03 7,43
13 30,1 1,384 0248 0,82 3,18 256 554 200 7,54
14 300 1,399 0259 076 3,17 253 564 197 76l
15 299 1421 0274 0,79 318 230 573 142 7,15
16 30,0 1,439 0287 075 3,16 2,08 598 136 734
17 299 1437 028 066 3,15 210 6,03 124 727
18 30,1 1443 0290 078 3,16 219 6,09 1,16 7725
19 302 1444 029 076 3,14 214 621 1,01 7,22
20 30,0 1,651 0424 075 296 211 624 093 717
21 30,1 1,810 0516 0,77 3,14 198 655 081 736
22 300 1,830 0,527 0,82 3,13 195 668 063 731

'70.D. oxigénio dissolvido
'8 A.R. agticar redutor expresso em mg de glicose/mL
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Tabela 31. Monitoramento do ciclo fermentativo da linhagem 082/05 em meio RAE com

CT de 7,5% em reator Frings com volume total de 8 L.

t (h) T°C Turbidez InN/No OD.mg/L PH  %AR. %acidez %alcool %CT
0 29,7 3,15 0,000 0,84 3.26 2.3 3,14 4,40 7,54
1 298 328 039 1,09 325 20 323 406 729
2 29.8 3,04 0,037 0,77 3.20 2,5 3,24 4,01 7,25
30298 301 47 0,74 3,18 24 331 391 722
+ 30.6 2,95 0,067 0,76 3,17 2.3 3,34 3,60 6,94
5303 300 9049 073 319 22 361 346 7,07
6 30.3 3.06 -0,029 0,73 3,17 2.1 3,77 3.35 7,12
7302 313 _ggog 071 318 24 392 328 7,20
8 300 326 (934 070 314 21 416 321 737
9 300 323 g4 079 313 22 425 3,12 737
10 30.1 3,14 -0,003 0.68 3,12 2,0 4,34 3,00 7.34
11300 316 ggo3 072 3,09 20 445 281 726
12300 299 052 074 307 1,9 467 247 714
13299 311 _gg14 072 303 19 514 2,13 727
14 300 313 006 075 300 20 556 165 721
15 299 364 (145 080 298 20 608 1,03 71l
16 300 375 o174 076 296 20 647 052 699
17 30,1 3.1 0,72 2,95 1.9 6,72 0,41 7,13

0,180
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Figura 29. Curvas dos par.ﬁmetros medidos para a linhagem 086/06 em um

ciclo fermentativo com CT 7,5%
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_Figura 30. Curvas dos parimetros medidos para a linhagem 082/05 em um ciclo

fermentativo com CT 7,5%.
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Como mostram as tabelas (Tabelas 30 e 31), o ciclo para as linhagens 086/06 ¢
082/05 tinha uma duragdo de 22 ¢ 17 horas, respectivamente. Os valores médios de pH no
meio foram de 3,21 (d.p. 0,09, c.v. 2,73%) e 3,12 (d.p. 0,10, c.v. 3,11%) para as respectivas
linhagens. Os teores de oxigénio dissolvido no meio em mg de O»/mL foram 0,8 (d.p. 0,12,
cv. 1451%) e 0,76 (d.p. 0,09, c.v. 11,78%) para as linhagens 086/06 ¢ 082/05,
respectivamente. O teor de actcar redutor expresso como g de glicose/100mL foi de 2,3
(d.p. 0,21, c.v. 9,08%) para a linhagem 086/06 e 2,11 (d.p. 0,23, c.v. 10,66%) para
linhagem 082/05.

A concentragio total estudada foi de 7.5% com a relagiio de etanol e acido
acético em porcentagem de aproximadamente 3.25¢/4,25a, no inicio do processo, para 0s
dois reatores estudados. O valor da concentragao total, que ¢ a soma do teor de etanol e de
4cido, permanece praticamente constante durante o ciclo. Isso pode ser observado nas
curvas de CT apresentadas nas Figuras 31 e 32. Nos ciclos de fermentagdo com as
linhagens 086/06 ¢ 082/05, desvio padrio de 0,15 e coeficiente de variagdo de 2% foram
obtidos para a dada CT.

O caldo RAE foi inoculado com 79 mg de massa celular/L da linhagem 086/06
no reator Frings. O tamanho maximo foi alcancado com uma concentragao de etanol de
0,63% (117,1 mg de massa celular/L). No caso da linhagem 082/05, o tamanho do inéculo
foi de 1,00 g/L e o valor maximo atingido foi de 1,12 g de massa celular/L na concentra¢ao
de etanol de 0,41%. As Figuras F11 e F12, apresentadas no anexo [, mostram a curva de

massa celular seca.

No estudo da linhagem 086/06, as velocidades médias de produgdo, de
consumo de etanol, de crescimento ¢ de consumo de oxigénio, foram de 0,1147 h' (R
0,0858), -0,1157 h'" (R* 0,9823), 0,0227 h' (R® 0,9864) e -0,0431 h! (R* 0,9381),
respectivamente. O tempo de duplicagdo foi de 30 horas. As curvas da Figura F13 (anexo)

representam as variagoes, com o tempo, de taxas especificas para essa linhagem. Observa-
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se uma esfreita correlagdo entre as taxas especificas de produgdo e crescimento; a taxa
especifica de consumo de etanol acompanha, aproximadamente, a de consumo de oxigénio.
Os calculos de rendimentos em acido acético e em concentragio total foram

respectivamente: Y4 1gual a 88,13% e Y de 96,44%.

Ja com a linhagem 082/05, pode-se observar que a formagio de acido acético
seguiu uma cinética de produgio em que a velocidade média foi de 0,454 h™' (R? 0,9914). A
velocidade média de consumo do etanol, crescimento e consumo de oxigénio foram de -0,5
h" (R? 0,9906), 0,0244 h™" (R? 0,9650) e -0,175 h™" (R? 0,8138), respectivamente. O tempo
de duplica¢@o foi de 28 horas. A Figura F14 (anexo) mostra as curvas das taxas especificas
para essa linhagem. Tem-se que a taxa especifica de produgio ¢ superior a de crescimento.
A taxa especifica de consumo de etanol ¢ inferior a de consumo de oxigénio. Os célculos de

rendimento em 4cido acético e em concentragdo total foram, respectivamente: Y., igual a

89,1% e Y de 94,6%.

Em processos de fermentagdo semi-continuos, mudangas nas contagens
celulares durante o ciclo sdo geralmente baixas, ndo podendo ser detectadas fases distintas
do crescimento. Visto que o processo se da pelo carregamento do fermentador com meio,
adi¢do do inoculo, aguardo do término da fermentagdo ¢ retirada de 1/3 do volume de
liquido fermentado e acréscimo da mesma quantia, pode-se confirmar essa pequena

mudan¢a no crescimento celular pelas Figuras 29 e 30.

Os resultados de produtividade em gramas de acido acético por 100 mL em 24
horas, obtidos para as linhagens 086/06 ¢ 082/05, na CT de 7,5%, foram, respectivamente,

de 2,9 e 4,2.
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As Tabelas 32 ¢ 33 e as Figuras 30 e 31 apresentam resultados de rendimento

em 4cido, rendimento em concentragio total e produtividades para diferentes concentragdes

totais estudadas das linhagens 086/06 e 082/05.

Tabela 32. Ciclos fermentativos com linhagem 086/06 nas concentragdes totais (%CT) de

5.0:6,5:7.5:9.0&9,5.

. Yricido Y P
Ciclo tempo (h) %CT
(%) (%)  g/100mL*24 h

1 96 5,0 92 98,2 0,7

2 24 6,5 89 98,0 1,9

3 21.5 75 88 96,3 2,9

4 43 9,0 82 83,7 2,0

) 47 9.5 79 85,7 LS
I
| | BY Aido N

. . a )
‘ g 5 3 " . 97,concentracio total
' . . O produtividade
produtiv

L ciclos fermentativos 2/100mL*24 h

Figura 31. Comparativo entre produtividade e rendimento em acido acético para linhagem

086/06 em CT de 5; 6,5; 7,5; 9,0 € 9,5%.
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Tabela 33. Ciclos fermentativos com linhagem 082/05 nas concentragdes totais (%CT) de

5.0:65:7.5:90e9.5,.

Ciclo tempo (h) %CT.  Yiuo(%) ¥ (%) P g/100mL*24h
1 20 4,0 81,9 92,97 21
2 22 6,0 92,6 93,14 4,0
3 215 15 88,7 93,68 42
4 31 9,0 82,0 84,55 2,6
5 633 95 80,2 84,32 1.3
92,6
88,7
81,9 820 gg,
| @Y 4cido
.1 I 2 I 3 I 4 [ 5 0% concentracio total
: : Oprodutividade
ciclos fermentatn_;os 2/100mL*24 h i

Figura 32. Comparativo entre produtividade e rendimento em 4cido acético para linhagem

082/05 em CT de 5; 6,5; 7,5; 9,0 € 9,5%.

Esses dados permitem observar o efeito da concentragio total ¢ das

concentra¢des de etanol e acido acético para cada linhagem estudada. Para a linhagem

086/06, tem-se que, tanto para baixas concentragdes de etanol e 4dcido acético (3e/2a) como

para altas concentragdes (5¢/4,5a), reduzem-se os valores de produtividade; 0,7 e 1,5 g de

acido acético/100 mL em 24 horas. Os tempos para um ciclo de fermentagio sdo altos; 96
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e 47 horas, respectivamente. Valores de produtividade 6timos sdo conseguidos para uma

CT de 7,5% (3,5e/4a) e o tempo de fermentac@do € o menor conseguido, 21,5 horas.

A linhagem 082/05 apresenta o mesmo comportamento, porém, com valores
melhores que a linhagem 086/06. O menor valor de produtividade e maior tempo de
fermenta¢do foram com alta CT, 9,5% (5,5e/4a), sendo 1,3 g de acido acético/100 mL em
24 horas, para duragdo de 63,3 horas de um ciclo. Valores otimos foram obtidos com CT de
7,5% (4,5¢/3a), 4,2 g de acido acético/100 mL por 24 horas e levando o tempo de
fermentagdo a 21,5 horas. Baixa concentragdo total, 4% (2,5¢/1,5a), também leva a baixo
valor de produtividade, 2,1 g de acido acético/100 mL por 24 horas, porém, o tempo de

fermentacio ndo € afetado negativamente.

Ao estabelecer comparagio entre os resultados do estudo conduzido com as
duas linhagens, 086/06 e 082/05, pode-se inferir que essa ultima apresenta dados mais
interessantes para o processo industrial. Isto ¢, melhor produtividade em 24 horas, menor
tempo de fermentagdo, maior resisténcia ao etanol e ao acido acético. Além de velocidade
média de produgio maior. Cabe lembrar também que o isolamento da linhagem 086/06 foi
efetuado ap6s duas horas em que a dorna de fermentagdo estava parada na industria ¢ a
linhagem 082/05 foi isolada ap6s 10 horas do inicio da fermentag@o. Pode-se ter que a fase
em que a linhagem ¢ isolada dos fermentadores influencia na resisténcia e produtividade

quando usada como ino6culo.

4.6.3 Comparacio entre parametros de producdo de fermentacao acética em escala

piloto e industrial
Levantaram-se dados de produgdo em escala industrial, dornas de 20.000 L,

para estabelecer comparagdo com linhagens isoladas ¢ estudadas em reator piloto. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 34 e Figura 33.
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Tabela 34. Monitoramento do ciclo fermentativo de cultura mista na industria 1, substrato

alcool em dornas de fermentagio, com volume total de 20 m*

T(h) T°C Turbidez InN/Ny O.D.mg/L pH  %AR. %acidez %dalcool %CT

0:00 33 0,83 0,000 3,56 2,64 0,0460 9,28 0,39 9,67
3:30 33 0,44 0,000 5,60 2,6 0,0130 7,54 2,06 9,60

5:50 33 0,41 -0,075 4,40 2,6 0,0160 T 2,74 9.93
9:50 33,5 0,47 0,059 3,62 2,61 0,0200 7,78 2,02 9,80
13:50 30 0,59 0,284 4,25 2,55 0,024 8,58 1,81 10,39

15:50 31 0,67 0,405 4,77 2,54 10,0260 9,05 0,85 9,90
19:10 36 0,68 0,429 5,20 2,5 0,0220 9,54 0,47 10,01

12,0 2,00
w + 1,80
2 - r
g 100 MM' e
B 1140
g S 2
kb + 1,20 8
()] =l
3 2
= 1,00 £
2 " S _m— 1080 =
o) S el
;é — | 0,60 ; —o— acido acético
o < | 0D
z 0,40
0,20 i
—&— ilcool
0,0 #— T T iy T T T T T T =T 7 T = (),00 CT%
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 AR.
TeEpy ) —%—In N/NO

Figura 33. Curvas dos pardmetros medidos para cultura mista na inddstria 1 em um ciclo

fermentativo com CT 10%.
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Para a concentragdo total média de 9,9% (d.p. 0,26, c.v. 2,63), obteve-se um
tempo de fermentag@o de 20 horas, com uma velocidade média de produgédo de 0,1823 h
(R2 0,9947), velocidade de consumo de etanol de -0,1708 h! (R%0,9359), e de consumo de
oxigénio de 0,1742 h' (R* 0,9878). A produtividade obtida foi de 2,4 g de acido
acético/100 mL em 24 horas e o rendimento em acido foi de Yi.wo 98,6%. O teor de
oxigénio dissolvido no meio apresentou valor médio de 4,58 mg de O,/L (d.p. 0,75; c.v.
16,42%). O pH médio foi de 2,58 (d.p. 0,05; c.v. 1,88%) € o teor médio de agticar redutor
0,02 g de glicose/100 mL (d.p. 0,01; c.v. 45,04%).

Na industria, o processo semi-continuo de fermenta¢do foi conduzido pelo
carregamento do fermentador com substrato por um periodo de S horas, isto significa 1/4
do periodo total do ciclo fermentativo. Nas condigdes em que se processa ndo ¢ possivel
também observar mudancas nas contagens celulares, nao podendo distinguir as diferentes

fases do crescimento. A velocidade média de crescimento € de 0,0402 i (R%20,9208).

Os resultados obtidos para o ciclo de fermentagdo em escala piloto com a
linhagem isolada da industria 1 (086/06) estdo na Tabela 35 e Figura 34. A concentracdo

média estudada foi de 10,1% (d.p. 0,19, c.v. 1,9).
Taxas especificas obtidas com a cultura mista da industria ¢ apresentada na

Figura F15 (anexo). As taxas especificas de crescimento e consumo de etanol foram

praticamente iguais.
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Tabela 35.  Monitoramento do ciclo fermentativo da linhagem 086/06, isolada da

industria 1, em meio RAE com CT de 10% em reator Frings com volume total de 8 L.

t (h) T°C Turbidez InN/Ng O.D.mg/L pH  %A.R. %acidez %alcool %CT
0 30 0,839 0,0000 0,61 3,17 1,65 6,18 4,36 10,54
3 30 0,893 0,0624 0,61 .23 1,41 6,18 4,28 10,46
6 30 0,919 0,0911 0,57 3,24 1,62 6,18 4,19 10,37
9 30 0,929 0,1019 1,17 3,25 1,67 6,59 3,60 10,19

12 30 0,943 0,1169 1,28 3,22 1,21 6,65 3,50 10,15
15 29,8 0,953 0,1274 0,99 3,22 1,42 6,70 3,47 10,17
18 29,8 0,941 0,1147 0,93 3,06 1,51 6,76 3.25 10,01
2l 30 0,947 0,1211 0,95 3,06 1,32 683 3.17 10,00
24 30 0,978 0,1533 0,99 3,05 0,98 7,03 2,99 10,02
27 29.9 1,007 0,1825 1,00 3,08 0,98 741 2,07 9,98
30 29.9 1,034 0,2090 1,05 3,05 1,06 7,85 2,14 9,99
33 30,1 1,089 0,2608 0,96 3,07 0,97 17,87 2,13 10,00
36 30 1,081 0,2534 0,51 3,01 0,97 7,99 1,96 9,95
39 30,1 1,084 0,2681 0,61 3,01 0,99 8.37 1,58 9,95
42 30 1,087 0,2590 0,57 3,01 0,98 8,57 1,56 10,13
45 30 1,088 0,2599 1,24 2,95 1,00 8,84 1,07 9.91
48 29.9 1,078 0,2507 0,96 2,94 0,97 8,94 0,96 9,90
51 297 1,079 0,2516 1,00 203 0,97 9,04 0,86 9,90
52 30,1 1,081 0,2534 0,83 2,93 0,96 9,35 0,54 9,89

186



RESULTADOS E DISCUSSAO

5 - 6,00
=
3
:E_ 5,00 -
: 2
oL E
£ 4,00 e
= 2
i ~3.00 3| —e—a4cido acético
Z £
z - 200 S © pH
& =
= 2 —— A.R. (%)
S a7 1.00
E —#— |In N/NO
' ' 0,00 —CT%
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 5l
) = O.D.
Tempo (h)
—o— ctanol %

Figm_'_; 34 Cﬁfvas dos parametros medidos para a linhagem 086/06, isolada da |

industria 1, em um ciclo fermentativo com CT 10%.

O tempo de fermentag¢do foi de 52 horas e a produtividade obtida foi de 1,5 g de
acido acético/100 mL, em 24 horas. O rendimento em acido foi de Y.z 88,7% e o
rendimento em concentragido total ¥ 93,8%. O teor de oxigénio dissolvido no meio
apresentou valor médio de 0,9 mg de O,/L (d.p. 0,24; c.v. 26,95%). O pH médio fo1 de 3,1
(d.p. 0,11; c.v. 3,62%) e teores de agticar redutor 1,2 g de glicose/100 mL (d.p. 0,27; c.v.
22,72 %).

Pode-se observar que a producdo de acido acético ocorreu em uma velocidade
média de 0,0678 h™' (R* = 0,9730). As velocidades média de consumo de etanol e oxigénio

foram -0,0739 h™" (R = 0,9868) ¢ -0,0583 h™" (R* = 0,8742), respectivamente.

187




RESULTADOS E DISCUSSAO

188



RESULTADOS E DISCUSSAO

O ciclo iniciou com um indculo de 66,8 mg de massa celular/L e atingiu um
valor maximo de 79,4 mg de massa celular/L em uma concentragdo de etanol de 1,07% e
8,84% de 4cido acético. A velocidade média de crescimento é de 0,0097 h! (R? 0,9606) € o

tempo de duplicagdo foi de 71 horas.

Ao estabelecer a comparagdo dos resultados em escala piloto e de industria
observa-se uma diminui¢do na produtividade ¢ um aumento no tempo de fermentagio.
Pode-se observar a influéncia negativa da concentrag@o do etanol durante o processo. Na
industria, durante o transcorrer do processo fermentativo, o maximo valor de etanol medido
foi de 2,7 % (v/v). Ja em escala piloto, esse valor foi de 4,36 % (v/v). Isso acarreta,

provavelmente, o baixo valor de produtividade e o aumento no tempo de fermentacio.

Na linhagem 086/06, pode-se observar que quanto maior as concentragdes de
etanol e acido acético no inicio, maior o tempo de fermentagio e menor a produtividade

obtida para uma dada temperatura (30°C) e oxigenagao do meio (35 L/h).

Tabela 36. Influéncia das concentragdes de 4cido acético e etanol na produtividade e tempo

de fermentagdo para a linhagem 086/06.

CT acido/etanol acido/etanol P
Ciclo tempo (h) _
(%) (%) inicio (%) final  g/100mL*24 h
2 24 6,5 3,8/2,7 5,8/0,6 1,9
3 21.5 %A 4/3,5 6,6/0,6 2,9
5 47 9,5 4,5/5 7,6/0,6 1,5
6 54 10,5 6,25/4,25 9,3/0,6 1,4

Ao avaliar os dados da Tabela 36, tem-se a CT de 7,5% (4a/3,5¢) como 6tima
para a produtividade e tempo. Quando a concentrag@o de etanol é aumentada em 1,5% no
meio (ciclo 5), consegue-se metade da produtividade e o dobro do tempo de fermentagio.

No ciclo 6, 0 aumento da concentragio de acido no meio foi de 1,75% em relagéo ao ciclo
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5, os resultados conseguidos foram os mesmos para produtividade e um pequeno aumento

no tempo de fermentagao.

A concentrac¢do total exerce influéncia no metabolismo das bactérias acéticas. A
medida que essa foi aumentada de 7,5 para 10,0%, teve-se um aumento no tempo de

duplicagdo de 30 para 71 horas.

A temperatura pareceu ndo ter influenciado demasiadamente, uma vez que na
industria, houve variagao entre 30 a 36°C, com valor médio de 33,2°C (d.p. 2,10 e c.v.

6,34). Em escala piloto, a média de trabalho foi de 30°C (d.p.0,11 e c.v. 0,36).

A Figura F16 (anexo) apresenta as taxas especificas de produgao, crescimento,
e consumo de etanol e oxigénio. Comportamento das curvas para linhagem 086/06 foram

bem proximos na CT de 7,5% e 10,0% estudadas.

4.6.4 Estudo comparativo de populaciio de bactérias acéticas

Esse estudo comparativo objetivava saber se a populagdo isolada da industria,
purificada e preservada a -196°C, e usada no preparo de inciadora em fermentador piloto,
permanecia a mesma durante as diferentes etapas. A op¢io pela técnica de RAPD-PCR foi
baseada em estudos que demonstram a eficiéncia desta para determinac¢do de populagdes
(Welsh & McClelland, 1990; Willians et al., 1990). Dos 5 iniciadores testados, dois ndo

foram eficientes para a amplificagdo do DNA das amostras em estudo.

As Figuras 35, 36 ¢ 37 mostram a amplificagdo do DNA gendmico com 08
iniciadores 2, 4 e 8, respectivamente, para as amostras do inéculo da linhagem 082/05, que
estava preservada em crioprotetor extrato de malte 20% a -196°C e do fermentador piloto

Frings inoculado. Ocorreu o mesmo para a linhagem 086/06.
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Figura 35: Primer 2 (CTGATGCTAC); 1- Padrio de peso Figura 36: Primer4d (AGTGCTACGT); 1-Padrio de
molecular (1Kb); 2- Linhagem 082/05 estocada; 3- peso molecular (1 Kb); 2- Linhagem 082/05 estocada; 3-
Fermentador com indculo da linhagem 082/05; 4- Linhagem Fermentador com inodculo da linhagem 082/05; 4-
086/06; 5- Fermentador com indculo da linhagem 086/06; 6- Linhagem 086/06; 5- Fermentador com indculo da
Linhagem-referéncia CCT 0190 linhagem 086/06; 6- Linhagem-referéncia CCT 0190

Figura 37 Primer 8 (CTCTCCGCCA) 1- Padrio de peso molecular
(1 Kb); 2- Linhagem 082/05 estocada; 3- Fermentador com inéculo da linhagem 082/05;
4- Linhagem 086/06; 5- Fermentador com indculo da linhagem 086/06; 6- Linhagem-
referéncia CCT 0190; 7- Cultura mista (industria 1); 8- Cultura mista (Frings)
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Os perfis eletroforéticos obtidos nos géis (Figuras 34, 35 e 36) apontam para
uma similaridade nas bandas das amostras das linhagens isoladas e preservadas com o
crioprotetor a -196°C, comparados com as inoculadas no fermentador piloto, para o isolado
082/05. A analise comparativa para a linhagem 086/06 mostra auséncia de algumas bandas,
porém, isso ndo invalida a interpretacdo do resultado, uma vez que a similaridade das

demais bandas ¢ bastante expressiva.

Na Figura 35, a linhagem-referéncia CCT0190 foi utilizada para validar a
similaridade entre as amostras. Isto €, como ela se mostrou diferente das outras e essas, por
sua vez, diferentes entre si no gel, pode-se inferir que os resultados sdo passiveis de

comparagio e que se prestaram a reforgar a eficiéncia da técnica usada.

Na Figura 36, tem-se o perfil da populagdo de cultura mista da industria 1 e
Frings. A diferenga entre elas é notavel permitindo-se dizer que locais distintos apresentam

distintos perfis de populagio.

Nota-se também a similaridade de algumas bandas, por exemplo, as de maior
peso molecular, localizadas no topo dos géis. Sabe-se da diferenga da populagdo geral,
porém, pode-se ter individuos semelhantes. Para tal, necessita-se proceder o

sequenciamento do DNA de tais individuos para confirmacao.
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5 CONCLUSOES

A teenica do é4gar em dupla camada, a inoculagdo por espalhamento e
incubagdo com umidade relativa na faixa de 93 a 97%, a 30 +0,5°C, em um tempo méximo
de 96 horas, possibilitam isolar bactérias acéticas de fermentadores operando em uma CT
variando de 6 a 11%. Essas bactérias isoladas podem ser utilizadas como iniciadoras de

processos fermentativos.

Os meios MYP (manitol, extrato de levedura e peptona) e Suomalainem (extrato
de levedura ¢ etanol) sdo eficientes para o isolamento de microrganismos produtores de

acido acético em unidades operando a uma CT na faixa de 6 a 11%.

O meio DSM (dextrose, sorbitol, manitol) preconizado por Cirigliano (1982) é
satisfatorio para rapida identificag@o fenotipica, na diferenciagio dos géneros Acetobacter ¢

Gluconobacter.

Bactérias acéticas podem ser preservadas por um periodo de no minimo 2 anos

com crioprotetor glicerol 10% ou extrato de malte 20% a uma temperatura de -80°C.

O corante azul de #rypan ¢ adequado como corante vital para bactérias acéticas
(Gram negativas) e pode ser usado na técnica de contagem de células ao microscopio para

uso rotineiro no acompanhamento do ciclo de fermentagio.
Membrana filtrante inoculada em agar de dupla camada e incubada a 30 +0,5°C

com umidade relativa minima de 93%, por 24 horas pode ser usada para determinar

populacdo de bactérias acéticas em fermentadores de vinagre.
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Linhagens distintas de bactérias acéticas trabalhando nas mesmas condigdes
operacionais dos fermentadores apresentam diferentes valores de produtividade, velocidade

média de produgio e consumo de etanol.
Valores de concentracio total (CT) acima de 7,5% levam a diminui¢do na
produtividade e na velocidade média de produgdo e aumento no tempo de fermentagao e de

duplicagdo para as linhagens estudadas.

O teor de etanol inicial exerce inibi¢dio na produtividade ¢ aumento no tempo de

fermentacao.

A técnica do RAPD-PCR é adequada para comparar populagdes de bactérias

aceticas.

Unidades produtoras de vinagres distintas apresentam perfis de populag@o

diferentes.
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ANEXO

7 ANEXO

7.1 Anexo I - Composicio dos meios de cultura e solu¢des usados nos testes

bioquimicos

Teste de producio de indol do triptofano

O meio a ser utilizado ¢ composto de:

Triptona

Agua destilada e deionizada

10g
1000 mL

Teste de producio de proteases (gelatinases)

O meio usado no teste foi agar gelatina, composto de:

Triptona

Extrato de levedura
Gelatina

Agar

Agua destilada e deionizada

Teste de reduciio de nitrato

Caldo Nutriente
Extrato de Carne
Agar

Agua destilada

Reagente (A)

Dimetil-alfa naftil-amina

5g
3g
98
15¢
1000 mL

10g
20g
1000 mL

6g
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ANEXO

Acido acético (5N)

Reagente (B)
Acido sulfanilico

Acido acético
Teste de crescimento em meio de Hoyer

Composi¢ao do meio:

(NH,) SO,
K HPO
2 4
KH PO
2 T4
M_gSO4.7H20
FeCl_.6H O
3

Agua destilada e deionizada (q.s.p.)
Teste de producio de acido a partir de glicose

Composicao do meio de cultura:
Extrato de levedura

Glicose

Carbonato de Célcio

Agar

Agua destilada e deionizada

1000 mL

8g
1000 mL

3g
10g

2g
100 mLL

Teste de producio de dihidroxiacetona de glicerol

Meio de cultura:
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Extrato de levedura 3g
Glicerol 3 mL
Agar 2g
Agua destilada e deionizada 100 mL

Solugdo de Fehling (A)
Sulfato de cobre 34,65¢g
Agua destilada e deionizada 500 mL

Solugdo de Fehling (B)

Tartarato de potassio ¢ sddio 173 g
Hidroxido de potassio 125 ¢
Agua destilada e deionizada 500 mL

Porg¢oes iguais das solugdes A e B sdo misturadas na hora do uso.

Teste de producéo de celulose

Meio de cultura

Extrato de levedura 2g
Glicose 2g
Agua destilada e deionizada 100 mL

Solugdo de lugol:

lodo lg
lodeto de potassio e
Agua destilada e deionizada 300 mL

Teste de producido de pigmento marrom
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Meio de cultura
Extrato de levedura
Glicose

Carbonato de calcio

Agar

Agua destilada e deionizada
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ANEXO

Tabela A2. Analise de variancia para resposta crioprotetor extrato de malte 20%.

Graus de Somados Quadrado
Fonte da variacao Valor ¥ Pr>F
liberdade quadrados médio
Linhagem 4 182,67 45,67 157402153
Tempo 6 2289,99 381,67 13,09 <0,0001"
Residuo 24 699,54 29,15
Total 34 3172,20

Tabela A3. Analise de variancia para resposta crioprotetor glicerol 10%.

Graus de Somados Quadrado
Fonte da variacio Valor F Pr>F
liberdade quadrados médio
Linhagem 4 327,69 81,92 3,02  0,0378
Tempo 6  3308,61 551,43 20,31 <0,0001"
Residuo 24 651,78 27,16
Total 34 4288,08
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Tabela A4. Comparagio entre as médias dos resultados (Teste de Tukey) obtidos para contagem
bactérias acéticas pelas técnicas da Contagem Direta, Plaqueamento em Superficie, Nimero M

Provavel e Membrana Filtrante, na repeti¢io 1, industria 1, admitindo-se 5% de diferenga entre

resultados comparados.

Tratamento

Média
(107)*

Contagem direta células/mL
Plaqueamento em superficie UFC/mL
Numero mais provavel NMP/mL
Membrana filtrante UFC/mL

324 +77,11°
1269 +298,52"
24 +0°
1192 +23,99¢

*Média de 30 repetigdes

Tabela AS. Analise de variancia da comparago entre os resultados obtidos na enumeragio de bactérias

acéticas pela técnica do Numero Mais Provavel e Membrana Filtrante para repeticao 1,

industria 1, para p<0,05.

Graus de Soma dos Quadrado g p
liberdade quadrados médio
Numero mais provavel x o s
3 29271x 10 97569 x 10> 408,07 0,00
Membrana filtrante
Erro 116 27735x 10" 23909 x 10"
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ANEXO

Tabela A6. Comparagdo entre as médias dos resultados (Teste de Tukey) obtidos para contagem de
bactérias acéticas pelas técnicas da Contagem Direta, Plaqueamento em Superficie,
Numero Mais Provavel e Membrana Filtrante, na repeticdo 2, em laboratério para

linhagem CCT 0190, admitindo-se 5% de diferenga entre os resultados comparados.

Tratamento Média

(10%*
Contagem direta células/mL 25,25 +3,26"
Plaqueamento em superficie UFC/mL 64,00 +15,51"
Nutmero mais provavel NMP/mL 2,4+0°
Membrana filtrante UFC/mL 22,42 +5,08"

*Média de 15 repetigdes

Tabela A7. Analise de variancia da comparagao entre os resultados obtidos na enumerag@do de bactérias

acéticas pela técnica da Contagem Direta ¢ Membrana Filtrante para repeticdo 2, em

laboratério, com linhagem CCT 0190 para p<0,05.

Graus de Quadrado

liberdade médio

Contagem Direta x

w

91,62658 x 10° 212,2598 0,00
Membrana filtrante

Erro 66 0,43167 x 10°
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Tabela A8. Monitoramento das medidas da linhagem 006/01 em meio RAE (2a/4¢) incubada com

agitagdo de 120 rpm a 30°C.

0.D.

tempo (h) %acidez In N/Nj (@a/l) pH %A.R.  %alcool
0 2412 0,0000 5,18 3,45 3,96 4,00
24 2,14 0,0511 4,67 3,42 3,88 3,80
48 2,19 0,0722 4,96 3,41 3.2 3551
72 2,39 0,2388 0,57 3,41 3,76 3,30
96 3,95 0,4289 0,47 3,40 3,70 2,94
120 3,08 0,5018 0,41 3,40 3,63 2,66
144 323 0,5824 0,45 3,36 3,61 2,70
168 3,65 0,5928 0,41 3,28 3,58 2,08
192 4,04 0,6092 0,43 327 3,57 1,80
216 4,46 0,5612 0,38 3,29 3.33 1,30
240 4,52 0,4695 0,61 3,19 3,19 1,23
264 4,68 0,4904 0,67 3,25 3,00 0,94
288 4,81 0,5928 0,52 3,22 2,86 0,70
312 5,01 0,6589 0,54 3,12 2.53 0,37
336 5,00 0,6913 1,22 3,10 2,42 0,09
360 4,96 0,7335 0,89 3,05 2,29 0,00
6,00 - 4,50
4,00
5,00 1 A -
g
£ 400 4 ‘n. 3,00 2
:‘E_ P RIS, (PR O, Y. i Y 250 £
& 3,00 - 3
b 2,00 2
& 2
:‘; 2,00 $ 1,50 s
. . 1,00
1,00 - L
e - 0,50 ——acidez% (p/v)
e —i&— 0D
0,00 88— ——————r——— e 000 |——pH
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 —k— AR
—=—In N/NO
—8— ilcool

Figura F1. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 006/01
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Tabela A9. Monitoramento das medidas da linhagem 011/01 em meio RAE (2a/4e)
incubada com agitagdo de 120 rpm a 30°C

O.D.

tempo (h) %acidez In N/Ny (mg/L) pH %A.R.  %alcool

0 211 0,0000 4,78 3,63 3,96 4,00
24 2,16 0,0238 3,48 3,68 3,84 3.91
48 2,18 0,0424 3,48 3,69 3,71 3,55
72 2,35 0,1555 1,24 3,64 3,66 3,30
96 277 0,2534 1,40 357 3,56 2,85
120 3,27 0,3696 1,75 3,55 3,43 2,50
144 3,94 0,4401 1,65 3.53 3,25 2,70
168 4,24 0,4825 1,60 3,50 3,12 1,79
192 4,71 0,5402 1,63 3,47 2,98 1,44
216 4,97 0,5760 1,58 3,45 2,99 0,70
240 5,17 0,6105 1,33 3,44 2,76 0,73
264 5,06 0,6464 1,45 3,43 2.53 0,38
288 4,84 0,6663 0,93 3,44 2,47 0,00

acidez % (p/v), AR %, OD mg/L, pH

6,00

wh
k=
=

S
f=]
(=)

g

L

2

=]
=3

0,00 P———if

24

48

96

120 144
Tempo (h)

192

216

240

@ 0,00

264 288

etanol% {viv), INN/NO

—4—acidez% (p/v)
—i— 0D

——pH

—H— AR

—@— In N/NO
—&— dlcool

Figura F2. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 011/01
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Tabela A10. Monitoramento das medidas da linhagem 016/03 em meio RAE (2a/4¢) incubada com
agitagdo de 120 rpm a 30°C

tempo (h) %acidez In N/Ny (rg'g?l;) pH %A.R.  %alcool
0 211 0,0000 4,33 3,64 3,80 4,00
24 2.13 0,0057 337 3,66 3.75 3,63
48 2,15 0,0225 2,88 3,70 3.61 3,27
72 2.32 0,0606 1,26 3,68 3,60 3,30
96 2,65 0,2763 1,49 3,55 357 2,397

120 3,27 0,3470 1,80 3,50 3,40 2,22
144 3,63 0,4092 1,85 3,47 3,42 1,30
168 4,33 0,4643 1,15 3,44 3,35 151
192 4,65 0,5097 1,61 3,30 3.23 1,16
216 5,10 0,5564 1,53 3,35 3,16 0,70
240 3,31 0,5947 1,40 3,30 3,09 0,45
264 5,07 0,6436 1,28 3,29 2,94 0,10
288 4,61 0,6846 1,12 3,29 2,83 0,00

6,00 - 4,50
L 4,00
5,00
5 3,50
g
E 4,00 4 300 o
R z
8 A RN . —— — 2 =z
& ——] ) . E
g N ‘-" — ¢ 2,50 <
% 3,00 5 ! s
= T 2,00 &
s :
& 4 s
W 2,00 3 + 1,50
5 AT 8 ‘k _
g ‘/ -
n_" + 1,00
1,00 le
0.50 ——acidez% (p/v)
—&— 0D
0,00 BBt} . . : . : : . . ® 0,00 ——pH
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 —H— AR
Tempo (h) —— In N/NO
—&— ilcool

Figura F3. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 016/03
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ANEXO

Tabela A11. Monitoramento das medidas da linhagem 055/03 em meio RAE (2a/4¢) incubada com

agita¢do de 120 rpm a 30°C

0.D.

tempo (h) %acidez In N/Nj i) pH %A.R.  %alcool

0 Z12 0,0000 4,05 3,63 3,80 3,30
24 2,18 0,0202 3,49 3,65 3.73 3,03
48 219 0,0400 3,28 3,70 3,65 2,15
72 2,22 0,0530 113 3,67 3,63 2,70
96 2,12 0,3277 1,29 3,54 3:31 2,18
120 3,40 0,4692 1.53 3,51 3,48 1,89
144 3.0 0,5625 1,73 3,46 3,28 1,30
168 4,53 0,7233 1,80 3,42 3,19 1,32
192 4,80 0,8237 1,91 3,40 3,02 1,04
216 4,94 0,8531 1,70 3,35 2,93 0,70
240 5,26 0,9231 1,65 3,30 2,84 0,46
264 5.11 0,9783 1;53 3,29 2,65 0,18
288 4,98 1,0184 1.37 3,28 2,53 0,00

acidez % (p/v), AR %, OD ppm, pH

5,00

f
S
-

)
=3
=

|
At

T 3,50

+ 3,00

+ 2,50

i
=]
=]

¥
T
=]

g

0,50

96 120

168

Tempo (h)

216

264

® 0,00
288

etanol% (v/v), In N/NO

—— acidez% (p/v)
—&— 0D
—#—pH

—H#— AR

—&— In N/NO
—8— dlcool

Figura F4. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 055/03
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Tabela A12. Monitoramento das medidas da linhagem 067/04 em meio RAE (2a/4e)

incubada com agitagao de 120 rpm a 30°C

Tempo 0.D.

0,00

192 216 240 264 288

168

144
Tempo (h)

0 24 48 72 96 120

(h) %acidez In N/Nj (mg/L) PH %A.R.  %alcool
0 2,23 0,0000 5:55 3,48 3,40 3,30
24 2,20 0,1369 6,72 3.52 3.33 3.17
48 2.217 0,1823 5,40 3,47 3,18 2,88
72 2,33 0,2258 4,84 3,43 3,07 2,70
96 2,20 0,2877 4,82 3,79 3,00 2,32
120 2,76 0,7701 0,80 3,58 2,85 2,03
144 4,54 1,1463 0,75 3,40 2,77 2,00
168 4,87 1,2393 2,20 357 2,75 1,47
192 5,41 1,4028 4,87 3,28 2,74 1,18
216 5,24 1,5546 5,38 3,29 2,70 0,70
240 5,15 1,5658 2,81 3:21 2,60 0,62
264 5,08 1,6094 1,64 3,19 2,58 0,33
288 4,92 1,9535 1,50 3,14 2,43 0,05
8,00 3,50
L
7,00 r 3,00
T 600
g 4 r 2,50 g
E; 5,00 - > - z‘
5:' 4,00 g
b3 4 150 2
2 300 ) E
:g ) £ 1,00 %
® 2,00
-, [ | e e
—4—0D

—=—pH
—*— AR
—— [n N/NO
—8— ilcool

Figura FS5. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 067/04
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Tabela A13. Monitoramento das medidas da linhagem 068/04 em meio RAE (2a/4¢) incubada com

agitag@o de 120 rpm a 30°C

tempo (h) %acidez In N/Nj (1251:) pH %A.R.  %alcool
0 2,06 0,0000 5,42 3,52 3,39 4,00
24 2:03 0,1226 6,67 3,57 3,18 3.55
48 2,19 0,5842 2.1 3,48 3,00 3,21
72 2,40 0,9378 0,81 3.37 2,68 2,70
96 2,87 1,3042 0,76 3,32 2,42 2,55
120 3,22 1,4105 0,69 3,30 2.31 2,21
144 4,00 1,3418 0,62 3,28 2,20 2,00
168 4,28 1,4051 0,76 3,28 2,19 1,54
192 4,69 1,4944 0,80 3,25 215 1,21
216 4,92 1,3559 1,12 3,21 2,13 0,70
240 4,95 1,3917 1,14 3,25 2,09 0,54
264 4,90 1,4672 1,15 332 2,03 0,21
288 5,00 1,4870 1,04 3,30 2,00 0,00
8,00 ] - 4,50
7.00 + 4,00
G i 1350
E 1(/ 13002
A 5,00 - S
3— 13502,
% 4,00 3
= 12,00 2
.E 4 7 > & > - ¢ _E
x 2007 150 ®
2 2,00 4 " % 1,00
A —&—acidez % (p/v)
1,00 - . SN a— T 0,50 | —4—OD
——pH
0.00 : . . \ ' : : . : ® 000 | e AR
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 | _m—InN/NO
Tempo (h) —&—iilcool

Figura F6. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 068/04
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Tabela A14. Monitoramento das medidas da linhagem 078/05 em meio RAE (2a/4e) incubada com
agitacdo de 120 rpm a 30°C

tempo (h) %acidez In N/N, (Igs.gll)ll) pH %A.R.  %alcool
0 2.23 0,0000 5,19 3,49 3,18 4,00
24 2,07 0,1226 6,71 3,595 3517 37
48 2,16 0,1417 5,31 3,50 2,98 3:55
72 2,24 0,1603 4,76 3,42 2,72 3.30
96 220 0,1696 4,71 3,77 2,63 3,11

120 2,19 0,1967 4,56 3,75 2,50 2,89
144 2,92 0,8718 1,76 3,57 2,47 2,70
168 3,14 0,8987 1,18 3,53 2,45 2,45
192 3,60 0,9335 0,94 3,43 2,40 223
216 4,05 1,3189 0,86 3,40 2,39 2,00
240 4,39 1,3304 1,00 3,37 2,35 1,78
264 4,97 1,3643 1,27 3,34 2,33 1,56
288 5,00 1,3863 1,20 3,30 2,31 1,30
312 5,01 1,4157 1,09 3.27 2,30 12
336 5,03 1,4340 1,03 3,24 2,30 0,90
360 5,06 1,5581 0,91 3,23 2,28 0,70
384 5,07 1,5763 0,83 3,23 2,25 0,46
408 5,09 1,5897 0,70 3,20 2,23 0,24
432 5,12 1,6373 0,50 3,16 2,20 0,00

8,00 4 T 450

7,00 8 + 4,00

T 3,50

o 6,00 -
i-3
£ 4 3,00
= Y. - ” . g - . o
é‘ 5,00 9 —o——0—¢ g
& 250 £
& 4,00 §,
= T200 =
£ ] A E
= 300
% §
% + 1,50
b 7 } v
§ 4 £ L3 .3 e A
=R 41,00
1,00 - w + 0,50 —e—acidez% (p/v)
. —&— 0D
0,00 " ; : : . v . ; : - . . . ; - : . 0,00 —#—pH
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 —*— AR
Tempo (h) ——In N/NO
—&— dlcool

Figura F7. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 078/05
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Tabela A15. Monitoramento das medidas da linhagem 082/05 em meio RAE (2a/4e) incubada com

agitacio de 120 rpm a 30°C

tempo (h) %acidez In N/Nj (g'gl?];) pH %A.R.  %alcool
0 2.18 0,0000 532 3,63 3,94 4.00
24 2,16 0,0335 3,05 3,65 3,90 3,63
48 2,18 0,0660 321 3,69 3,84 3.2
72 2,21 0,0974 1,19 3,67 3,73 3,30
96 2,72 0,1278 1,32 3,55 3,76 2.57
120 3,08 0,2186 1,73 3,51 3,64 2,22
144 3,49 0,2367 1,90 3,45 3,50 1,30
168 4,03 0,2891 1,97 3,40 3,46 1,51
192 4,56 0,3143 1,80 3,38 3,28 1,16
216 5,13 0,4205 1,70 3,32 3,06 0,70
240 5,57 0,5432 1,60 3,29 2,96 0,45
264 5,30 0,6555 153 3,25 2,81 0,10
288 5,16 0,7349 1.25 3,23 2,70 0,00
6,00 4,50
+ 4,00
5,00 ’
| 3,50
g
E 4,00 4 3,00 g
g P e — """‘_.h-____ A ; | z
; 3,00 & o g
- k 2,00 &2
g g
i 2_00! g + 1,50 @
2 / H\ i
1,00 +
. ‘ 0,50 —e— acidez% (p/v)
—4—0D
0,00 ] . . : | . = - . @ 0,00 ——pH
0 24 72 120 144 168 192 216 264 288 —k— AR
Tempo (h) —— In N/NO
—&— ilcool

Figura F8. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 082/05
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Tabela A16. Monitoramento das medidas da linhagem 086/06 em meio RAE (2a/4e)
incubada com agitagdo de 120 rpm a 30°C

Tempo ,, . 0.B. .
(h) Yoacidez In N/N, (mg/L) pH %A.R.  %alcool
0 2,10 0,0000 4,07 3,64 3,99 4,00
24 2,14 0,0330 4,11 3,65 3,84 3,77
48 2,16 0,1140 2,80 371 3,72 3,41
72 2,25 0,1377 1:11 3,68 3,54 3,30
96 2,93 0,4767 1,23 3.53 3,43 2,71
120 4,01 0,6694 1,30 3,40 23 2,36
144 4,65 0,7799 1,00 331 3,06 2,00
168 5,16 0,9283 0,91 3,25 2,94 1,65
192 5,68 1,0098 0,87 3,19 2,76 1,30
216 5,83 1,0806 0,83 3.15 2,49 0,70
240 5,89 1,1273 0,80 3,12 2,51 0,59
264 571 1,1594 0,85 3,10 2,40 0,24
288 5,24 1,1761 0,86 3,11 2,22 0,00
7,00 4,50
¢ 4,00
6,00
1 3,50
E b
g > 20 2
g =
C} 4,00 2,50 _:'.
S ] o
g 3,00 - 2,00 :;'
s g
;-}' 2,00 § o g
s \L + 100
10 J s 0,50 —e— acidez% (p/v)
—4— 0D
0,00 e T S iy 820 —<—pH
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 -
Tempo (h) —i— In N/NO
—8—iilcool

Figura F9. Curvas do monitoramento das medidas da linhagem 806/06
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Tabela A17. Pariametros cinéticos e rendimentos calculados a partir do

monitoramento da produg@o de 4cido, partindo de CT 6%(2a/4¢), meio RAE, 30°C, 120rpm

Linhagem Velocidade média " Velocidade média R? ¥ Y
de produgdo de consumo de etanol
006/01 0,0175 0,9791 -0,1470 0,9769 87,9 81,9
011/01 0,0149 0,9799 -0,0118 0,9928 96,6 84,6
016/03 0,0189 0,9886 -0,0147 0,9769 94,3 86,9
055/03 0,0185 0,9655 -0,0119 0,9891 97,6 97,1
067/04 0,0201 0,8530 -0,0118 0,9908 97,8 97,8
068/04 0,0196 0,9862 -0,0139 0,9947 84,3 80,9
078/05 0,0181 0,9892 -0,0092 0,9998 82,2 82,2
082/05 0,0201 0,9965 -0,0147 0,9769 83,5 83,5
086/06 0,0259 0,9603 -0,0147 0,9937 97,5 93,6
Tabela A18. Produtividade a 30°C em g de 4cido acético /100 mL em 24 horas
Produtividade de 4cido acético em g/100 mL em 24 horas
%CT=6 (2a/4e) %CT =5 (1a/de) %CT =3 (1a/2e)
Linhagem .
Meio RAE Meio Moraes Meio RAE
006/01 0,23 0,25 0,28
011/01 0,32 0,32 0,31
016/03 0,33 0,33 0,35
055/03 0,33 0,29 0,33
067/04 0,43 0,40 0,40
068/04 0,25 0,27 0,26
078/05 0,17 0,23 0,30
082/05 0,36 0,30 0,29
086/06 0,39 0,38 0,38
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2/100 mL*24 horas

Produtividade de 4cido acético em diferentes
concentragdes totais (CT)

ECT 6% (2alde)
WCT 5% (la/de)
CICT 3% (1a/2e)

Linhagens

Figura F10. Produtividade em g de acido acético por 100 mL em 24 horas para

diferentes valores de concentragdo total (%CT).
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Absorvancia (600 nm)

1,600
1,400 -
1,200 A
1,000 A
0,800 - .
0,600
0,400 -
0,200 +
0,000

0,5 1:0 1|,5 2:0 2:5 3:0 3',5 4,0 45 5,0
Massa celular seca (TI'@)"I'I'IL) y=0,24SSX+ 0,1996
R’ = 0,9842

Figura F11. Curva de massa celular seca da Linhagem 082/06

Absorvéncia (600 nm)

0,300
0,250 - o
0,200 - *

0,150 ~
0,100 -

0,050 1 &

0,000 ' ' ' ' ' ' ' ;
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,3 4,0 4,5 5,0

Massa celular seca (mg/mL) y=0,0508x + 0,0242

R*=0,9776

Figura F12. Curva de massa celular seca da Linhagem 086/06
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4,00-|
3,00 -
z,OO-W
~ 1100 T
< 0,00 +———rr————FT+—TT T
<
3 7 11 15 1
9'-5’ _1,00_' 5 9 13 17 19 21 23
(&
8, -2,00 -
[£2]
g -3,00 - —e— taxa especifica
5 produgdo
4,00 | .
—m@m— taxa especifica
il crescimento
i taxa especifica
=100 consumo etanol
tempo (horas) — taxa especifica
consumo oxigénio

Figura F13 Variac@o das taxas especificas para a linhagem 086/06 com CT de 7,5%

2,00 1
1,00 - A SIS
.—-.—H—I—H—I—I——l—‘.'-.'—l“‘."‘“"‘“m

'T; 0,00 T T | — T L T T |
= 123456789 101112131415161718
& -1,00 1
[&]
]
2 -2,00
L8]
o+
8 300 -

4,00 -

-500 -

tempo (horas)

—e— taxa especifica _‘
produgdo

—m— taxa especifica
crescimento

taxa especifica
consumo etanol

taxa especifica
consumo oxigénio

Figura F14 Variagdo das taxas especificas para a linhagem 082/05 com CT de 7,5%
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)

—

taxa especifica (h

15,00 ~
10,00 -

5,00 = r__,_,-""' + + e . »

0,00 - | . | | 1 .
25,00 - 0 4 6 16
-10,00
-15,00 -
-20,00 ~
-25,00
-30,00 -

tempo (horas)

—e— taxa especifica
produgido

—=— taxa especifica
crescimento

taxa especifica de
consumo etanol

taxa especifica
consumo oxigénio

Figura 15 Variagdo das taxas especificas para a cultura mista da industria 1 com CT 10%

taxa especifica ®)

2,00

0,00 ~ | R | I T T R T S T e
03 6 9121518212427303336394245485152
-2,00
-4,00 -
-6,00 -

-8,00 1

-10,00 -
terpo (horas)

—+— taxa esp. produgdo ]
~#— faxa esp. crescimento

taxa esp. consuno de
etanol
- taxa esp. consuTn
i J

Figura F16 Variagdo das taxas especificas para a linhagem 086/06 com CT del0%
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