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19 horas de ¥fermentagBo, na avalia¢lce do uso de
1809 mar/l do biocida Desfloc na fermentaglo.
Concentracio de stanol no vinho delevurado apds
1@ horas de fermentac8o, na avaliaglo do uso de
1860 mg/) do biecida Desfloc na fermentagio.
Eficidncia aleodlica, na avaliag3o do uso de 1800
wa/l do biocida Desfloc fermentagdo.

Viabilidade das células de leveduras (%) no teste
de determinagio da atividade do Desfloc na ¥fermen-~
tac8o alcodlica em diversas concentracfies.
Porcentagem de brotos vivos e mortos das células
de leveduras no teste de determinagfc da ativida-
de do Desfloc na fermentacio alcodlica em diversas
concentvBEOES . .
Acidez do vinho delevurado, expressa em o/l de
acido ldtico, no teste de determinagie da ativida-~
de do Desfloc na fermentaclo alcodlica em diver—
sas concentracles. .. L
pH do winho delevurado no #inal de cada ciclo, no
teste de determinac8o da atividade do Desfloc na

fermentacdo aloedlica em diversas concentvragles .
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FRESUEMID

Neate trabalho foi realizado o estudo da fermentzclo alcodlics do
HTM {high test molasses) por leveduras de panificacin contaminads
con  Lactobacillus fermentum COT {407, através do processo "fed-batch”
cam reciclo de células, wvisando simular as condicBes industriais. 0
estudo de inibidores do crescimento de Lactobacilius., Leuconostoc
g Baccharomsces cerevisiae foi feito atraveés da técnica de warrodilui-~
¢80 em caldo para determinaclo da Concentraclo Minima Inibitdria (CHID)
do cvescimento. O mals promisgsor dos produtos analisados foi seleciao-
nado e festado no modelo de fermentacBeo, com 2 adiglo de ewtrato  de
levedura para favorecery o crescimento do contaminante.

Oz resultados indicaram que o estudo da populacio mista, levedu-
ras # bactérias laticas, simulou o mecanismo de infecelp bacteriana da
fermentagBa. Apds 4 a 7 ciclos de fermentaclBo de 2¢ horas cada, ocor-
reu o vapido crescimento da populac8o bacteriana inoculada no primeiro
ciclo e, apds 8 a 12 ciclos, a inibig8o das leveduras foi proeminente,
srovocada peleo ao aumento da acidez. D crescimente bacteriano foi as-
timulado com » adigB8c de extrato de levedura (1%} ou um coniunto de 7
aminodcidos., A morte das leveduras foi acelerada pelo excesso de aci-
der no virnhao (15 g/1}) .

Testes de cultivo puro de Lactobaciilus Permentum CCT 1467 em
caldo de cana a 4% confirmaram que aminvdcidos, quande complementados
ng meio, ¥foram essenciais para © ¢rescimento das bacterias, e nio
zals, wvitaminas ou agdeares como afivmaram alguns pesquisadores. Og
amincdcidos devem ser os principais componentes presentes no extratp
de levedura que estimulam o crescimento das bacteérias 13ticas durante
a fermentag3o. Dentre o0s aninodcidos complementados, a leucina, iso-
leucing e velina foram essenciais para o crescimento bactervriano. Acido
glut8mico, alanina, cisteina, treonina, triptofano, fenilalanina, ti-
rosina ¢ metionina mostravram efeito estimulador do crescimentp.

A quantidade de extrato de levedura parece ser critica no estimu-

1o do crescimento. ConcentracBes acima de 400 ma/l1 mostraram notsvel
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aunento oo crvescimento bacteviano
A durzcio do ciclo de fermentacio =& a velocidade de centrifugscie
faram fatores importantes gque influenciavam o crescimento da populacsa
bacteriana na fermentacdo alcodlica. Ciclos com 20 horas foram mais
estimuladores do crescimento bacteriang, do gue os de 12 horas Baiwas
velocidades de centrifugacio do fermento (870 X 9} favoreceram mais o
desenvolvimento das bactérias contaminantes comparadas com altas velo-
cidades (35909 X g7
- 05 seguintes resultados foram encontrados com respeito a UMI em
Lectobacillus fermentum o Leuconcatoc mesenteroides no meio a base de
caldo de cana a 44 em pH 4,5 clindamicina &,000 — &,4¢ ug/ml, penici-
lina Y dcida 8,050 - @,20¢ uag/ml, sulfiteo de sddico 16,8 - 42,0 ug/ml =
formaldeido 14,5 - B23.& uva/ml. Dentre as formulagBes comerciais os
ativos bromofenatn com CHI de 2 - 18 uaesml, tiocianateo 1,28 - 5,6
ug/ml, e o Desfloc 0,29 - ¢,38 ug/ml 4 concentrag8c de 3 mo/1 de
Desfloc {(triclorocarbanilida) imobilizado em alginato de «calcio, e
combinado com lauril sulfato de sodio (1,47 a 5.80¢ mg/1) controlaram
de forma eficaz o crescimento de L. fermentum na fermentaclo alcodlica

conduzida em escala de laboratdrio.
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In this work, the alcobholic fermentation study nd HTH (high test
molasses) by baker s yeast contaminated with Lactobacillus
fermentum CCT 14087 was carvied out by fed-batch and cell recucle

process, aimming to simulate the industru condibions.

The growth inhibitors study of Lactobacillus. Leuconostoc and
Saccharomyces cerevisize was doneg by macrvodilution broth tecknic of
Minimal Inkhibition Concentration (MIC) of growth. The mast promissing
cempound was  selected, and it was teasted in fermentabtion model! with
added 4yeast extract to stimulate contaminant growth.

The results indicated that study of uweast and lactic acid
bacteria population simulated the bacterial infection mecanism of
fermentation. after 4 to 7 fermentation cucles of 29 hours sach, the
inoculated bacterial population started to grow very rapidly and after
# to 12 cucles, the ygast inkhibition by increased acidity was
prominent .

The bacterial growth was stimulated witkh addition ot yesast
extract (i¥%) or a group of 17 amino acids. The death of sgast wag
accelereted by excess of acidity of wine (15 gL},

Tests of pure culture by Lactobacillius fermentum CCT 1407 in cane
brothk (4% confirmed that amino acids added on the medium, were
esgential  for bhacterial growth, and not salts, witamins or sugars as
presumed by some investigators. The aming acids should bBe the main
compongnts found in geast exbract that stimulate the growth of lactic
acid bacteria during fermentation. Amongst added aming acids, leucine,
isoleucine and wvaline were essential for bacterial growth. Blutamic
acid, alanineg, cysteine, threonine, thiptophane, phendlalanine,
tyrosine and methionine showed stimulating effect on growth.

The amount of yeast esxtract seems to be cruytical on bhacterial
stimulation. Concentration above 460 mg/1 showed noticible incremse on

bacterial growth
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The period of fermentation curole and speed of centrifugation were

important factors that influenced bacterial populatinn growth in  bhe
alcpholic  fermentation. Lucles of 28 hours were move stimulant of
bacterial growth than 12 hours. Low speed centrifugation (870 ¥
g) atimulated movre contaminant growth as compared to higk speed (5000
X a). Following results were shown in rvegard to MIC on
Lactobacillus fermentum and Leuconostoc mesentergides with cane broth
medium (4% on pH 4.5: clindamicin @ 956-9 4@ ug/ml; ¥ acid penicilin
% 05¢-0.20 wug/ml; sodium sulfite 10-4Q ug/wl and formaldeide 11 5-23
ugsml . Among the comercially formulated products, the active
bromotenate showed MIC of 9-18B ug/ml; tiocianate {1 2-5 6 ug/ml and
Besfloc ©.23-2.590 ug/ml. Amount of 75 mas/l of Desfloc {(tricloprocarba~-
nilide?) entrapped in calcium alginate and combined with sodium
lauryl sulphate (2 mg/l) controlled effectively, the Lactoabacillus

fermentum growth on alcoholic fermentation carvied out in laboratory.



b S IMTRODUCEO

A infecgdo bacteriana da fevrmentagdo alendlica consiste numa
grande limitacdo & otimizac8p do processo devido a problemas causados
pelos contaminantes, especialmentse na etapa de fermentacio, tais como:
consumo  de acdcar e etannl  pelos contaminsntes, morte das cdlulas de
levedura por toxinas langadas no meio fermentado (ALTERTHUM =t al.,
196859); perdas de células de levedura no fundo das dornas ou na centri-
fugs rcausada pela floculaglo do fermento, dewvido a produclo de goma
por bactérias (ALMEIDA, 194@; GalLLI, $94%1; SERRA et al., 1979), au
$loculacio pelo contato entre bactérias floculentas e leveduras (YOKO-
YA & OLIVA-NETO, 1991), e queda de rendimento alcodlico pela acidez do
“yinho' causada por bactdrias produtoras de dcido (AMDRIM & OLIVEIRa,
1782; OLIVA-NETO & YOKOYA, 19%4).

Bentre os contaminantes mais frequentee has dornas & Mais resis-
tentes ao etanol, destacam—se as bactérias laticas, especialmente o
género Lasctobacillus (ALTERTHUM st al ., 1984,1985; GALLO, 1%89; KaJdl,
1989 .

Gastos com insumos para o controle bacteriano da produgBo de eta-
nol  sBo imprecindiveis elevando o custo de fabricac8o. Nesse sentido,
poucas & limitades tecnolpgias sio disponiveis para a resoluclo defi-
nitiva desse problema. Dada a importdncia das bactérias contaminantes
do processo, € nhecessarioc conhecer os fatores que estimulam p seu
crescimento durante o processo fermentativo, além de buscar novas tec-
nologias para o controle do contaminante na fermentaclo alcodlica in~
duatrial. Para isso o trabalho foi divido em tres etapas: ha primeiva
foi estudado o cultivo misto de leveduras contaminadas com bactérias
nn  processo fermentativeo; na segunda foi ava]iadn o efeito de alguns
importantes  +fatores que estimulam o crescimento bacteriano na fermen-
tac8p; ® na terceira foi feita a selec8o de um produto quimico, a par-
tir de diversos produtos testados em etapa anterior, visando sua apli-

caclo no controle da fermentaclo alcodlics.
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2.1. Microflore bscterizns na industris sucro~slcocisirs.

Desde a cana-de-agdcar no campo atd a etapa de fermentaglo alcpd-
lica nas dornas das destilarias, ocorre uma seletiva mudanga da micro~
flora contaminante onde efeitos como pH., tempervatura, condigles atmos-—
féricas e produtos inibidores presentes neo substrato, influem direta-
mente na seleglo dos microrganismos gque melhor se adaptarSe.

PULCAN & COLMER (1944) isolaram os seguintes microrganismos a
partir da cana-de-agucar: Leuconostoc, Bacillus subtilie. Asrobacter
closcas. A asropenes. Escherichia coli e Lactobrcillus plantarum.

BEUAN & BOND (1971) identificaram Leuconostoc mesenteroides, Bacilius
c#reus ¢ Pseudomonas na cana-de-agdcar intacta e, l.euconostoc,
. Xanthomonas ¢ Aerobacter apds 2 horas do corte mecanizado.

LIMA et al. (1974) identificaram em caldo bruto, wisto e dgua de
embebicSo as seguintes bactérias: Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc
mesanteroides, Aerobacter aeropenes, Bacilius coagulans, B. circulans,
B. megaterium ¢ Pseudomonas incognita. TILBURY (1975 analisou a dete-
viorag8o de caldo de cana e encontrou como as mais frequentes:
Leuconastoc mesenteroides, L. dextranicum ¢ Lactobacillus plantarum.

SILvAa  (198BB) estudou o caldo de cana previamente clarificado e
pasteurizado. Houve um predominio de Lactobaciilus (38%), seguido de
bactérias pertencentes & familia Micrococcaceas (23%), Leuconostoc
{12%), leveduras (12X%), Bacilius (3% e membros dz familia Enterobac~
teriaceae. As cepas de lactobacilos foram predominantemente heterofer-
mentativas (28%) & termoddricas (79¥%). &s espédcies mais freauentes Fo-
ram L. fermenti/reuteri (47%), L. confusus (18%), L. viridescens
(11%), L. brevis/buchneri (4%) e L. pisntarum (2%,

Os contaminantes da fermentac8o alcodlica com capacidade infec—
tante s3o0 restritos a poucos glneros. Isso se deve ao fato desse am-
biente ser altamente seletivo permitindo o desenvolvimento apenas dos

microrganiswmns resistentes ao etanol g 2 pH baiwo.



nd

NEVES (19387, ALMEIDA (19407 & GALLI (1941} relacionaram fermen—
tagoes paralelas & fermentagSo alcoolica a microrganismos coptamiman~
tes: a fermentacio acética -~ Acetobacter e Pseudomonas, a fermentaclo
latica -~ Lactobacillus e Streptococcus, 2 fermentacBo butirica -
Clostridium e a produgdo de goma dextrana - Leuconostoc mesenteroides
e levana - Baciilus, Aerobacter ¢ Streptococeus. Bporolactobacililus
inyllipus foi relacionado & uma grave infecgio onde m bactéria sra re-~
sistente ao tratamento com Acido sulfidrico (SERRA et al. 1979}

Trabalhos mais recentes apontam uma microflors do ambiente fer-
mentativo de bactérias Bram positivas, predominantemente., e compasta,
pelos aéneros Lactebacillus, Bacillus e Leuconostec. sendo esse dltimo
menos comum. RODIKI (1985) wverificou que hastonetes esporulados
(Bacillug) correspondiam a 48% da migrofiora do mosto fermentado, se~
guindo de Lactobacillus (3%) & Leuconostoc (1,3 45

Aalll (1289) isolau e identificou as sequintes grupos:
Leuconostoec (L, mesenteroides e L. dextranicum)Lactobacilius (L.
piantarum, L. casei. L. scidophilue. L. bulgsricus, L. fermentum, L.
brevie. L.. confusus): Bacilius (B. subtilis, B. stesrothermophkilus, B.
cosgulans);: Micrococcus (M., l1ylae): Streptococcus (8. lactis) e
Enterobacter (E. aerogenes). Houve um predominia dos grupos

fLactpobacilius ¢ Bacillus,

Leuconpstor, apesar de contaminar a fTermentagBo alcodlica {ariun~
do do caldo de canal), raramente chega a causar grandes infecgies. Isso
¢ devido a sua relativa baiws resisténocia ao etanol. KAJI (1989) simu-
Iow a fermentac8o mista entre leveduras (8. cersvisiae) e as bactérias
Lactobacillus fermentum e Leuvconostoc mesenterpides subsp.
mesenteroides. Apenas os lactobacilos puderam ser recuperados através
da semeadura em placa. A morte do Leuconostoc foi atribuida ao efeito
inibitdrio do etanol, que a 3% fol capaz de reduzir em 50% a velocida~
de especifica mdwxima de crescimento e,em concentraclies superiores a &Y%
houve a intervupcdo total do crescimento.

OLIVA-NETD (199@) também encontrou uw predominie de contaminantes

do  grupo Lactobacillus apds isolamento em meioc rico (MRS - Difco), =



partir de amostras de "leite de levedura” e&m usinas do FEstadno de 835
Paula. Ds resultados taxondmicos demonstraram gque L. fsrmentum foi 2
bactéria predominante (a2%y, seguida de i..murinus (2%, L.
vaccinostercus (94), L. plantarum (%) e Leuconostoc sp,.{(2%). & micro-
flora mostrou-se resistente ao etanol, 44Y% resistivam a 10% /v  em
teste de cultivo isolados. O autor simulou o processo "Fed-Batch” com
reciclo  de células, inoculando uma ceps de L, fermentum junto com as
leveduras {fermento Fleishmann), durante 18 ciclos consecutivos e,
apos o término dos dltimos ciclos, o fermento ficou serviamente compro-
metido e os lactobacilos cresceram copiosamente, demonstrando a3  sua

forte capacidade competitiva As condigBes dp meio.

2.2 Aspectos metabdlicos das bactériss 1dticas,

As bactérias ldticas compreendem um grupo bastante heterpoBneo de
prganismos que sBp distribuidos amplamente na natureza e tem sido isn-
ladas de vidrias fontes: seres humanos, animais, plantas, produtps 3
base de leite, vinhos e ensilagens (DRLA-JENSEN, 1919; ROGDRSA, 1974).
Entretanto muitas espécies parecem ter se ndaptado & condigBes ambien-

tais especificas &, gervalmente. nio foram encontradas Fora de seu ha-
bitat especializado (LONDON, 1974). 0 metabolismo dessas bartdrias ew-
plica essa seletividade ambiental.

Biogquimicamente, n8o possuem o ciclo de Krebs e a cadeia respira~
toria cldssica, o que as limita a ambientes de baiwxa concentraclo de
oxigénio {(microaerofilia), ou mesmo asuséncia total (BRYAN- JONES,
1975) .

STRITTHMATER (1959) evidenciou o papel primirio das oxidases ter-
minais ligadas a flavinas na atividade owidativa das bactérias  1sbi-
cas. Essas enzimas flavoproteicas constituem o sistemn reapongivel pe-
lo transporte do oxigénio durante a oxidac3e de viries substratos.

As  bactérias ldticas s80 aciddfilas, limitando-se a ambientes de
pH relativamente baixos, crescendo numa faiwxa dtims de pH 3,35 a 4,7

mas também a2 valores menores aue 5,8 f} fato deste grupo apresentar



requerimentos nutricionais complexos, vestringe-ps a ambientes ricos
do ponto de vists sutricional. Dentre ns nubtrientes necessdrios para o
crescimentp estdo. aminodcidos, peptideos, devivados de dcidoes nucliei~
cos, vitaminas, sais, dcidps graxos ou 8steres de dcidos grawxos @ car-
hoidratos fermenteciveis. Por esta razio 9os meios de cultivo para lac-
tobacilos & leuconostoc s8¢ ricos @ complexns, contendn extratos org-
nicos principalmente ricos em vitaminas & peptideps (KANDLER & WEISS,
19843 .

Cada eepdrie apresenta vequerimentos nutricionails caracteristi-
cos. No caso dos lactobacilos s8o necessarias as vitaminas: pantotena-
to de rcalcio e niacima para a grande maiovia; riboeflavina para L.
delbrueckii, L. helveticus = L. casel: tiamina € necessaria para o
crescimento dos heterofermentativos (L. plantarum, L. fermentum e L.
brevis). As vitaminas Bi2, timidina e biotina sBo muito pouco exigidas
entre os lactobacilos (KANDLER & WEISSE, 17BaY.

Muitns lactobacilos requerem folato e o consumo gnvalye ATP ou
algum oubtro intermedidrio de ligacdo fosfatp (HEMDERSBON et al 1979).
i.. deibrugekii requer fosfato de piridoxaming (Mo HUTT & SMELL, 19358}
g timidina (KITAY et al. 1930).

teuconostoe requer dcido nicotinmico, tiamina, pantotenato de cil-
¢cio e biotina para todas ag espeécies. LCobalamina e acido p-aminoc ben-
zoico nBo £30 requeridos por nenhuma espécie (GARVIE, 1784).

Em relac8o ap metabolismo de carboidratos, &s bactérias ldticas
s8o consideradas sacaroliticas. Uma grande diferenciagl3o foi feita
(KANDLER & WEISS, 1984) entre os lactobacilos baseada nas caracteris~
tiras classicas de subgé@neros de DORLA-JENSEN (191%), £ tres grupos fo-
ram definidos. O grupo I ~ lactobacilos obrigatoriamente homofermenta-
tivos gque fermentam hexose quase exclusivamente a acido latico pela
via Embden-Meyerhof, & as pentoses e gluconato n3o s3o fermentados. 0
grupo II - lactobacilos Facultativamente heterofermentativos que fer-
mentam hexoses como os do grupo 1, excerdo a poucas espécies que pro-
duzem outros dcidos em condicles limitadas de glicose, pentoses s3n

fermentadas produzindo dcido acdtico e 1dtico via fosfocetolase indu-



zivel. 0O grupo II1 -lactobaciles obrigatouriamente heterofermentativos
fermentam hexposes a acidos Jd4tico & acético (etannl)y g DRDR, pentpnses
s80 fermentadas a dcido ldtico e acdtico. Muitos carboidratos podem
sey fermentados variando entre as espécies.

Para Leuconostoe, ramnose, melezitose, inulina, amido, glicerol,
sarbitel e inositol ndo s8o0 fermentados. Algumas wspécies produzem so-
ma a partir de sacarose & manitol a partiv de frutese (QARVIE, 1984

Tanto Leuconostoc como Lactobacillus requerem uma grande varieda-
de de aminodcidos & 0% reguerimentos wvariam rom a Yinhagem. L.
mesenteroides subsp. mesenteroides constituem uma excessio requerendo
somente acido glutdmico e valina (GARVIE, 1984).

Peqguenas lesles genéticas no genoma bacterianp slp  responsaveis
por requerimentos de aminoicidos em lactobacilos. BGenes essenciais pa-
ra biossintese da maioria dos nutrientes parece estar presente no ge~
noma de L.casei 81 e muitos deles falham nz producio de proteinas fun-
cionalmente ativas devido a uma ou poucas mutacles deletéricas (MDRIS-
HITA et al. 1274,1984).

f1s gseguintes aminodcidos foram considerados essenciaie (MORISHITA
et al. 1981) para 0 crescimento de L. plantarum, L. helvelticus, L.
casei e L. scidophilus: iscoleucina (Iled, leucina (Leuwd, valina (Vall,
acido glut8mico (Blu), fenilalanina (Phey, triptofano (Trp)d, metionina
iMet}, exceto para L.casei, treonina {Thr}, exceto pavra L. plantsrum e
L., cas@i, tirosina (Tyry, dcido aspdartico (Asp? @ arginina {ArgQ), gx-
ceto para L.plantarys.

BARTON-WRIGHT (1952) considera para L. arabinpsys, apds compara-
¢in com diversos tyabalhas, os seguintes aminodcidos essenciais: Leu,
Val, Ile, 6Glun, Met, cisteina (Cysl e triptofano (Trpy. 03 nio essen-
ciais s8o0 glicina (Bly), hidroxiprolina, nor VYal e nor Leu. 0s estimu-
lantes ou essenciais 580 Phe, Thr, Tyr, Arg e Lys. Fles concordam que
todos esses aminoacidos devem estar presentss para o maximo crescimen—
to da bactéria. Alguns trabalhos indicam gue Asp, histidina ({(Hisg),
alanina (Ala), serina (Ser) e prolina (Fro) si3oc acessdrios ou estimu~

lantes para o crescimentpn desses organismos.



HUTCHINGS o PETERSON (Cit . em BARTON-WRIGHT ~19092} trocvaram a ca-
seina  por Leu, Val, Glu, Asp, Ser, Trp, Lys, Arg. Phe e Tur, no meig
de cultivo obtendo o crescimento de L. kelveticus .

Para L. casei os aminodcidos essenciais s8o Leu, Ite, Val, gluta-
mina {(Gin), asparagina (Asn), Blu, Phe, arg, Lys, Trp, Tur e Phe
{STROBEL et al , 1989).

COLLAR et al, (1992) relacionou aminodcidos que forawm consumidos
durante a fermentacio da masea do trigo inoculandon-se bactédrias 1abi-
LRS . L. brevis consumiu Leu, Ile, Lys, Glu, Asp, ornitina {Orny},
Fro. Phe e Met, detectados através da diminuiclo desses aminodcidos na
massa de trigo.

0 transporte ativo de aminodcidos ¢ normalmente o mais utilizado
pelas bactérias ldticas. Pelo menos 5 transportadores ssatio envalvidos
no  transporte de Gln, Asn, Glu/Asp (mesmo carrggador), Phe ou aminod-~
cidos de cadeia ramificada. Esses dltimos parecem ter o mesmo  transge
portador e Leu é consumida mais rapidamente gque Ual e Ile. Dos 12 ami-
nodcidos requeridos para o crescimento de L.ceasei energizado com gli-
fose, apenas Blu, Leu, Phe, Asp sic consumidos rapidamente. 0 consumo
de Leu por L .casei ¢ completamente inibida pelo excesso de VYal e Ile
2, 4gimilar excesso de Asp inibe completamente o consumo de Blu (BTRO-
BEL et al., 1989).

Em Streptococcus lactis MLY e Streptococcus cremoris Wg? o con-
sumo  de glutamato e glutawmina s30 mediados pelo mesmo sistema trans-
portador, o qual tem 30 veres mais afinidade por O1n do que por Glu a
PH &,@, o transporte @ feito pela forwa protonada dependendo apenas do
PH intracelular, requerendo ATP e n3o0 pelo sistema de forga prdton mo-~
tiva (PODLMAN et al., 1987). Aminodcidos neutros (Ser, Ala & Gly) tem
sido estudados em B, lactis ML (THOMPSON, 1974) » 8, fascalis (ASGUAR
gt al., 1973) & o transporte ¢ dirigide pelo sistema de forga  prdton
motiva, com alterac8o do pH externo.

Em L. casei o transparte de Ley o Phe decresce rapidamente aquandp
o eH € aumentado para 7,5 devido a inibiglc da forca priton-motive.

Porém os aminoacidos Gln, Asn e Glu, s30 transportados rapidamente em



gH 7.7, embora o sistema de forga proton~-motiva estejs totalmente de-
sativado. Semelhante ao Streptococcus, esses aminodcidos nlo  sdo
transportades pelo sistema de forga proton-motiva, mas por um sistema
de transporte dirigido por moléculas transportadoras com ligaglo de
fosfata (STROBEL et al., 1989).

& capacidade de acumular vdrios aminodcidos em L. arsbinasus ¢
decrescida mais severamente pela deticifncia de vitamina Ba, e em me-
nor grau por bintina & dcido pantot8nico. Isso parece sstar asgociada
a sintese anormal da parede celular 3 qual leva a um sistema de btrans-

porte nio usual, sensivel a fatores osmobticos (HOLDEN, 1944).

8 3. Efeito de compostos orgdnicos no estimuio do crescimento das
bactérias ldticas.

0s extratos org8nicos que participam nas formulagbes de meios de
cultivo para o crescimentn de bactérias ldticas foram bastante estuda-
dos nas décadas de 40 a 40, g representam & base das informacBes sobre
s nutricSo desse grupo. A partir desse periodo poucas contribuicles
tem sido feitas nesse sentido.

A participac8p do extrato de levedura no meio foi comprovada (FE-
ENEY & STRONG, 1%41), levando an aumento acentuado na tawa de cresci-
mento de Lactobacillius caseil. Na auséncia do suprimento desse extrato,
pouco ou nenhum crescimento bacteriang foi ocbservado e Asn 2 Gin foram
carazes de substituir o extrato de levedura. No anp seguinte esses au-
tores identificaram a Asn como estimuladora do crescimento de wvérios
substratos.

EMITH (1943) verificou que subst8ncias desconhecidas presentes no
extrato de levedura eram essenciais para o crescimento de Btreptocor-
cus Isctis. Estas substdncias nSo eram vitaminas conhecidas, nio pude-
ram ser substituidas por uma mistura de 23 aminodcidos, nBo eram pre-
gipitdveis por varios sais, evam insoldveis em solventes lipidicos e

sus atividade foi destruids a 2189 €.



HALUOREON & HMUEDEKING (1947) compararam as tawas de fermentacle
de L. cuasei em meio sintético e em meio » base de extrato de levedurs.
Segundo  os autores, vitaminas do complexa B e bases nitvrogenadas (pu~
rinas & pirimidinas) ndp tiveram efeitp no crescimento quando adicio-
nadas no meio sintético.

& peptona foi comprovada zer estimuladora de L. esgsei por POLLACK
& LINDNER (1943 IKAWA & 0 BARR (1934) relataram uma grande variedade
de subst3ncias orgfmicas {sxtratos de levedura, figado, carne, malte,
caseina, triptona e insulina), estimuladoras do crescimento de L. del-
prugckii, sendo os extratos de jevedura & figado os mais ativos. Pro-
dutns de degradagino de dcidos ribonucleicas o peptidens presentes na
digestia snzimstica de proteinas foram considerados estimuladores do
crescimento, quando foram feitas purificagfes dos extratos. Dos  com-
ppstos  puvos testados, dcidos uridilicos e citidilicos foram os mais
ativos promptores de crescimento. Uridinag 8 citiding foram menos sbi~
YOS |

A hidrdlise dcida parcial da caseina estimulou o crescimento de
i, delbrueckii ¢ =2 ndicBo de peptideos de His e Sev duplicaram o cres-
cimento quando adicionados ao meio de culbivo (PETERS et al ., 1953);
PRESOOTT et al., 19533).

Me ANRELLY & SPECK (1957) trabalbhando com L. casei s BPECK et al.
(1958) com 8. lactis, determinaram que peptideos presentes nos exbra-
tos de pincreas, figado e levedura sram os responsdveis pelo estimulo
do crescimento bacteriano,

DAHIYSE & SPECK (1963) identificaram 2 adenina como fator estimu-
lante do crescimento de 8. lactis ¢ 8, cremoris em leite.

WEINMAN et . al, (1944) determinaram um fator de crescimento para
L. bulgariecus denominado GBF, quando cultivado em meio basal semi-sin-
tético. Enxtrato de levedura e de figadp foram as melhores fontes de
BBF . Esse fator foi estdavel ao tratamento térmico a pH 2.5 a2 11 e =
#pDEigcdo prolongada a luz. Ele foi destruido a pH 1,8 & formou um
unico componente em cromatografia em papel. Forsm testados adenina,

drido ribonucleico, digest3oc alcalina de RHA e Ma®t em ewperimentos



19

individuais, porém a resposta do estimulo do crescimento foi bem infe-
rinr aos extratos de levedura e de figado. Os autores nio conseguiram
identificar o composto ativo do GBF.

0 extrato de levedura foi fracionado em Sephadex §6-25 em 7 fra~
cBes por SELBY-SMITH et al. (1973). As fracbes mais estimuladoras do
crescimento de §. lactis Ci@ continham 70X de nitrogénio aminico, uma
amela variedade de aminodridos e peguena soma de peptideos. Os aminod-
cidos foram os maiores responsdveis pelo estimulo do crescimento bac-
teriann; a5 bases adenina, guanina, uracila, xantina & constituintes
inorgdnicos também contribuiam na estimulaclo, pordm em menor grau.

Na fermentagio do vinho, embora o ¢rescimento de leveduras prova-~
velmente inibe bactérias malolaticas pela produslo de substincias ini-
bitdrias ou remocio de nutrientes (RIBEREAL-GAYON et. al., 1975), o
rrescimentos bacteriano 6 estimulado por levedurss nos estdgios finais
do ciclo de crescimento. € provavel gue nuivientes s8o retornades =so
vinho pela epxcrecln e/ou autdlise das leveduras. O termo excressfio re-
ferg~ce a0 desprendimento de compostos do citoplasma da cédlula da ls-
vedura viva, sue ocorre durante o consumo de agdcares apds a concluslo
do brotamentn (DELISE & PHAFF, 1941}, Células de lsveduras excretam
aproximadamente 173 do nitroag@nio total absorvido na forma de aminpd-
ridos, peptideos, purinas, pirimidinas, etc. JOBLYN (1938) descreveu
esse fendmeno com uma hidrolise enzimdticas intvacelular dos consti-
tuintes protopldsmicos.

BEELMAN et al. (19BR) estudaram as interagdes entre leveduras e
bactérias durante a fermentagdo do vinho. Lurvas de crascimentso de
bactédrias (Leuconostor oenos)? e leveduras (Saccharomyces), a par-
tir de culturas puras e mistas, indicaram aque o crescimento ativo de
um inibia o outro. A autdlise das leveduras foi estimuladora do cres-
cimentn das bactérias maloldticas. Segundo os autores, o menor cresci-
mento das bactédrias em cultura mista, em velaclo ao cultivo puro, pode

ter sido devido a aus8ncia ou caréncia de aminpacidos.
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2.4 Efeito das bactérias contaminantes ns inddstrin sucro~alcooleirs.

A inddstria sucro-alcooleira sofre o efeito do crescimento  de
contaminantes que causam perdas de agucar ou desviam para outros com-
postos, em lugar do etanol . Esses cowmpiatos repvesentam prejulzos  no
rendimento industrial, podendo também causar problemas de ocrdem opera-

rional, ou inibir a levedura erodutora de stanol

2. 4,4 Efeito no rendimento industrial.

fs pevdas devido a contaminagio mizrobiana vBo desde a colheita
atgd o processo fermentativo, de forma cumulativa, levando ag prejuizo
global da inddstria.

Longos pericdos de armazenamento da cana levam a perdas de agdcar
signiticativas e, também, ao aumento de contaminantes quimicps e bio-
ldgicos gque coantribuem negativamente em etapas posteriores do proces~
sg. 0 periodo midximo de estocagem depends de fatores ambientais, porém
nenhuma evidéncia de dewtrana (produto da asdo de deterioradores) tem
sido encontrada em cana-de-agdecar cortada com 19 horas  (AMAGNIMOD,
1971). Para isso & necessdrio um planejamento agricola adeauado canci-
liznde a parte agricola com o setor industrial, minimizando o tempo de
permanéncia da vana a ser processada.

EGAN (1968) verificou que a deteriora¢io dz cana cortads com mais
de um dia & muito vapida, encontvandn wvalores de &4 a 11 ¥ de perdas de
acdcar poy finais de semana, além do aumento de goma. TILBURY (1975}
demonstrou  que ocorre um elevado aumento de bactérias (189 a 107 cel.
fml. de caldo) nos dois primeiros dias de estocagem da cana, estabili-
zando-se nog dias subsequentes 0 mesmo autor (1979;1972) estimou uma
perda média didria de 4,75% de acdcar recuperavel por dia entre corte
2 moagem na Jamaica.

& producdo de goma por wmicrorganismos fem contribuido para BEY—
das de agucar e dificuldade opevacionais. Essa perda, devido a produ-

¢20 de dextrana, pode alcangar valores proximos a 3 ko/ton em unidades
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industriais (TANTOI, 1938}
TILBURY et al (1977) & AYALA et al. (4%77) consideram aque b L.

mesgnteroides ¢ o principal agente formadov de goma, porém oubtros
grupns eat¥o associados: Baeillus, Aevebaueter, Streptoesccus (0ALLI,
1944Y; Entergbacter aercgsnes, E. closcae (DUNLCAN & COLMER, 1944} As
pspdeies Bacillus subtilis, B. licheniturmis o B. polymyxa também po-
dem produzir gomas levans ou dextrana (CLAUS & BERKELEY, 1984). SILVA
(1%88) analisando o caldo de cana.encantrou cepas de Leuconostoc (L.
mesenteroides subsp. mesentercides e subsp. dextranicum! =

{Lactobacilius confusus produtores de goma.
Udrins autorss constataram a presenca de fermentacfies paralelas a

fprmentacins alcodlica devido a contaminantes. Esses  agentes causam
perdas no rendimento fermentative, através da produglo de dcidos
(ardtico, ldtico e butirico) & gomas dextrana e levana (NEVED, 1938,
GLHEIDA, 1940; GALLI, 1741).

SERRA et al. (1979) velatavram perdas de 15% no rendimento fermen-
tative devido a contaminantes bacterianocs, e AMORIM & OLIVEIRA (1981
sstabeleceram uma correlaclo inversa entre acidez fiwa do vinho e
rendimenta alcodlico, sendo encontrados os piores valores (40X) para
uma acides do vinho entre 5 a & gramas de acido sulfdrico/litro.

ALTERTHUM et . al. {(15984) também demonstraram queda no rendimento
fermentativo na faiwa de 14 a 0% do tedrico. gquando a concentragio de
bactérias na fermentaclo atingiu niveis de 108 3 107 cel./mi. CRUZ et
al. (1985} verificaram guedas de 19 & 46X no rendimento, assocliados a
niveis de 187 a 10%8 cel/ml.

OLIVA-NETD (19963 e OLIVA-NETO § YOKOYA (1994) demonstraram =2

infludncia negativa de L. fermentum na fermentagBo alcodlica por
leveduras (fermento Fleishmann) pelo processo de batelada alimentada
com reciclo de células. Ds lactobaciles dominaram o proceseso a8 partir
do 82 ciclp chegando a niveis de 107 cel . /ml. nos ciclos finais. Houve
uma diminuigdo acentuada no rendimento fermentativo chegando até a
446,7% {em relac8o ao tedricod, e a produtividade de etanol diminui

83,5% em relacio a média dos viclos inieiais. Eegn diminuiclo na ati-
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vidade catalitica do fermento fol atribuida s acidez aque chegou A ni-

vels acima de 6,9 g/l, expressos em acido Yatico.

2.4.2 Efeito de dcidos orglnicos nas leveduras do processo.

A agdo inibitdria de dcidos orginicos sobre leveduras depende de
varios fatores tais como: tipo & concentrag8o do scido e das leveduras
wsadas, sinergismo com outros produtos e pressio osmatica do meio.

SAMEON et al. (1985) estudaram o efeita inibitédrio de acidos gr-
ginicos sohre as células de leveduras e conclulram gue CRUSAE uma  =BREEo
bactericida e de inibic¢8o da taxa de crescimento de leveduras; depende
do tipo de dcido, a aclo inibitdria & aumentada com o aumento do com—
primentn da cadeia, n3o hi a¢80 inibitdria significativae com relacio
as formas das cadeias n- ou iso, necessitando de grupo polar; ocorre
uma reducio da agdo inibitdria quando o grupo hidroxila ou carbonila @
introduzido na parte hidrocarboneto da malécula, & foi demanstrads a
reversibilidade do efeito do acido sobre a levedura, diminuindo a ac3o
inibitoria com a simples lavagem das células.

Segundo MAIDRELLA et al. (1983), o acido acético € soldvel nos
lipideos da membrana celular & inibe por interferdncis gquimics o
transporte de fosfato através da membrana. 0 dcido formico tem uma so-—
lubilidade lipidica similar ao acido acetico, sendo provével gue o me-
canismo de inibi¢Bo0 seja idéntico. Ja o dcido ladtico como contém uma
hidroxila extra, @ muito menos soldvel em lipideos do sue os  outros
dois & a inibig8o ccorre em concentracles mais elevadas (16-48 /1)

0 transporte simultanes “sumport” do proton~lactato foi  demons-
trado  pov CASSIO et a1. (1987) para o acumule de lactato no interior
da célula dp 8. gerevicae com sstequiomebris 1:1. & taxa de acdmulo de
tactato no interior da ceélula depende da varizscip de pH de um lado pa-
ra outro da membrana. Esse sistema tambeém ¥oi demanstrado para aceta-
to, propionato e piruvata.

A Fforma ndc dissociadas do dcido 13tico pode entrar na célula de
levedura por difusio simples. Contudo ocorre um aumento exponencial da

rermeabilidade da mewbvana ao dcido com o zumento do pH {(CASSIN et al .
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1987 . PAMPULHA & LOUREIRD (198%) confirmaram gque para o acido acéti-
0, ocorre um maior efeite tdwico sobre a fermentaclo de §. cerevisiag
devido an aumento do pH.

0 tipo de levedura tambeém pode apresentar diferengas quanto  ao
gfeito da aridez. Estudos com leveduras presentes em “"saque” mostraram
que estas, aldm de serem resistentes ap stannl, &&n também an dcido
idtico (Re~BH g/1). DAEBCHEL et al. (1988) trahalhando com  cultivo

misto  de leveduras (8accharomyces) # L. plantarum obtiveram &
inibiclo completa do crescimento das leveduras em concentraces de 5,0

g/1 de Acido latico.
0 gfeitp da pressin nemdtica do meip e tamanho do indculo na ini-

bicln de leveduras pelo deido 1dticeo foi estudado por WNGANG et al.
{1989), em cultivo a base de melago de beterraba para produpfo de eta-
nal . Para os mostos com menor pressin osmdtica e com Acido ldtico na
taiwa entre ©-190 g/1, a tawxa especifica de produclo de etanol  foi
maior nos ensaios com dcido ldtico. Para os casos de maior presslo os-
motica essa taxa foi inibida a partir de 2.5 g/1 de dcido ldtico. aAu-
mentando o0 tamanho do indculo de leveduras diminui o efeito do acido
tdtico.

PAMPULHA & LDUREIRD (198%9) demonstraram que p Bcido aceético po-
tencializa o efeito inibidor do etannl sobre as leveduras. Isso tambéw
fni demonstrado para acidos octandico e decandico produzidos pelas le-
veduras (VIEGAS et al. 1989). Concentracles acima de 1% {(v/v) de ncido
acetico diminuem a tolerlncia ao etannl adicionado 2 estreitam a FTaixa
de temperatura para g crescimento de 8, cerevisiae de 3-429C. para
19-269C . (TEREZA-RAMOS & MADEIRA-LOPES, 19%9@).

0 aumento da produgao de etanol pela acidez moderada foi obtidao
por varios autores sendo atribuido & inibig3o do crescimento celular
{VEGA et al., {9B7; ESSIA-NGANG =t al., 1989; GUTIERREZ et al., 1991).
Em um processo de produclo de etanol por células imobilizadas com

cancentrag8o de 0,1 M. de dcido acético, VEGA et al. (1987) consegui-
ram uma maior produtividade em etanol e decréscimo no rendimento celu-

Tar .



2.4.3 FloculacBo do fermento.

A floculacio do fermento causa prejuizos ac processo fermentabti-
vir, taig como: 1) dificuldades operacionais devido a entupimentos de
tubulagfes e centrifugas; 2) dificuldades ao combate do contaminante
do  processo, ja que ele & retornado ap sistemaz junto com o fermento,
tevando ao aumento do gasto com Acido sulfdrico 2 desinfetantes; 39
gastas exressivos com anti-espumantes; 4) perduas de leveduras na cen~
trifuga e fundo de dorna & 53 perdas no rendimento alcodlice devido
A0 consumbd de agucar pelp contaminante (AMDRIM & OLIVEIRA, 1982, JOLLY
& PRAKABH, 19487; YOKOYA & OLIVA-NETD, 1991, OLIVA-NETO & YOKGYA,
1994) .

A origem da floculacio das vélulas de leveduras pode ser devida a
varias causas que podem ou nBo estarem relacionadas.

A presenca de leveduras selvagens floculantes pode ser responsa-
vel pela floculagdo nas destilarias (YOKOYa, 1989), sendn amplamente
estudadas e a metodologias de trabalho desenvolvida (STRATFORD & KEE-
NAN, 1988; STRATFORD et al., {19%H8).

A produclo de polissacarideos como a dextrana pode causar o blo-
queio das centrifugas nas destilarias devido s flocula¢clo do fermento,
# parte dessa goma (350%) n3o € eliminada no processo de clarificacSoe
(AOLLY & PRAKASH, 1%87).

Bactérias podem ser adsorvidas & parede das leveduras e tausar a
floculagdo do fermento. SERRA et. al. (1979) observaram que bactérias
gsporuladas (Bacillus) evam capazes de flocalar o fermento e nio

eram vresistentes ao tratamento dcido e, Sporolactobacillius
inulinue alem de flocular o fermento era rvesistente a pHs 1,9 a 2,0
Segundn os autores a presenca de capsula proteics de natureza gelati-
nesa, acarretou a3 fiwaclo das bactérias as células de leveduvras. YD-
KOYA & OLIVA-NETDO (1991) comprovaram a capacidade de floculaclc do
fermenta por certas linhagens de L. fermentum. O tratamento térmico ou
por  protease causaram a destruigia da propriedade floculadovra da bace

teéria. A relaglo entre & massa de leveduras e bactérias, a&ssim como 3
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faixa de pH necessarios para ocorver a floculagio foram determinados.
4 presenga de fons cadlcio fol necessdarvia para que ocorresse a flocula-
¢80, 0N efeito de fons metdlicos, carboidratos e tratamentos enzimdti-
cos na  flpeulacglo do fermento por cepas floculentas de L. fermentym
tamhém Ffoi investigado por BANTOS & YOKOYA (1993). Os autores sugerem
que componentes da parede celular da bactéria, residuos de manana das

celulas de leveduras e ilons divalentes estio envolvidns nesse tipo de

filoculaglo.

£.%5. Métodos de controle bacteriano na indistris sucro~alcoleira.
2.%.1 Utilizeclo de santibidticos na ¥ermentagdo slcodlica industrial

Vdarios trabalhos foraw realizados nas ddcadas de 30 & 48 visando
a utilizagdo da penicilina como desinfetante da fermentagBo alcodlica,
resulitando no uso industrial desse produte com melos de origem amiléd-
cea (DAY st al. 1%54) ¢ com mosto proveniente de cana-de-agdcar (BOR-
ZANT & AQUARONE, 1997}

BORZANI (4937} verificou que o emprego da penicilina como desin-
fetante na fermentagdo alcodlica de mosto de milho promoveu um aumento
de 17,.2% no stanol produzido, e uma reducido de 65% na acidez total do
mosto fermentado. AQUARDNE (1989 wverificou que 509 U/1 de penicilina
o mosto de melaco de cana originava vinhos mais ricos em etanol e me~
nos acidos, 0 que fol compravado por MENEZES (1988) utilizando concen-—
tracdes de S500-1000 U/1.

Uma das limitacfes para o uso continug da penicilina na inddstria
consiste na seletividade das bactérias cada vez mais resistentes e,
tamhém, na alteragdo do equilibrio natural da microflova contaminante,
uma vez que as bactérias Bram negativas, de uma forma geral, n8o sfo
afetadas por esse agente. Uma pesquisa feita por CRUZ et al. (1985}
indicou que com a adicao de 500 U/! de penicilinma~VU-dcida no mosto,
incculado  por duas linbagens de bactérias Gram positivas isoladas de
destilarias, apenas uma mostrou-se sensivel A droas.

Alguns trabathos foram realizados utilizando a combinacSo de an-

tibiadticas vcomo peniciling & tetraciclinga {AQUARONE, 19486).e associa-



ciiee entre peniciling & cloranfenicol (AQUAROME, 1948

A utilizagdo individual de outros sntibidticos também foi Feita
como  tetracicline no mosto de melago {(AGUARDNE, 19%5@), claranfenicol
(AQUARDNE, 193539; AQUARDONE & BRAZZACH, 124@ e 1963) e clorotetraciclina
(TORLONI, 1958), porém sem o sucesso do emprego industrial da penici-
lina.

Novos antibidticos poderSo ser utilizados futuramente. & nisina
hoje esharra no seu elevado custo para wtilizac8c na fermentacS8a al-
codlica. fonsiste num polipeptiden de 34 residuns de aminodcidos, com
fungfes de antibidtico e bacteriocina, tem se mostvado efetiva ng con-
trole de hactériag laticas contaminantes da fermentacfo da CErVeja .
Dos fram positivos testados por OGDEN 8 TUBB (41985), 92% dos lactoba-
cilos e pediococos foram sensiveis a esse produto. A membrana celular
parece ser o sitio primdrio de a¢do ds nisina, alterando a permeabili-
gade e, rom isso, ocorre a liberag8o de produtos intracelulares de
baino peso molecular, tais como ions e aminodcidos, causando prejuizo
na regeneragio do ATP. Altas concentracdes de nisina (¥ 1889 Ursml)
provocam a inihiglo da sintese da mureina (DBDEM & WAITES, 1984).

Dutros antibidticos apresentam sficdcia na reduclo do crescimento
de bactérias laticas parém tem sido relacionados apenas a drea de sad~-
de. BAYER st al. (1978) determinavam a concentragio minima inibitdria
de crescimento (CMIY e minima bactericida {CMB) de 42 lactobacilos. A&
penicilina, ampicilina, clindamicina e cefalotina foram os meis ativos
com 0% a 190¥% das linhagens inibidas.

0 estudo da acBo de 5 cefalosporinas em 43 lactobacilos revelou
que  que cefaloridina, cefazolina e cefamandole foram o5 mzis  ativos
sgentes inibidores do crescimento e bactervicidas, sepecinlmente em in-
tervalos de 24 horas de incubag3c. & pericdos mais longos o efeito
bactericida sofreuy significante declinio (BAYER et al. 1979y,

DUTTAa & DEVYRIESE (1981) estudaram onze agentes promotores de
crescimento en animais pelo wmeétodo de diluicBo em agar contra 113 lar~
tobacilos isolados de porcos, gatos e frangos. Viraginiamicina {(ja usa-

da na producio de etanol}, oleandomicina, lincomicina, tilosina e car-
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hadox obtiveram os menares CMI e menor rvesisténocia bacteriana.

SWENSON et al. (199@) determinaram 2 susceptibilidade de B 1i-
nhagens incluindo o0s géneros Lactobacillus. Leuconostoc e Pediococcus
2 24 agentes antimicrobianos. Nenhum dos microvganismos fol resistente

2 imipenem, minociclina, cloranfenicol, gentamicina ou daptomicina.

2.5.2 Tratumento gcido do fermento,

Segundo AGUARONE (1974) mais de 0% das inddstrias de fermentagdo
alcodlica utiligavam dcide sulfurico e fenpis halogenados como contro-
ladores dos contaminantes g esses métodos foram considevados antieco-
némicos, Atuslimente a lavagem 3cida do fermento continua sendo o prin-
cipal método de controle nHo 86 dos contaminantes, mas principalmente,
da floculaglo do fermento,

Segundo BOUVI & MARGUES (1983) ¢ tratamento com dcido sulfdrico @
feito reduzindo o pH do fermentn diluido em daus a3 uma faixa entre 2,0
a 3,9 e, as vezes pH até infevior a 2,9 com prejuizo pa viabilidade
das ecdlulas de leveduras. 0 fermento ¢ mantido na cuba e sin adicions-
dos scido sulfirico e 3gua, em constante agitac8o. O tempo de perma-
ndneia do fermento durante p tratamento 8 vaviado (até 3 horas). Quan-
to maior for esse tempo maior serd a redugBo da viabilidade celulavr.

SIMPSON & HAMMOND (1989) estudavam a resposts de lavagem dcida em
leveduras de cervejaria 2 concluiram que: 1) as leveduras sfo altamen-
te vresistentes &s condigbes de acidez, mas o aumento de tempevatura e
a cvoncentragio de etanol diminuem a sua capacidade de resisténcis; B)
os dcidos fosfdrico, citrico & sulfdrico, e o persulfato de amdnio po-
dem ser usados eliminando as bactérias contaminantes da suspensfio de
leveduras. 3Y O persulfato de amdBnio pode modificar as propriedades

de floculaclo das leveduras.

2.5.3 Biocidas usados na produclo de etanol.
0 uso principal dos biocidas para produgio de pitanol tew sido na
desinfeccio de moendas . Porém, varios produtos quimicos g8p utilizados

no controle hioldgico da fermentagio, geralmente associados a lavagem



dcida do fermento e, as vezes, tambéw a antibidticos.

0s fendis halogenados tiveram um importante papel camo desinfe-~
tante na fermentaclo alcodlica industrial. GAT (1945) e ALMEIDA & L IMA
(1933) estudaram o efeito do pentaclorofenol e pentaclorofenato de si-
din, e obtiveram uma melhora na fermentaclo alcodlics com = inibigHp
de bactérias contaminantes.

BATO et al. (1988 demonstraram que o uso do  hewaclorofeno {4
ma/1)  ou cloranfenicol (3 ma/1) resultaram em maiores rendimentos e
#lconl (1€ a 1% superiores an sem tratamento), e menos acider do wi-
nho  em relaglo ap controle, sendo que o primeiro também demonstrou
eficdcia na vecuperaclp de mostos contaminados.

Derivados de triazina (fenol nlo claorado) foram estudados poy
BRAUMNBECK (1988) e nBo foi constatado o efeito acumulativo em bres ci~
clos fermentativos. Houve uma diminui¢Ho da viabilidade das leveduras
(8. cerevisiae) mas nBo afetou o rendimento alcodlicno.

RODINT  (1%9B89) verificou a acloc da penicilina e pentacliorofenal
em bactérias do g@neros Micrococcus, Pediococcus, Leuconostoc e

Acinstobacter. Eate dltimo cresceu em concentraglies de atd 48 ppm de
penicilina e 100 ppm de pentaclofennl. As bactérias dos outros géneros
testados foram resiatentes » 4@ ppm de penicilinz e foram ealiminadsas
por 108 pem de pentaclorofencl. Esses resultados sip atipicos em relz-
¢80 as dosagens usadas na pratica industrial (5-1% prmd e trabalhos de
outroe autores jd citados, podendo estar associados a resisténcia dos
microrganismos ou 3 metodologis swpregada.

0 fenol ndo cloradp Quimater MA inibiu o hrotamento das celulas
de leveduras indicando ser tdwico para elas na concentragiio de 40 ppm.
Eses produto proporcionou um aumento no rendimento da fermwentacBo sen-
do  atribuido ao controle do brotaments das leveduras pelo biocida
{BRAUNBECK et al. 19893

Apesar da grande eficilercia dos fencis clorados atualmente sles
estln proibidos para use na produc3o de acdrar e alcool devido a  sus

forte towicidade e poder cumulativeo
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Dentre quatorze hiociadas selecionados em testes de laboratdria
para =awvaliag8o da reduglo de perda de agicar na moenda, os produtos a
base de quaterndiric de amdnia indicaram serem os mais efetivos com
possibilidade de reduc3o da taxa de perda de agucar acima de 958% (TIL-
BURY et al. 1277). Porém, guando foram feitos testes industriais, o
tratamentn com produto a hase de biguanida polimérica resultou em
maior economia de agucar. Esses resultados apontam a diferenga entre
testes laboratoriais e a pratica industrial, demonstrando 3 importdn-
cia de métodos em escala laboratorial gue simulem as condigles indus-
triais.

CEREDA et al. (1981) propuseram um nova metodologis para avalia-
¢80 de desinfetantes usados na fermentagfo aleadlica. O método foi
adaptado a partir do métondo oficial da 4.0 .A.C. para desinfetantes e
do método de diluigio em tubos empregado na avaliagBo de antibidticos.
Virios desinfetantes utilizados na inddstria alcooleiva foram testados
g, 08 mais eficazes foram o= produtos 8 base de quaterndrios de amdnia
¢ Fluoretps, seguidos dos organo-sulfurosps & os menos eficazes ~ oS
ditiocarbamatos.

BRALUNBECK (1988) e ROSALES (1989) também demonstraram o efeito
positivo do guaterndrio de amfinia no controle bacteriano da fermenta-
¢80 alcodlica. Esse ditimo autor detectou diminui¢lo nas contagens de
Bacillus subtilis, através da combinagio de penicilina e compostos
quaterndrios de amBnia. Foram testadas formulagdes a base de 2{tio-
cianometil) benzotiazol (30%) &, esse composto (SX) associados com 2
hidrorietil 2,3 dibromopropionato (884). Essa dltima formulagBo se
mostyou viavel para uso industrial melborando o rendimento fermentati-
vy (FURLETTI et al., 1%81).

BLIVEIRA et al. (1988) estudaram o desempenho do Busan BB (Buck-
manh Lab.) como controlador da infece¢do na fermentaclo alcodlica em
mosto de cana-de~agucay, inoculande culturas de bactériss ewistentes
no  vinhote., Esse produto foi mais eficiente guando colocado na  fase
inicial do processo fermentativo, obtendo wmaior tegor alocodlico s menpr

acidez em relagBo ao controle. Estudos sobve a acloc desse bhiocida
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{ROBALES et al. 1983), com dosacgem de ate 440 ppm , ndo demonstraram
variactes estatisticvamente significativas do indice de viabilidade das
leveduras. Concentraclies de 1100 ppm do produto apresentaram prejuizos
no processn fermentativo. Os mesmos autores btestaram esse produto daois
anns deppis nas concentragles de 20 e 32 ppm e obtiveram indices de
viabilidade das celulas de leveduras supeviores a 944, demonstrando
rovamente a nlo interferénecia do produto sobve & levedurs,

Experimentos com formulacBbes a base de carbamstos (dimetilditio~
varbamato de sddio - 15% e etilencbisditiocarbamats de sddio -  15%)
foram realigados com suceaeso na dosagem de 17,8 ppm no tratamento do
caldo de moenda de cana~de-agdcar, evitando a psrda de 0,B8PY% de agudcar
produzidn, Justificando o uso desses pradulos no controle da contami-~
naglo microbiana (ONNA & KASHIMOTO, (98%9).

A pesquisa de formas alternativas de controle dos contaminantes
pa inddstyia sucrg-alconleira tewm sida limitada, o sue dificults a di-
minuicEo do custo de fabricaclo do etancl. Radia¢fies gama foram utili-
zadas por VAN ZELLER et al. (19B4) na estocagem de xarope de cana-de-
agticar . QOs autores demonstraram gue apds 193 dias de armazenamento do
produte, houve perdas de 13% de agdcar na testemunbha, snquanto que as
perdas no Marope irvadiado com dosasem de 19 Kgy foram de apenas 1%,

0 usp do ultrassom no tratamento da 3gua de torre de resfriamento
{usina Banto aAantonio - 8P, mostrou-se eficaz no controle microbiold-
gico, diminuindo os custos com anti-carveosivos g biocidas usados de

forma convencional (MASSON & BALBD-NETTO, 19213 .
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3. HAaTERIAL E HM&STODOS

3.4 Desenvolvimento do meie de cultive pare bactériase 13ticas.

## escolha do meio para o crescimento de bactérias ldticas e
leveduras foi feito através de testes de diversas formulaghes
(TAaBELA 1), utilizando-se caldo de cana desidratado como consti-
tuinte bdsico e realizando-se cinco repeticles.

(s microvganismos utilizados no teste foram: Baccharondces
cerevisiae CCT @472, Leuconostoc mesenteroides LCCT 0347 &
Lactobscilius fermentum CLT 14¢0, isclados de destilarias de 31~
conl; além das linhagens Leuconostoc messntercoides CCT 6582 ¢
Lactobsciliue termentum CCT @539, ambazs do ATCL (American Tupe
Culture Colection).

4 inoculacio das culturas foi feita de acordo com a técnica
de SMITH (1943%, através de culturas com 24 a 48 horas de incuba-
¢80, ohtidas apds crescimento em meio liguide Man, Roaonsa e Shar~
pe  (MRB) -~ Difco. A ftransferéncia para o mein teste foi  feita,
assepticamente, com @,21 ml da suspens8c de células crescidas en
24 hovras. Os tubos inoculados foram incubados em estufa 309 C. e
as leituras efetuadas nos tempos de 24 e 78 horas. As culturas
que cresceram sofreram novas transferénciss para o meio teste pe-
1o menns 5 vezes. & diluig80 resultante dessas transferéncias re-
moveria aualuuer contaminaglo de subst8ncias do meio original. O
crescimentn  foi medido através da leitura da absorbincia (KOCK,
1976} a 409 nm em espectrofotdmetro (Baush and Lomb mod. Spectro-

nic 26).

3.2 Determinacio da Concentraglo Minima Inibitdria (CHMD) .

A tecnica empregada para a determinagcBo da concentraglo mi-
nima inibitdria (CMI) foi baseada na adaptac8o do métado de ma-
crodiluiclBo em caldo (JONES et al., 1985) utilizando o meio com

a formulacdo de n® 3 (TABELA 1), ao inves do meio Muller~Hinton,



TABELA 1 ~ Formulag®es dos meios de culbtivo m base de caldo
de cana desidratado (rapadural, guantidades supressas

em g/1 de dgua destilada, pH final &.5.

Ak bk e i gk it brin, et bt i ko — e —— P A R R R S AT UM GG Mk A et AR A s ik ki e i e e N T BHY AR M et rlim Al e

componentes tormulacdes
1 e 3 4 5 & 7

Hapadiira 40,6 40,9 46,6 40,6 4.8 40,6 49,0
Peptona ie, o 19,9 - - - 19,9 16,9
Extr carne - - - o - - e,90
Extr . levedura 5,00 5,00 5,00 - - - 5,00
Citr_AmOnia z,00 2,00 - - 2,00 2,00 2,00
Mg804. 7H2O 2,205 - - - 8,200 0,205 &,P05
MnBl,. Hp® @,054 - - - &, 854 @,8346 6,004

NapHPD 4 2,00 - - - B,0B  B,00 2,0

oy o i iy o o e et o ke A b i e Wk i Yl M el el A v ekl L ek kb A M ik ek rimd ke el ke ok e el e Urm e e e e M e . T s R e
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com pHs 4,5 e 4,5, corrigidos com HC1 @,1 N ou NaOH 2,i1N . O ino-
culo também foi adaptado sendo utilizadas as cepas descritas no
item 3.1, com padroniza¢do do crescimento seguindo a técnica
{padr8c McFarland n2 92.35) . Os testes foram executados com 3 re-
peticbes e a incubag¢¥o foi feita a 30°. C.., com leituras de tur-
bidez a 68¢ nm (espectrofotimetro Baush and Lomb mod. Spectronic
B¢) entre 18 e 24 horas.

A seleglo dos produtos testados feil feita com base nagqueles
utilizados industrialmente, além de outrus agentes descritos em
literatura. Foram escolhidos os antibidticos penicilina V-dcida
{Squibb}), cefamandole {(Sigma) e clindamicina (Upjohnd; a enzima
lispzima {(Siama), os sais fosfato de sddic monobdsice P A (Eci-
bra), sulfato de cobre 3 HEOD P.A. (Vetec), sulfito de sddio P.A.
{B Herzog), tripolifosfato de sddio P. A (Cinédtica Quimica Ltda )
e nitrito de sddio P A (MB Lab. Quim.}>. Os dcidos sdrbico P.A.
(Fiuka, AGY e #dlico P A CICN Pharm.), tanino (Bigma). s surfac-
tantes quaterniric de ambnio (Inddstrias Guimicas Aradjo) e lau-
ril sulfato de sddio (Moechsty.

Dos biocidas foram testados o etileno bis~ditiocarbamato de
mangan8s e zinco (Dithane-Mancozeb), 3-metil 4-cloro fenol (Pre-
ventol CMK - Bayer), 2 benzil 4 clorofenc (Preventol BF -~ Bager),
o~fenil fenol (Preventol o-extra - Bayer?), benzil alconl mono po-
lihemiformol {(Preventol D2 -~ Bayer), btromofenato (Biopen 400 -
Aquatec), organosulfuroso (Biopen 38¢ ~ Aquatec), tiocianato (Bu~
san 1190 -~ Buckmann), dimetilditiocarbamato {Busan 83 -~ Buckmann
Lab.}, metilditiocarbamato (Busan 4¢ -~ Buckmann Lab.’), 8 cloro
acetamida (Sigma), formaldeido P.A. (Cinética Quimica Lida.)},

triclorocarbanilida (Baver).



3.3 Testes de farmentac¥o alcodlica por feveduras ns presencs de
Lactobacillus ftermaentum.

Ds testes de fermentaclo foram conduzidos através de hatela-
das sucessivas com reciclo de células em frascons de centrifuga de
{ litro com tampa rosquedvel, contends um volume de 50@ ml. de
mosto constituido de “high test molasses” (HTM) a 189 Brik (item
3 3.4y e Pedml. de suspensBo de indculo {3.3.2). Apds os frascos
zerem alimentados, eles foram levemente rvrosqueados e incubados
com agita¢do orbital a 15¢ rpm (rpm= rotacdes por minutol a 30°C.
Cada ciclo fermentativo tinha duracio de B8 horas, exceto o teate
de avaliac8o do efeito do tempo de fermentacio que foi feito em
{2 horas- Aphs o término da fermentacdo o vinho €ra centrifugado
a 2200 X ¢ {(g= forc¢a gravitacional) por 3¢ minutos, em centvrifu-
ga refrigerada (International Equip. Mod. B-20AY, enceto no teste
ande foram testados os efeitos das velocidades de centrifugacio
B7¢ X g ¢ 50060 X g. Em seguida o iné&ala era preparado para um
nova c¢icle e alimentado com mosto. O tratamento controle foi

realizado com PP00 X g & PO horas de fermenta¢io.

iz ensaios de fermentaclie foram feitos em duplicatas ou tri_
plicatas dependendo do teste e o tratamento controle foi realizal
da em todos os ensaios, exceto no teste de lavagem do fermento
onde os tratamentos {controle, lavagem e lavagem e extrato de
levedura) foram submetidos & um  tempo de ensaio de 12 horas; e
no teste da velocidade de centrifugacio do fermento que foi rea.
lizada com 87¢ X o ou 5009 X g, & nBo com 229% X g como nos tra_
tamentos controle.

A técnica de reciclagem do fermento através da centrifugacio
fai escolhida pars este trabalho, pois permite simular o pProcesso
intermitente praticado na inddstria, & fornece resultados mais
proximos  da pratica industrial, jd que do contrdrio, com apenas
um dnico cicle, ndo seria possivel obhservar importantes transfor_

magOes bioguimicas e microbioldgicas gue ocorrem no Processo in.



dustrial.

3.3.1 - Preparo e alimentacio do mosto-

Para o preparo do mosto utilizou~se "high test molasses”
{HTM), de forma a obter uma concentracao 189 Brix. Suplementou-se
g mopsto com 4,8 g/l de sulfato de amfnia come fante de nitrogf-
nig e o pH corrigiu-se para 3,09 com HE1 8,iN. Procedsu-ss  desta
forma para o tratamento controle e todos os ensalos  fermentabi-
vos, exceto nos testee onde foram testados o sfeito de compostos
nutricionais, os quais foaram complementadas,

Dentre as nutrientes complementados estHo: o extrato de le-
vedura (6,075 a 10 g/1) ou o conjunto dos seguintes aminodcidos
puros' Fonforme descriglo do meio sintético para bactérias 14ti-
cas (DIFCO, 198B4)° di-Ala (2,499 g/1), 1-Arg (2,484 g/1), 1-Asp
(@,860 g/1y, 1-Lus (9,100 g/1), 1-8Blu (2,400 g/1), Gly (0,202
a/ty, 1-Hue (9,184 g/1), dl-Phe (2,200 g/1), 1-Pro (2,208 a/l},
di-8er (@,16¢ 9/1), dl-Thr (2,480 g/1}), dl-Tyrp {0,086 5/13, 1-
Tyr (4,200 g/1), di-Ual (2,300 g/1), l-Leu (@,250 g/1), dl-Ile
(0,500 g9/1), dli~Met (0,408 g/1), l-Hygs (8,200 9/1) 2 1-Cys (2,100
g/1}y. |

Alimentou~se o mosto em duas etapas, adicionando-se 258 ml

por {frasco no inicio da fermentacho e, apds 2 horas de formenta-

¢S50, completava-se com mais 250 ml. em cada frasco. Este procedi.
mento evitou a inibicio pelo substrato gue ocovre com concentra.

¢Bes acima de 150 g/1 (JOMNES et al . 198i).

2.3.8 Prepars do indeulo

0 indculo para o io. ciclo foi preparadoc para cada frasco,
com 3855 de massa umida de fermento Fleischmann e, 2 g de massa
umida de Lactobacilius fermentum CCT 1487 obtida de cultivo de 24
horas, ambos misturados e diluidos com dgua destilada para um vo-

fume final de 890 ml ., exceto no teste onde foi avaliado o sfeitn
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da agdic3o do contaminante, gquando foi introduzido apenas o fer-—
mento. Nos ciclos seguintes g9 inoculo ¥oi obtido da massa centri-
fugada 4o ciclo anterior ressuspensa em agua destilada ateé com-
pletar o volume de 200ml 0 trabtamento controle referente a todos
oz ensaios de fermentaglo Foi realizado com o inoculo obtide da

mistura de fermento & Lactobucillus fermentuw acima descritas.

2.2.3 Contagen de leveduras ¢ bactérias.

A partir de amostras de 4 ml do indcule de cada cicle foram
feitas contagens de leveduras e bactdrias utilizando-se a tédcnica
de plagueamento (SPECK, {278) com os respectivos meios: agar de
contagem padr¥o - PCA (Difco) mais cloranfenicol & tetraciclina

8.04% cada, e 0 meio agar MRS (Difco) com actidiona 9,014,

3.3.4 Anilise da scider # pH.

Atraveés da coleta de {@8ml de vinho delewvurado no final da
fermentaclo foram realizadas as andlises de pH e acidez total.
6 pH foi medido potenciometricamente {(Corning Scientific Instyu-~
ments, mod. 112 e a acidez total (a socma da acidez produzida, do
mosto e a do indculoy , pela titulacBo com NaDH 2,1 N padronizado
(ADAL, 1984). Ds resultados da acidez foram expressos em g/1 de

4cido ldtico calculado pela seguinte esuac8o:

ml. NaOH @,1iN 3 9,008 x fator corre¢io NaOH
acidez B e o L e

vnlume amastvra {(ml:}



3.2 5 Andiise de visbilidacde ¢ brotamento das lsvedurss.

A wviabilidade e hrotamento das células de leveduras foram
determinadas a partir de vinho levurado com 19 horas de fermenta-
gac, atraveés da contagem microscdpica em clmara de Neubauer pela
teécnica de coloragdo com azul de metileno (LEE et al. 1981) = (s
resultados da viabilidade e brotamento foram ambos expressps em

porcentagem em relacdo ao nudmero total de celulas contadas.

3.3.4 Andlise de Acucares Totsis.

& determinacBo da concentracio de agucarss totais (ART)Y foi
feita a partir de amostras de {0 ml de wvinbo centrifugado, apos a
roleta, retivadas apos 0 horas de fermentacBo. A hidrdlise o1

feitas misturande §$ ml. da amostra com 1 mi. de HCY 2N em banho~
maria a 1009 C. durante 5 minutos. Depois de resfriada, § ml de

NafH 2N foi adicionado. ART $pi determinado pelo métoado de reduy-

¢80 do dcido dinitrossalicilico (Miller, $95%%.

3.3.7 Andlise de evtanol.

Para determinagieo de etanol, amostras de vinho centrifugado
foram retiradas apds 1Q hovras de fermentacio. A concentragdo de
etanol fol determinada por cromatografia gasosa (CO Instrumentos
ttda. - 880 Paulo, mod. C6 37 DY com coluna Porasak Ps e integra-

dor €£H 29. A= condicOes de opevagBes foraw: fluxoc de gas {(nitro-

gérnin = 3@ mi/min.; temperatura de vaporizaglo ¢ do detector
2169C . ; tewperatura da coluna = 12FPC ; atenuscio = 2; intervalo
eletrometrico = 1071 A/mV. A curva de calibrag3o foi obtida por

padronizacio externa com solucio de etanol.
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3.3.8 Determinacio suantitativs de sminodcidos.

6 determinacio de aminnacidos totais foi feita com amostras
de vinho delevurado no térming da fermentagHo atraves da técnica
de cromatografia em papel, revela¢d3c com ninidrina e eluicio em
dlcoonl etilico 99,5 GL. A analise guantitativa da mistura aminga-
cidos-ninidrina eluida foi realizada através de espectrofotometro

Baush and Lomb- modeln Spectronic 20 (DABRAL et al , 19B%)

3.4 Testes de aplicaclo do Desfloc imobilizado am siginate de
cdicio.

# Desfloc (hiacida formulado com o sgente 3,4,4° tricloro-
carbanilida) foi imobilizado com as concentracBes de 22 g de al-
ginato de sddio ¢ 20 g de Desfloc em 1280 m) de dagua destilada.
Fesa mistura foi adicionsda gota a gota em uma soluglo de 20 g/1
de CaCl® sob agitac8co. As particulas sdlidas formadas permanece-—
ram &4 horas na soluglo de CaCl2 a fim de se compactarem. Em se-
guida, as mesmas foram lavadas com Agua destilada 2 armazenadas
gm geladeira, umidecidas, até a execugfeo do teste.

A adiglo do potencializador (lauril sulfato de s6dio) foi
feita na mistura indculo e mosto, no inicio da fermentac8o, em
concentragles de 5,0 mg/)l nos primeivos § ciclps tratados, e 1,47

ma/’/l nos demalis.

3.% Avaliaclo dos requerimentos nutricicnais de Lactobascillus

fermentum.

Para a formulagl3o do meio de cultivo basal dos testes de
avaliagclo dos reguerimentos nutricionsis foil utilizado caldn de
cana-de-acticar desidratado (rapadural 3 4% em aAgua destilada,

acrescido dos sais minerais & diversos nutrientes:



39

- extrato de levedura, triptaona, peptona g dcido casaminico -
i¥ cada.

- wvitaminas (DIFLO, 1984). piridina {2 ug/ml}), dcido nicotiniceo
(2,0 ugsmly, tiamina (1.9 ug/ml}, pantotenato de cdlcieo (1,8
ugsml}, éqida para-amino-benzodico {(@.28 ug/ml) e 3Acido fdlico
{9,029 ug/ml}.

-~ aminodcidos - {dem aos j4 relaciomados no item 3.3 ¢

- sais (MAN et al ., 1946} MnBl,y. 1 HzO (9,489 g/1), Ma80,4. 7 HED

(2.33 g/1), acetato de sddio (57,1 g/} e citrato de ambnia (22,9

gq/13 .
A formulaclo do meio foi feita adicionando-~se cada nutriente

teste no meio basal e esterilizando-se a 1219C/1Q¢ win (DIFCO,
1984 .

A inoculacBo foi feita com culturas crescidas sntre 24 a 48
horas de Lactobacillus fermentum CCT 1486¢,1497 & 6589, seguindo
dois procedimentos. Paras a maioria dos testes de avaliag3o dos
fatores nutricionais foi utilizado o método de transferfncias su-~
cessives {(SMITH, 1943) descrito no item 1, com leituras de 18 ¢
24 horas. O segundp método consietiu de lavagens da suspensfo de
cglulas por tres vezes, assepticamente,. com soluclo salina @, %%
gsteéril. Apds a centrifugac8o em condigiies refrigeradas (Interna-
tianal Equip.Mod. BE2R-A) as suspensfies bhacterianas foram padroni-
zadas seguindo o padr3o McFarland n @,5 de absorb8ncia (JONES et
al, i1983). 0s testes foram executades com 3 repeticbes. A incuba-
gdo Ffoi feita a 390°% C. e a leitura de turbidez foi feita, com
assepcia, em ate 56 horas. O crescimento foi medido atravéds da
leitura da turbidez a 40@ nm em espetrofotdmetro (Baush and Lomb

mod . Spectronic 20! em ambos o procedimentos acima citados.
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3.6, LCdlculo da Eficincis da Fermentacko Alcodiics & Andilise
Estatistica.
3.64.1 Cilculo ds Eficiéncia da Fermentaclo Alcodlica {E).

A Eficiéncia da Fermentaclo alcodlica (E) & dada pela se-

guinte formmula:

LCe tedrica # Us

cnde: Ce tedrica = 9,511 % So.
So = contentra¢io de acdcares totais (ART) no substra-
to, expresso em g/l de glicose.
Ceyp= concentrac8o de etanol no vinho apds (2 horas de

fermentacio, expressoc em g§.

[

2,511 = coeficiente de convers3o sstequiométrica da
massa de glicose em etannl.
Yv & Vs = VYolume do vinho centrifugado e do mosto em

litros, respectivamente.

3.6.2 Andlise Estatistica.

s resultados dos tratamentns executados nos testes de fer-—
mentacio foram analisadas estatisticamente através do erograma
estatistico OBraphpad Instat {(Rutgers University’y Foram utiliza-
dos o0 testes de andlise de varidncia - ANDVA (One Way Analysis
of Variance) e 0 teste de comparagio multipla de Tukey-Krame,
guando tratava-se de mais de tres conjuntos de dados, @ o teate
ndo pareado, quando apenas dois conjuntos de medias eram analisa-
das. Quando o programa recomendava testes n3o paramétricos, eram
feitos os testes de Mann~Whitney entre dois conjuntos de dados, e
o teste Kruskal-Wallis parz tres conjuntos ou mais. O nivel de

significdncia adotado pelo programa 8 de 5%



4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.4, Avaliacko de parimetros da fermentaclo com s adicko inicial de
L. fermentum.

Para caracterizar a influéncia das bactédrias ldticas na fermenta-
c3o algadlica foi desenvolvida uma teécnica, onde a fermentacio do HTM
{high test molasses) por leveduras de panificacd3e foi contaminada ini-
cialmente por Lactobacillus fermentus 2 os pardmetros foram avaliados
ao langp de sucessivos ciclos fermentativos. A viabilidade das le-
veduras (TABELA 2 e FIGURA 1) sofreu uma guedsa inicial caracteristica,
devido a adaptaclo 8s condigBes do pracesso ao etanol. ApOs essa que-
da, houve um periodo de estabilizag8o {em tornc de B®%), sofrendo uma
sggunda queda apds o 9?2 rcicle. Hpuve diferenca significativa entre as
médias do 22 e 3P ciclos (92,1%), e o 48, 39 e 462 (83.,7%), em relaglo
ags tres dltimos (77,6Y%5, com P(®,0081 {(analise de variidncia e teste
de Tukey-Kramer).

A meédia da porcentagem de brotos vivos {(TABELA 3 e FIGURA 2). en-
tre o 88 ¢ 58 piclas (8,08%) 8 os tres dltimeos ciclos (B,8%%), revelau
uma diminui¢83o significativa, com P{(2,98% {andlisze de varidncia e Tu-
keuy~Kramer) Entre os brotos mortos (TABELA 4 e FIGURA 2) houve um au-
mento significativo entre o 22 e &Y ciclo (1,18%) 2 os tres dltimos
{1,84%), no teste de andlise de varilncia e Tukey~kramer (P<@,05).

0 nimero de leveduras também sofreu diminuic3o nos ciclos finais
(TABELA S e FIGURA 1) 0 log da média do numero de células de levedu-~
ras no  indculo apreseniou diminuicio significativa, entre p 52 e 278
ciclios (%2,@88) e os ciclos finais (8,9453) com P(&,01 (Kruskal-Wallis e
teste de Dunn}. Em relaglno as bactérias (TABELA & = FIGURA 23 hou~
ve uma queda (P<(Q,85) entre o0s tres primeivos (B8,724) 2 0% tres ciclos
seguintes (8,598), & um aumento entre o 7% o 180 ciclos (8,847, acen-
tuando-se nos ciclos finais (B,828).

As medias do pH (TABELA 7 e FIGURA 2) npo 32 e 49 ciclos (3,45) &
52 ao 78 ciclos (3,48) foram cignificativamente maiores que entre o

112 ao 138 ciclos (3,39) (andlise de wvarifincia e Tukeu~Kramer=-
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P(a, 0001

A asnialise dos recultados do tratamento padrio com adiglo de leve-
dura e bactéria (controle) de alguns ensaios de fermentacfo estio reu-
nidos na TABELA B . Cada wvaridvel foi agrupada am duas fases, na pri-
meiva houve queds 2 na segunda, houve um elevado crescimento das bac-
térias & o consequente aumento da acidex A vizbilidade das leveduras
sofreu  uma gqueds inicial e, sm seguida, um periodo de estabilizaclo
(segunda fase) entre 44 a P84, sofrendo uma segunda gueda nos ciclos
finais. Comportamento semelhante fol observado no Indice de brotos vi-
vos aque se estabilizou entre 2 a 14% na segunda fase A tawxa de brotos
mortos aumentou na segunda fase (1,13 a 7,724, principalmente nos
ciclos finais.

0 numero de células de leveduras no indculo ficou entre 48 a 159
X 1067 u.f.c./ml. na primeira fase e diminuiu para 23,9 a 124 X 187
u.fc. /ml. na fase seguinte. A populécﬁa de bactérias sofreu gueda
acentuada na primeira fase, variando entre o miximo de 159 X 187 e wmi-
nimo de 15 X 187 u.f.¢./ml. Na segunda fase, houve um aumento das bac-
térias de 24 X 107 (minimo) para 186 X 107 u ¥.c_ /wl. (miximo).

A acidez e pH mostravam-se relacionados ac comportamento bacte-
riano. A acidez apresentou valores miaximo ¢ minimo na primeira fase,
respectivamente, 4,19 e 3,12 g/1, e na segunda, cheagouw a 7.20 g¢/1,
tendo nessa fase os maiores valores nns ciclos finaise. O pH na primei-
ra fase sempre ¥ol superior a 3,900, e na segunda oscilou entre 2,81 a
3,44, com o8 menores valores nos ciclos fipails.

0 efeitno inibidor da acidez orgdnica schre o metabolismo das le-
veduras foi analisado comparando-se a fermentaclc com ¢ sem controle
bacteriano. Houve difevenca significativa das medias da viabilidade
das lewveduras (ANOVA P{(2,0801 e Tukey-Kramer P(®,001) nos npos ulti-
mos ciclos (TABELA 47) com 47,1% (contrgle) e 87,9% (tratamentp som
desinfetante). A aqueda na eficiéncia da fermentaglo alcodlica ficou
evidenciada quando comparadas as médias entre o &2 & B2 ciclos, na
presenga de extrato de levedura no mosto (5%5,4%), em rela¢Ho ao trata-

mento com um desinfetante 2 extrata de levedura {(44,%%1
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Houve um significativo aumento da eficiéncia da fermentag3o alcodlics
(ANOUVA P(Q,0001 e Tukey-Kramer (P(0,001}) no tratamento com desinfetan-
te e extrato de levedura.

8 efeito prejudicial de dcidos orgdnicos sobre as leveduras foi
constatado por varios autores. MAIORELLA et al. (1983) constataram um
decréscimo de 80%¥ na populacic de SacchArOmYcEs cermvisiae cres-
cidns em meio sintdtico com 48 g/1 de dcido ldtico. 0 cultivo misto de
Ssceharomycas cerevisiae com Luctobacillus plantarum na fermentacio de
sucn de repolho revelou uma inibicldo total do crescimento das levedu-
ras gquando a acidez era de 5,0 g/1 (DAESHEL et al , 1788).

Uirins fatores influenciam no efeits da acidez orgdnica sobre as
leveduras, tais como a press3o osmotica do meio, o tipo do dcido, o

tamanho da populacio e adaptacio das leveduras a esse ambiente. Dife-
rentes linhagens de leveduras de producio de “"sake” sobrevivem a con-
centracBes acima de B@ g/l de Acido ldtico {(INDUE et al., 19483  Me-
lago com pressio cemdtica de $,3 inibiu em 388 o crescimento de leve-
duras o 20Y% para pressio de 0,4, concentracfes superiores a 1@g/1 de
icido latico e pressio osmética baiwa, levaram a uma forte gueda na
producio de dlconl (ESSIA-NGANG et al , 1789).

OLIVA-NETD (19903 e OLIVA-NETO & YOKDYA (1994) testaram a fermen-
tac3c alcoolica de HTM (high test molasses) por leveduras de panifica-
c50, pelo processo “fed-batch”, na presenca de L. fermentum. O com-
sortamento das bactérias e das leveduras foi muito semelhante ac en-
contrado neste trabalho e ps niveis de acidez latica acima de 5,9 g/}
taram atribuidos ao aumento dos lactobacilos na s=2gunda fase, sendo
responsaveis pela inibig3c do crescimento das leveduras. 0O efeito da
acidez ¢ do etangl combinados podem causar uma forte inibig3o do meta-
bolisme das leveduras (PAMPULHA 8 LOUREIRD, 1989: VIEGAS et al. 1989;
TEREZA~RAMOS & MADEIRA-LOPES, 1990} e. provavelmente, foram os respon-
sidveis pela inibi¢B80 da viabilidade e brotamento das leveduras nos ci-
clos iniciais no presente trabalho Na fase final dos ensaios de fer-~
mentaclio, onde as leveduras ja4 estavam mais adaptadas ao etanol, o fa-

tar responsivel pela segunda queda das condigfies vitais das leveduras



¥oi atribuido ap aumentn ascentuado da acidez provocade pelo crescimen-

to das bactérias.

4. 8. tvaliscBo de Fatores envolvidos no petinuiy do crescimente de

bactérias liéticas na fermentaclo alcodliica.

A infecp o bacteriana da fermentaclo alrodlica pode ser ectimula-
da por vdrios fatores: aqualidade da cana, tempo de estocagem da cana &
ser moida, assepsia na moenda ¢ tratamento do caldo e fatores opera-
cionais (temperatura nas dornas, centvifugaclo do fermento, tempo de
fevrmentacio £ trataments do fermento centrifugado). Outrog fatores
menos evidentes, porém importantes, s8o os nutrientes liberados pelas
srdprias leveduras durante a fermentagfo, que podem estar associados 3

permanincia dos contaminantes no processo.

4.2.4. Efeito da ndiclo de nutrientes.
4.2.4.1 -~ AdicBo de 10 g/1 de extrato de levedura.

A& adicip de alta concentracio de extrato de levedura no inicio da
Fermentacl3e (19 g/1) trouxe como consequéncis uma gqueda acentuada na
populacgis de leveduras, sinalizada pelo indice de viabilidade que che-
gou a valores inferiores a S¥%, juntamente com a porcentagem de brotos
vivos no 42 @ 59 ciclos (TABELAS ¢ e 10 & FIGURA 3), e brotos mortos
com média de P3,8% no 48 ciclo. (TABELA 11 e FIBURA 3) . 0 numeroc de
células wviaveis (TARELA 12 e FIGURA 4) tambédm foi muito baixo, prati-
ramente zero nestes dois ciclos, restabglecendo-se lentamente nos ci-
clos Ffinais. A populac8o bacteriana que no tratamento controle nSo
wltrapassou 1739 X 167 w.¥.c./ml. a0 longo dos 9 ciclos, chegou a 679 X
107 u.¥.¢./ml. no 4% ciclo (TABELA 13 e FIGURA 4. Comportamento seme~
lhante ocovrreu com a acidez, que também chegou B valores extremas como

14,5 a/1, no 99 ciclo, contra menos da metade (4,89 g/71) no trata-
mento controle (TABELA 14 = FIGURA 5. © pH  também estava associado
an aumento da acidez 2 nimero de bactérias j3 aue o mepor valoy

pH=2,10, ocorved no tratamento com extrato de levedura no 52 ¢ A8 i~



clos, contra pHs entre 2,41-2,88, nestes riclons, no tratamento contro-

te (TABELA 13 e FIGURA 33

4. 2.1.2 adigfo de diversas concentracBes de extrato de levedurs.

Uarias concentraches de extrato de levedura foram testadas na
termentacio alecpdlica a fim de determinar o efeito auantitativo desse
produte na estahilizacio da fermentacdo, ja aue 1@ g/1 afetou drast i-
camente 0 processo.

A FIBURA & mostra o efeito do extrato de levedura com concentra-
cBes de @,690 a2 5.0 g/1 causando a queda répida & acentusnda da viabili-
dade das células de leveduras, com 146X para o tratamento com &,48
a1 e menos que 5% para concentracBes superiores. Us tratamentos com
¢,26 g/1 e controle apresentaram viabilidades de aproximadamente 5@%.
A reproducio das leveduras também foi seriamente afetada apds 4 ci-
clos, quando n8o havia mais brotos vivos 2 uma tawa de 38% de brofos
mortos (FIGURA 7).

quants & acidez do vinho (FIBURA 8), houve um aumenio proporcio-
nal 3 gquantidade de extrato de levedura adicionada na fermentagio.
Excetn para o tratamentno com @,2@ g/, aus praticaments n&o apresentou
diferencas em relagio aop controle, os demais tratamentos causaram um

auments muito acentuado da acidez do vinhao.
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& andlise de varidncia {(ANOUA) entre os tratamentos ¥foi significativa
(F=11.0 ¢ P=2,0002). O teste de Tukey-Kramer revelou que a média do 49
g B2 ciclos para o controle (4,37g/1) em relacBo aos tratamentons com
2,220 wa/1 (6,39 9/1) & &,46@ g/1 (8,24 9/1) ndo foram significativos
(P>2,85). A comparagio entre o controle ¢ os tratamentos com 1,8 & 5,0
g/1 f(respectivamente meédias de 10,7 e 13,4 a/1) foram significativas
{(F{G, ah).

0 pH do vinho (FIGURA 8) sofreu diminuicdo proporcionalmente a0
aumento da adig8o de extrato de levedura, com a diferencga mais acen~
tuada entre o 42 e 59 ciclos, com as médias do controle (3.59) ¢ o
tratamento com 5,0 g/1 (3,37) estatisticamente significativos {(Tukey-
Kramer com P<(&,¢5 e ANDVA com P=9,0037).

A relaglo antagfBnica verificada entre as populacBes de bactédrias
e leveduras durante a fermentacB30 alcodlica, também ocorre na Fabrica-
¢30 do vinho. Segundo KING & BEELMAN (1984) as leveduras inibem ini~-
cialmente o crescimento das hactdrias aque ocorre numa segunda etapa. 0O
vipido rrescimento bacteriano causa forte inibicio das leveduras devi-
do a metahdlitos produzidos pelas bhactérias, especialmentes dcidnos or-
ganicos.

A produc3o de etanol também foi comprometida pela presenca de
bactérias estimuladas pelo extrato de levedura no vinho. & TABELA 357
demonstra a diferenga entre as médias da eficiéncia da fermentacdo al-
codlica no ciclos Ffinais (789 82 ciclo) com e sem adicldo de 12 g/l de
extratoc de levedura. Houve uma diferenga significativa entre as medias
g0 controle {(73,8B%) # o tratamento com exbtrato de levedura (93,4%) con
F{8,001 (Teste de Tukey-Kramer}.

A comparagao entreg as wédias de acucares totais (TABELA 54) pre~
sentes no vinho centrifugado apds dez horas de fermentacio, demanstrou
gue houve diferenga significativa entre o controle (7,34 971 ¢ o tra~
tamento com extrato de levedura (8,795 2/1) com P{&,881 (Teste de Tu-
keg-Kramer’y nos ciclos finalg (7% 2 82). 0 aumento do acucar residual

ng vinhp tratado com extrato de levedura fol acompankado também do au-

mento de acidez (médias do 78 e BY® ciclos), de 7.989 g/l no cfontrole
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contra 14,2 g/l np tratamento com extrato de levedura (TABELA 32), de-
monstrando gue o efeito da acidez orednica, aleém de afetar as carvacte-
risticas vitais das leveduras, afeta também o consumo do agucar pela
levedura & a consequente producic de 2tannl. Vinhos tratados com o de-
sinfetante Desfloc (TABELA 54)., mesmo na presenca de 10,0 g/1 de ex-
tryato de levedura, apresentaram agdcar residual relativamente baixe
{média do 789 e B2 ciclos= 2,82 g/1).

4 2.1.3 Eleito da adicio de smincdcidos e inoculaclo inicial do

contaminante.

8e o extrato de levedura estimula o crescimento das bactérias ld-
ticas e nele estdo presentes, dentre oubros nutrienstes, uma grande so~-
ma de aminodcidos, esses podem Ser os responsaveis pelo estimulo do
crpecimentn dessas bactérias durante 3 fermentagido, Jjd aue elas sdo
exigentes do ponto de vista nutricional.

Apesar do estimulo das bactérias pelas leveduras ter sido estu-
dado = tempos atras, permanecem duvidas sobre o mecanismo envolvido.
Alaguns trabalhos apontam fatores nutricionais presentes no mosto,
provenientes da autdlise das leveduras durante o processo de fermenta-~
clia, como sendo os responsdveis pelo gstimulo do crescimento bacteria-
na (BEELMAN et al., 1988; SELBY SMITH et al., 1975). CLontraditoriamen-
te, = baiwa concentracln de etancl também € apontada como o principal
recponsavel pelo estimuleo das bactérias laticas no cultivo misto com
leveduras (KING & BEELMAN, 1984). 0s principais fatores nutricionais
citados sHo: aminoacidos g peptideos ( FEENEY & STRONG, 1941 SPEACK
gt. al. , 1958; SELBY-SMITH et al., 1975), bases nitrogenadas (IKAWA &
0 BARR, 1956; WEINMAN et al. - 1944), agtcares hidrolizados pela leve-
dura (LAFON-LAFOUCADE et . al., 1983; ESSIA-NGANG et al., 1992}

A& adiclo de um conjunto de amincacidos puros foi testada na fer—
mentacio e demonstrou o favorecimento do crescimento do contaminante
em relaclo as leveduras do processo. & viabilidade das vcélulas de le-
veduras foi sempre inferior no tratamente com aminodcidos (TARELA 14 e
FIGURA 9}, Houve diferen¢a significativa das médias de viabilidade das

leveduras {(ANDUVA F= (92,9, P{(8,0001 o Tuksuy-Kramer c/ P{®,85) sntre o
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controle (4%9,9%) e o tratamento com aminoacidos (32,3%), comparando-se
o8 ciclos finais (79 ap 99 ciclo). O tratamentn sem adicdo do contami-
nante foi superior ap controle (77,3%) com P{($,05 (Tukey-Kramer)

& brotamento das leveduras também foi afetado pela adigdo de
aminpacidos na fermentaclo. Apesar da comparacio das medias de brotos
vivose (TABELA {7 e FIGURA 10) entre o controle (7,83%}) e o tratamento
com aminodcidos (7,40%), do 7?8 ap 92 ciclo, n3o ter apresentado dife-
rencas significativas (ANOVUA Fe 13,7, P=0,0847 » Tukey-Kramer of
P30,.05), a porcentagem de brotos mortns (TABELA 18 ¢ FIGURA 12} foi
significativamente inferior no controle (3,5B%) em relacdo ao trata-
mentoe com amincdcidos (13,8%), ANOVA com F= 116,46, P(Q,0001 2 Tukey-
Kramer com P{($,0601. 0O tratamento sem contaminantes (1,69%) foi infe-
rior ao controle (Tukes-Kramer com P(@,081) quanto aos brptos mortos.

0 numero de leveduras também foi afetado pela adic¢d3o de aminpdci-
dos na fermentacio (TABELA 19 e FIGURA 9). A média do logaritimo do
nimero de leveduras do controle (B,4%8) em relacio ap tratamento com
aminodcidos (8,141}, do 72 an 92 cicle, demonstrou que houve uma queda
significativa das cédlulas vidveis de leveduras devido an tratamento
com aminodcidoes {(Kruskal-Wallis KW=11,34 e P=0,0031, ¢ teste de Dunn
c/ P{(®,09). NEp houve diferen¢a significativa entre o tratamentn <em
contaminante (B,499) e o controle com relagc8o ao numeros de células
viaveis (Kw= 11.5; P)0,05).

Fendmeno inverso ac das leveduras ¥foi constatado para o coresci-
mento bacteriano nos tres ciclos finais (TABELA 19 ¢ FIGURA 11), com o
lecg da média de 9,012 para o controle e 9,750 para o tratamento com
aminodcidos (ANDUA F= 27,3 e P(O,9001; Tukey-Kramer PL{0,21), domong-
tranda o forte estimule do crescimento das bacterias na presenga de
aminpdcidos no meio. O tratamento sem contaminante (8,427) foi signi-
ficativamente mais bairo (Tukeu-Kramer - P{(&,863) aue a controle,

Guanto a média da acidez do vinho entre o 72 e %2 ciclos (TABELA
21 e FIGURA 12), houve um aumento significativeo (ANOUA ¢/ F=42B,32 e

P(9,2201) no tvratamento com aminoacidos (14,9 g/1) em relac3o a0 con~

trale (&,17g/1) &, uma diminuicgBo significativa entre este ditimo e o
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tratamento sem cantaminante (4,73 g/1) no teste de Tuked-Kramer
{P{Q, 061, 4 média do pH (TABELA 22 e FIGURA 12) nestes mesmos ciclos
foi significativamente inferior (ANOQVA F= 31,8, P{(@ 8021, Tukey-Kramer
P{®,.001)> nop tratamento com aminoacidos (3,418} em relacioc ao controle
3,97y, 0 tratamento sem adigio de bactérias apresentou pH maisg eleva-
go (4,138} do gue o controle (Tukey-Kramer P{(©,0@81) Estes resyltados
est3p de avordo com aqueles obtidos no plagueamento, gquanto maior o

numero de células bacterianas vidveis, maior a produgio de dcidos
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A concentrag3o de aminpdcidos totais ne vinho do tratamento con-
trole (TABELA 23V, nos primeiros quatreo ciclos, ficou abaixo de 9 mg/)
{expressa em leucina), enquanto gque nos tres ditimoes ciclos era supe-
rior a 45 mg/l. Esses resultados indicaram o aumento do nivel de ami-
noicidos presentes no vinho nos ciclos finais onde a proliferaclo bac-
teriana e a atidez atingiram os valores mais elevados. 0 teste onde
toi avaliado o efeito do tempo de fermentaco de 12 horas na estimula-
%0 do crescimento bacteriano, confirmou também a relacio entre niveis
de aminpdcidos totais expressos em leucina inferior a 15 mg/1 (TABELA
94 e a ausBncia de acidez no vinho, nos rciclos finais.

0 pertil do comportamento da acidez & pH no tratamento sem adicdo
do contaminante, semelhante ap controle aumentando nos ciclos finails
(porém quaentitativamente menor), sugere que a infeccdo estd mais rela-
cionada com as condigBes de crescimento, do aue propriamente devido ao
nimero de bactérias nas dornas, ji& gue o aumento da populagdo bacte-
riana em niveis anormais seria uma questdo de tempo, tendo em vista o
comportamento ascendente do crescimento (FIGURA 128) wverificado no tra-

tamento sem adig3o0 do contaminante.

Segundo ESSIA-NGANG et al.  (41992), o estimulo do crescimento de
lactobacilos durante a fermentagldo alcodlica por leveduras em mosto de
heterraba & devido ao consumo de monossatarideos liberados durante a
hidrdlise da sacarpse pelas leveduras, No modelo proposto pelo autor é
avaliado spenas um uUnico ciclo, sendo que deveria ser avaliado com re-
ciclo de células, método empregado na fermentagdo alcdolica indus-
trial. No presente trabalho fpi utilizado o reciclo de celulas para
analisar de forma mais ampla o fendmeno da estimulacio do crescimento,
sendo padronizadas as condicBes tanto do fermento como do agdcar adi-
cionado. Com isso, foi possivel analizar a forte influéncia dos ami-
noacridos adicionados no estimulo do crescimento bacteriano. KING & BE-
ELMAN (1984) estudaram as intera¢Bes entre 8. cerevisiase 2 L. cenos na
termentacio para fabricacgl0 de vinho e concluiram que etanol estimulou
o crescimento bacteriano gquando a concentracloc era inferior a 2% (v/v)

g inibiu-o, acima de & ¥X. O autor indicou gue a2 inibig8o inicial da
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bartéria era mais complexa do que os fatores sstudados No presente
trabalhn também ocorred 3 inibigio inicial das bactérias, sendo atri-
buida & auséncia de aminciacidos no mosto. Isso foli comprowvado pela

adiclo deste dltimo evitando a inibicgi3o inigial das bacterias.

4§.2.4.4 Efsito de virios nutrientes no cultive puro de

L. fermentum.

A realizagho de testes de avaliag8o de nutrientes no cultiveo de
L, fsrmentum foi feitn apds a formulagfo de um meio de cultivo especi-
fico, a hase de caldeo de cana desidratado, onde foram avaliados o
crescimento de outras bactérias ldticas e leveduras.

s recultados obtidos para o taste de crescimento de 8§ corevisie,
Lactobseillus = Leuconostoc mesentaroides. para os 7 meios testados,
est80 na TABELA P4, Foram observados gque ps meios 4 {rapadura) e 3
(rapadura e sais) nip foram suficientes para o crescimento das bacté-
rias, especialmente os lactobacilos que NAD Cresceram Mesmo Na Presen-
¢3 de sais. 0= nutrientes extrato de levedura e/ou peptona devem ser
adicionados no meio de rapadura {(como nos meins 3 @ &) para que haja
um bom desenvolvimento das bactérias em quest3o. Eseps resultados es-
t850 de acordo com as caracteristicas nutricionais do grupo das bacté-
rias laticas jd que elas 530 exigentes do ponto de vista nutriciaonal,
requerendn wvarios fatoves de crescimento, destacando-se vitaminas e
aminoacidos, presentes em extratos orglnicos 0% quais fazem parte dos
meios de cultivo para este grupo (KANDLER & WEISS, 1984).

Experidneias anteriores demonstraram gue o meio basal O/F (Dif-
¢y, normalmente usado para muitas bacteérias para o teste da owxidacio
g fermentaclip da glicose, nio foi suficiente para os lactobacilos gue

apresentaram um fraco crescimento (OLIVA-NETD, 19%9¢), sendo necessdrio



TABELA 24 - Avaliac3o dop rrescimentn de bacteérias lsticas e
Saccharomyces cerevisiase, #m meioc de cultivo a base de
caldo de cana-de-acucar desidratado (rapadura}. apds 792

horas de incubac3oc a 30°C-

T MR M T e T AT M FER A A VAN AR RAL M MR M ke s ek el R R A L ML A WS AL AR A e ik i bk e e v MAT A R e e He e T M S R L M e b e e

Meios¥ Culturas Microbianas - CCT
S.cerevisiae .. fermentum L mesentercides
pare 1408 #4359 258¢ @3A7
i At ++4+ + & ++++ 44
2 o+t ++++ ++ ¥4 +4+
3 ++t++ 4 ++ TR + 4
4 44 - - - -
! +4+ - - Ry ++
& b+ s ++ +54 +b b
7 b4 o ++ P2 o e
iLegenda: - absosrbancia menoy que 9,10
++ absorbincia entve 8,12 a2 9,19

+ 4+ absorbincia entre 9,80 a 9,29
++++ absorbincia acima de @&,360

(#)Formulacio dos meios de acordo com a TABELA 1.
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complementar com extrato de levedura (BILVA, 1988) ou usar outro meio
mais rico em aminoadcidos como o vermelho de fenol - Difco {OLIVA-NETO,
{999

Yarios trabalhos tem sido descritos associando o gxtrato de leve-
dura com o© aumento do estimulo do crescimgnto de bactérias laticas
{FEEMEY & STRONG, 1941, SPECK et al. 1958, SELBY-SMITH =t al 17753

{1 efeito de wviarios nutrientes no cultivo puroc de L.
fermentum Fol reatizado, a fim de caracterizar e comprovar a parbtici-
pac3o dos aminodcidos no estimule ao crescimento do contaminante.

Por outro lado, testes de fermentacBo demonstravam que em condigOes de
cultivo misto (leveduras e bactérias), a adigd3o de nutrientes estimu-
iou o crescimento dos lactobacilos.

Ha TABELA P%S estlo os resultados do crescimento de .
fermentum em diferentes fontes nutricionais . A comparacio fol reali-~
2ada entre o teste com caldo de cana desidratado adicionado de um com-
plexo de vitaminas, sais e aminodcidos em rezlagdo a uma outra formula-
¢80, 0 ensaio indicou que trocando-se o agucar da cana por glicose
B.&., nem todos os nutrientes adivionados substituiram o meio formula-
do a base de caldo de cana desidratado, Jjd sue neste ditimo, o cresci-
mento dos lactobacilas foi superior. Frovavelmente esse fato fol devi-
dn & deficiéncia de bases nitrogenadas e&/ou Acidos grawxos que podem
ter faltado no meip formulado com glicose P.A. Os lactpbacilos apre-
sentam requerimentos nutricionzais para amingdacidos, @Acidos @raxos,
dridos nucleicos & vitaminas (SHARPE, 19817

0 extrato de levedura e hidrolizados de proteina (triptona, dcido
cacaminico & peptona) mostraram-se estimulantes do crescimento de Lo
fermentum, contirmando a participacio do extvato de levedura no favo-
recimentp das bactérias laticas durante os testes de fermentagdo al-
coolica. Segundo PETERS et al. (1953) = PRESBCOTT et al. (1%33) a
hidrdlise dcida parcial da caseina estimulow o crescimento de

L.delbrueckii e a adicio de peptideos de His 2 Ser duplicaram o cres-

cimento guando adicionados no meio de cultive.



TABELA PS - Avaliaclc do crescimento de Lactobaeciillus fermentum
em caldo de cana-~de~agdrar desidratado (rapadura) adi-

cionado de varios nutrientes, apos 72 horas de incubacio

a 3ecc,
Composicdo dos Linbhagens ~ Lactobacillus fermentum
ME QS e e e
CET 1400 CCT 1497 LCT 3559
rap¥# - - -
yap + sais - " -
rap + ext . leved. 44+ bk +++ 4
rap + triptona T b 4 bt
rap + peptona 444+ $+44 +4+
vap + ac.casaminico 4+ +4 44 e
rap + vitaminas® - - -
vap + aa 4+ +4++ + 4+
rap + za + witaminasg 44+ e 4+
rap + aa + sais ++ 44+ ++++ +4 44
rap+ aa + vitam.+ sais +++++4 ++ 4+ +E 4
gli+ aa + vitam. + saig ++ +4 ++
Legenda: rvap -~ rapadura 4%

aa - conjunto de aminodacidos {de acerdo com item 3.3 .1

vitam., - vitaminas (de acorda com item 3.5}
gli - glicose 4%

¢} absorbancia menor que 2,1®

{++) absorbincia entre 2,10 a 2,4%

(+++3 ahsorbiEncia entre 0,29 a 8,.P9

{++++) abhsorbBncia acima de 0,636



SPECK et al , (1998) fracionaram o extrato de levedura o obtive-
ram peptidens como 0s responsiveis pela estimulo do crescimento de
8 lactis. SELBY-SMITH et al ., (1973) fracionaram esse extrato em Bep-
hadex G-23, obtendo uma fragSo estimuladora do crescimento de §
factise contendo aminoidcidos livres e uma pequena guantidade de pepti-
deas . ROLEMAN (cit  em BELBY-SMITH st al ., 1979 $racionou o sxtratg
dea levedura em cromatografia com a mistura fenol-dgua como fase movel,
encontirando como fragde estimuladora do crescimento de L. casei um po-
lipeptideo formado de Asp, Glu, Bly e Leu. FEENEY & STRONG (1941)
substituiram Asn, Bln e G6lu no lugar de extrato de levedura e pbtive-
ram um crescimento parcial. Asp, ureia e sulfato de ambBnia foram todos
inativos.

0 fracionamento do extrato de levedura através de cromatografia
de troca i6nica permitiu o isclamento dos amincacidos presentes em
duas fragfes: na primeira estavam aqueles ligados a célula, que sae
desprenderam apds a hidrdlise; e na segunda sstavam os aminoidcidos 1i-
vres. Dentre os investigados estavam Leu, Ile Val, Ser, Slu, Asp,
Thr, Bly, Ala, Tyr, Lys . Fsses aminodcidos s83o essenciais para o
crescimento dos lactobacilos, e estdo presentes no extrato de levedura
livres ou ligados a ceélula (ROTHENBUEHLER et al . , 1982).

O0s meios de cultive contendo arenas caldo de cana desidratado,
sais e vitaminas n8o foram suficientes para o crescimento das backs-
rias. Ja com a adicd3oc de um conjunto de aminodcidos purocs no meio,
houve um crescimento semelhante aquele obtido com adic3o de extrato de
tevedura, triptona ou dcido casaminico, para as 3 esspécims testadas.
Com isso ficou evidenciada a necessidade de aminodcidos para o cresci-
mente de lactobacilos em substrato a base de cana-de-agdcar, tanto no
cultiveo puro como no misto com leveduras (TABELA 23).

Seis vitaminas (dcido para~-amino-benzdico, dcido nicotinico, tia-
mina, acido fdlico, pantotenato de cdlcio e piridaxina) foram testadas
isnladamente 2 em arupo, com sais e caldo de cana-de-ac¢dcar sem adicio

de aminodcidos e nio houve crescimento. A TABELA 85 aprecsenta os  re-
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syltados das vitaminas testadas em grupo.

Conjuntos com dois a sete aminpdcidos quando complementados no
meio a base de caldo de cana desidratado nidp apresentaram resultade
positive quanto ao crescimento das linhagens testadas (TABELA 28). Qs
testes com 17 aminoacidos, sais e caldo de cana desidratado permitivam
caracterizar os aminodcidos gquantg a influencia no crescimento de
l..fermentum (TABELA 27). No grupao I, aqueles gque nio causaram nenhum
tipo de inibiglo do crescimento das bacterias apds 48 horas, estavam
Ber, Arg, Pro, Asp & Lys. A falts de Hieg influenciou n crescimento de
L, termentum D0T 1400 & 2559 lesses, Arg # Pro s3o ronsiderados ss—
senciais, & Ber 2 Lys, essenciais ou estimulantss para L. arabinosuys

segundn a revisio de BARTON-WRIGHT (1958).

No agrupo II, gquando Ala, Glu, Cus, Thr, Trp, Phe, Tur, Met foram
excluidos individualmente, ocorred uma resposta de crescimento menor
que a ohtida no meio contendo a mistura dos i7 aminodcidos, para as 3
cepas de t. fermentum testadas g apds 48 hovas de cultivo. fentre
eles Glu, Cys, Met & Trp s80 considerados essenciais, entretanto para
L. wsrabinesus Thr, Phse, Tyr &80 considerados essencials oy estimu-
iantes (BARTON-WRIGHT, 1932y, Para L. casel., desses aminodcidos ape-
nas Blu, Trp, Phe, Tur i aminoacidos essenciails (STROBEL et al ,
198%9), por outro lado, para L. brevis apenas Glu, Phe e Met s80 os
aminodcidos essenciais consumidos durante a fermentac3o da massa de
trigo (COLLAR et al ., 1992).

0 grupo I11 impediu que houvesse o crescimento quando excluidos
individuzlmente do meio de cultivo. Leu, Iile. Val, ala, GBlu e Thr,
quando retirados do meio de cultivo, impediram o0 crescimento das 3 1i-
nhagens de L. fermentum testadas em {0 horas de incubac¥o. Phe inibiuy
apenas L, fermentum CCT 1487 ¢ L fermentum CLT @539, Trp e Pro inibiram
apenas L. fermentum CCT 1487 Apds 48 horas de incubacBo, apenas o3
aminpacidos Leu, Ile ou Ual gquande excluidos, impediram o crescimento

gze 3 linhagens testadas.



TABRELA P& — Avaliacdo do crescimento de Lactobacilius fermentum
em meio contendo calde de cana~de-~agucar (rapadural,
sais e varios conjuntos de aminpscidos, apds 72 hs.

de incubagio a 300C.
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meioc de tinkagens ~ Lactobacillus fermentum
cultive® 00 e
CCT 1402 CECT 1497 CLY 5859
rap - - -
yap + ext leved. + kb +4++ Ll
meio i +4 - -
meio 2 - - -
meiog 3 ++ - -
meio 4 - - -
meia 3 ++ - -
meio & ++ - -
meio 7 - - -

e e i b Al AL AAMC WRC AR AL WAL ARR TR W SR G MR m M e e vk e b e i i M A M e e A AL L e A L AR SR AN A W AR A N S ARG AR WA AL b e

# - Composicio meio Cuas, Olu, Met, Trp, Ual, Leu e Ile

meio Cys e trp
meio Glu & met
meio Ala, Hus, Phe, Pro, Arg, Tyr g lus
Ala, hys e Phe

fArg, Tur e Lys

1
g
3

meig 4: Leu, Ile e VUal
3
meio &
7

meio
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TABELA 27 - Avaliag3o do crescimento de Lactobacililius fermentum om

At ke . . v man

Tyr

Tie

Aap

Glu

Cug

Pro

His

UVal

Lys

Arg

The

feu

meio de cultivo contendo caldo de cana-de-acdcar desi-
dratado (rapadura), adicionado de conjuntos com 16 amino-
dcidos rempvendo-se um dos 17 asbaixo, apds 18-48 horas
de incubac8o a 30°C.

T T ANM LSl s e ARV Wl e i e b W il T [ i W S b e e bl e s VR R e o v e e i Tt e de

TR TR A A ek e AR W AL mld ke o A e bk o T T i it b 1 A A e e e G Sk i oy

CCT 1400 COT 1407 LT 889
18k ++¥ 4 " 4+
48h +4 + 44+ ++4+
18h . ++ - -
48h +4 4 +++ + 4+
18h . - - -
48h + 4 bt +4
18h +44 ++ +¥+
48h 4+ o+ bt
i8h. - - -
48h - - -
i8hk . + 4+ 4+ +
48h . S s 4+ + e
i8h. - - -
48h +++ +4 . b
18h . ++ + ERERR
48h | +4+ +++ bk
18k, +E+e - b4
48HhH . +++44 44+ b+ +
18k +E++ ~ 44
48 +hdt - 4
18h. - - -
48h . - - -
18h. T 4 bt
48h bt + ok + b
i8h. 4+ + +54
48h . TN 4t b bt
18h - - -
484 . +4+4 +4+ 444
i8h . - - -
48h . - - -
18k +++ - +EE
484 +++ +++ +
18h + 444 + 444
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Na TABRELA P8O estBno os resultados do teste de crescimento de {.
fermentum pelo método de lavagem do indculo. Também nlio houve cresci-
manto em 23 haras, nos tratamentos sem aminodcidos do grupe 11D, e
aquando apenas estes estavam presentes o crescimento foi reduzido pela
metade aproximadamente.

l.Lewu, Ile e WVal “foram considerados e#ssenciais para L.
termentum, rois sem qualquer um deles ndo houve nenhum crescimento,
mesmny presentes os oubtros 16 aminodcidos. De fato, as bactérias lati-
tas parescem naoc possuir ou estar inativa essa rota biossintetizadora
{MORISHITA et al. 1981}, que é comum para e£sses 3 amincdcidos ¢ sdo
ssenciais também para outras ezpécies come L. asrabinosus (BARTON-
WRIBHT, 1932, L. helveticus (HUTCHINGS & PETERSON cit. em BARTON-
WRIGHT, 1932; MORIBHITA et al., 1281), L. casei (MORIBHITA et al.
,1981; STROBEL et al ., 1989), L. brevis (COLLAR et al ., 1592},

L., plantarum = L.scidophilus (MORISHITA et al., 1984y Olu e Val sdo
exigides pela wmaioria das espéries de Lactobacillus., Streptocoaccus,
Leuconostoe o Pediccsecus (MORIBHITA st al., 1981)

Testes com indculo padronizado e lavado permitiram fazer uma ava-
liac8o auantitativa do crescimento de L. fermentud na preseanda de meio
de ¢cultivo a base de rapadura, sais, vitaminas e alguns conjuntos de
aminodcidos., Os meios no. 1 & 5 contendo treze aminodcidos (grupos I
e 111}, apresentaram crescimento razodvel apds 25 horas, & no meio nd
2., apenas com alguns aminoacidos do grupo I1 e III, houve um craesci-
mentn reduwride =2 aproximadamente metade daquele obtido nos meios de
n®% 4 2 8, Na aus@ncia dos aminoacidos do grupo II1 (meio n®. 3) nio
houve crescimento bacteriano (TABELA B8).

0s amingacidos Glu, Phe, Trp s8o essenciais pava |,
plantarum, L. helveticus, L. casei e L. acidophilus. Met também € es-
sencial exceto para L. casei (MORISHITA et al., 1981).
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TARELA PR - {urva de crescimento de Lactobscillus fermentum
em diferentes composiches de meio de cultivo a base

de caldo de cana-de-agdcar, incubado a 329C

TR —————————————— e S R A AP L Bl Ll et )

e e A R i v e e il Al L W NP T T e v e ik WAL A WA T TRR M e i e ke AL A A AR R R AR AT TR e ey s ke i M S A A T R AR S e

[ e s e i At e T e vy M A e e e e e ek i ke AU e ol A A Y S —

o e e A - o P e Ak A P e T T o T ek e Al AL AL R e T e ke i ek A A L TS S AR ik i S W O S S e oy e et

i @ 0,07 0,046 0,07 0 ©,03 0,87 0,07 @& 6,04 2,24 9,05
2 3 9,82 ©,03 9,04 9 ? %,21 9,03 9 2 8,01 2,02
3 @ ¢ @ @ o D ) & 2 ? 9 &
4 @ ? 2 @ @ @ 8 ? ? 2 e ?
3 ¢ 0,83 0,04 2,08 @ 0,04 0,08 0,10 & Q.02 @,05 2,12

e p—————— e FERE LR PR AL MEL L 8l R it e b

(%) meio 1 ~ sais, vitaminas, rapadura e os aminpacidos Phe,
&la, Glu, Val, Tre, Leu, Ile, Huys, tur, Cus, Met,

Trp & Pro.

mein 2 - sais, vitaminas, vapadura e os amincacidos Phe,
&la, Blu, Val, Tre, Leu, Ile, Hus.
meio 3 ~ sais, vitaminas, rapadura £ os aminpdcidos tur,

Cus, Met, Trp € Pro.
meic 4 -~ sais, vitaminas, rapadurs.
mein S5 - sais, rapadura e os aminodcidos Phe, Ala, Glu,

Ual, Tre, Leu, Ile, Hys, tyr, Cus, Met, Trp 2 Pro.



Jd  aue nio s0 Leu, Ile e Val sio necessarios para o crescimento
de Lactobacillus, poraue apenas estes tres causaram 3 auséncia comple~
ta do crescimento de L. fermentum, a responsta pode estar assoriada ao
mecanismo de transporte desses aminodcidos, assumindo gue uma quanti-
dade residual de todos 0% aminpiacidos evssenciais i3 estavam presentes
no meiec basal de caldo de cana, pressuposto para o crescimento dos
lactobacilos gquando excluidos os cutros aminoacidos essencialis. 0
consumo de aminocdcidos pela bactéria ¢ normalmente feito pelo trans-
porte ativo, atraveés de um transportador, & com iss0 um grupo de subs-
tincias proximamente relacionadas podem ser transportadas de forma di-
fevente, mais ou menons vagarosamente, dependendo da afinidade pelo
transportador. Assim L-Val, L-Leu, & L~1I1le competem pelo mesmo trans-
partadar. Essa & a razdo pela qual o deshalanceamento da concentragio
de amingdacidos no meio de cultive, leva a uma diminuigdo ou inibig¢Ho
total do crescimento . 0 excesso de um aminedcido previne o crescimen~-
to de oubtvro (BROCK, 1974). O consumo de Leu por L . casel € completa-
mernte inibido pelo excesso de Yal e Ile. Esses aminodcidos s30 consu-
midos eov transporte ativa {(pH dtimo entre 5,9 & 4,8 ¢ parecem ter o

mesmo  transportador. ey 8 consumida mais rapidamente gque VYal e lile

{STROBEL ot al ., 1%89).

& 2.8 Eteite da durscko do ensaio de fermentacle, lavapem do fermen=
to & velocidade de centrifugacio.

4 2. 2.1 Efeito da durscio do snsaio de fermentacho.

Nos diversos gnsaios realizados, o tratamento controle tem sido
taitp zempre com duvacio de BO horas (tsmpo zero atd o Pinal do ensaip
fermentivol), e tem favorecido a populac3o bacteriana apds os primeiros
guatro a sete ciclas. Pavalelamente a fevmentacio de 29 horas foi rea-
tizado outro teste com duracdo de 12 horas, a fim de avaliar s a du-
racic do ensaio mais vdpida (42 horas) desfavorecia preferencialmente
o crescimentn bacteriano. leso foi confirmado pela acidez do  vinho,

que permangced sempre inferior a 4,8 g/1 (TABFLA 32 2 FIGHRSA 15 it}
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pH tambem ficopu estabilizado e sempre acima de 3,3¢ (TABELA 33 e FIGU-~
Fa  15) Houve uma diferenga significativa (teste de Mann~Whitney -
P=@,0001) da média da acidez do 72 ao 92 ciclos, entre o tempo de fer-
mentacio de 2@ horas (5,72 /1) e 12 horas (3,635 g/1). Enquanto o per-~
i1 do pH do wvinho no tratamentoc com 2@ horas foi de gueda do 40 i~
clo até o final, houve um ligeira elevagdo no tratamento com 12 horas.
& wviahilidade das leveduras (TABELA B9 e FIBURA 13) soafreu uma queda
mais acentuada e significativamente menor (teste t - P=@,0041) com 29
horas {(média de &47,4%), do gue no tempo de 18 horas (média de 7B,94),
nos ciclos finais (B2 ¢ 99). A porcentagem de brotos vivos (TABELA 3@
e FIGURA 17) verificada no B2 e 92 riclos foi bem superior {(médiaw
28,1%) no tratamento com menor acidez (1P horas), em relaclSo ao tempo
de 8¢ horas (7. .96%), diferenga considerada significativa (teste de

Mann—-Whiktney ~ F=0,0284) .
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4.2.2.2 Efeito ds lavages do fermento.

A lavagem do indculo, apds a tentrifugacdo do fermento foi testa-
gz a3 fim de avaliar se atenuava ¢ efeito estimulador do <crescimento
das hactérias, provocado pelo extrato de levedura em altas concentra-
;8es (10 g/1), demonstrado em testes anteriores.

A diferenca entre a média da viabilidade das leveduras (TABELA 30
o FIGURA 14), do BEZ aoc 109 ciclos, entre as tratamentos com lavagem do
fermento (B3,9%) e lavagem com adicso de extrato de levedura (43,8%)
foi significativa (Mann-Whitney P{9,05), demonstrando gque esse parime-
tro foi afetado pela adiclo do extrato de levedura, porém de forma bem
atenuyada, ja que a viabilidade das leveduras nos testes com extrato de
levedurs sem lavagem, zerava ja a partir do 48 cicle (FIGURA 3).

4 média da tawa de brotos vivos do Bo. ao i0o.ciclos (TABRELA 34 e
FIGURA i7) entre o tratamento com lavagem (B2,1%) e o tratamento com
lavagem e extrato de levedura (89,84%), apresentaram diferengas signi-~
ficativas (teste t com P(D,05). Entre os brotos mortos {(TABELA 37 e
FIBURA 17) também houve diferenca significativa entre a media do tra-
tamento com lavagem (1,42%) & o tratamento com lavagsem e extrato de
levedura (441,2%), com P{(D,05 (Mann-Whitneu’).

Quanto a acidez do vinho (TABELA 3B e FIGURA 18) foli wverificado
um aumento significativo (Mann-Whitrnew P{(&,25) da média do 82 e %2
ciclos, entre os tratamento com lavagem (3,81 g/1) e, lavagem & extra-
tn de levedura (5,49 g/1), o gque nfo ocorres com o pH fteste ¢
F)@,05), devido ap forte poder tamponante do meic (TABELA 3% e FIGURA
18y
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4,2,2.3 Efaito da velocidads de cantrifugaclio do termento.

Desde que fatores nutricionais desprendidos pela levedura podem
gestar associados an estimulo do crescimento bacteriano na fermentacio
alcadlica, o reciclo desses nutrientes para o sistema, na forma de le-
veduras em decomposi¢i3o, pode ser importante na medida em que vai con-
centrando no fermento uma quantidade cada ver maior de nutrientes ad-
sorvidos ou Ffirmemente ligados a estrutura da cdlula morta (ROTHEN-
BUEHLER &t al., 1982). Portanto foram testadas duas velocidades de
centrifugaclo bem diferenciadas com essa finalidade.

0 efeito da baixa velocidade de centrifugacio do fermento estimu-
lando o crescimento bacteriano, pode ser verificado comparando-s5e a
meédia da acidez (TABELA 44 e FIGURA BQ) dos riclos 32 ao 8% no trata-
mento com B78 X g (4,19 /1) em relacBo ao de 5000 X g (5,47 g/1) com
uma diminui¢do significativa do segundo {(Mann-Whitney com P=0,224) 0D
pH {TABELA 4B e FI0OURA @) sofreu queda no tratamentn com baixa velo-
cidade de centrifugac3oc (proximo de 3,48 no ciclo final), enauanto que
ng segundo, praticamente ndo houve alteracles permanecendo sempre aci~
ma de 3,350

A wviabilidade das leveduras (TABELA 49 e FIBURA 19} foi inferior
no tratamento com 879 X g a partir do 42 ciclo acentuando~se no final,
com diferenga de aproximadamenie BOY abaiwxo daquele com 5888 X g. 4
porcentagem de brotos vives 2 mortos apresentou flutuzcBo caracteris-
tica & com pouca diferenca entre as tratamentos (TABELA 42 e FIBURA
191

Qutro teste envolvendo 3@ ciclos foi realizado para testar a ve-
locidade de centrifugac8o do fermento. Atéd o 248 foi utilizado 5000 X
g =® a partir deste ciclo até o final, utilizou-se B79 X g. 0Os resul-
tados novamente demonstraram o aumenton da acidez no tratamento com 879
X g em apenas cinco ciclos (TABELA 40) . A mddia da acidez entre o 49
e o 248 ciclo foi de 5,746 g/1, enqguanto que no segundo tratamento foi

de 7.33 g¢/1, diferenga extremamente significativa (Mann-Whitney -
P{2,0061) 0O pH (TABELA 41) também apresentou diferencas entvye og tya-
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tamentos 35000 X g (3,48), nos ciclos 42 ao P42, e 870 X g (3,49) nos
ciclios finais {(t= 3,73 ¢ P=0,0004)

0s testes do efeito da velocidade de centrifugacio do fermento
indicaram que houve nitida diferenga entre os tratamentos com diferen~-
tes velocidades de centrifugacio. Baixa velocidade (870 ¥ 9) CARUsoU um
aumento nos indices de acidez, proveniente do aumentn da populagio
hacteriana.

Segundo AMORIM et al. (1989) o desempenho das centrifugas & Tator
primordial para se obter altos rendimentos na fermentacSo. Se 3 cen-
trifugacdo for eficiente, a concentrac3o do fermento na dorna se eleva
g & fermentacHo fica mais ripida e menos sujeita a infecclo, o que
tamhém foi verificade neste trabalho com os resultados do teste com
tempo de fermentat8o de 12 horas. No periodo analizado (10 ciclos) nSg
houve aumento das bactérias, como encontrado nos testes com 290 horasg,
que entre 4 a 7 ciclos jd iniciava o crescimento da populagio bacte-
riana.

la testes de lavagem do fermento, com e sem extrato de levedura,
demonstraram que a lavagem nfo evitou o aumento da acider e floculagio
do fermento no tratamento com extrato de levedura. além disso, indus-—
trialmente ainda torna-se dificil esse procedimento como raotina, devi-
do ac aumento significativo da dgua em circulacBo, e a perda de etanol
presente no fermento.

A provdvel causa do efeito da velocidade de centrifugacSo no es-
timulo do crescimentn bhacteriann, pode estar associada a fontes nitro-
genadas ligadas as células de levedura em decomposicio, que sofrem o
retorna através de centrifugacles em baiwas veloridades & presenga de
aminodcidos essenciais, tais como Leu, Ile e Val, bem como peptidens,
encontyrados ligados ao extrato de células de lesveduras mortas {ROTHEN-
BUEHLER et al., 1982) podem ser os responsiveis pelas diferengas entre
0s  tratamentos de centrifugaclo, onde 3 baiwa velocidade de centrifu-

gacdo favorece a permanéncia desses compost o
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Apraximadamente 30% do conteudo nitrogenado € libesrado da celula
de §. cerevisiase. devido a autolise, sendo que amincdcidos livres re-
presentam 1/4 desses compostos. A protedlise ¢ maxima a pH=5,2, guando
representa 60% do conteddo nitrogenado da levedura, que consiste prin-
cipalments de aminodcidos. A pH 3,9 somente 48X do conteudo nitrogena-
go da levedura pode ser liherado pela protedlise ¢ o8 aminodcidos so-
mente representam 13% dons compostos desprendidos, dominados por pepti-
deos (LURTON et al., 1989). Esses peptideos ou mesmo aminodcidos pre-
508 a célula em decomposicio podem ser os responsdveis pelo  aumento
desses nutrientes na fermentacl3o alcodlica.

Sistemas protepliticeos existentes tanto nas hactérias como no
fermento, podem ser os responsavels pela autdlise das células de leve-
duras e a consequente libera¢3n de fatores nutricionais no meio de
termentacBo. Nas leveduras, consiste de duas endopeptidases, proteina-
sgg A £ B (LENMEY et al. 1974, LOOZE et al. {979), as carbowipsptida~
ses Y {(HASILIK & TAMNER, 1978) e B (WOLF & EHMANN, {978) e uma dipep-
tidase (ROEHM, 1974} Tres endopeptidases (profteinases A, B e ¥} foram
purificadas de leveduras de panificac8o e caracterizadas (NOWAK &
TSAL, 1989).

As bactérias l3aticas tambeém apresentam atividade proteolitica e,
portanto podem auniliar na protedliise . Lactobacillius plantarum
CRL. 83 e CRL 69 possuem atividade proteolitica a 38°C. com pH dtimo
entre 5.4 a 4,2, L. ecxeel possus atividade no pH dtime entre 4.8 a 5,2
{de GIORGI et al ., L9835). L. casei NCDO 151 contem as exopeptidases
dipeptidase, aminopeptidase & uma especifica carboxipeptidase, aldm de
uma endopeptidase. As tres exopeptidases sdo fortemente inibidas poar
EDTA, mas novamente ativadas por Co*? e Mntt (EL S0Da et al., 19787

i.. bulgaricys NCDD 148% eproduz uma dnica proteinase ligada a parede

cetlular com atividade dtima a 45-500C ., pH Gtimo entre 5,2 2 5,8 e
também &€ inibida por agentes quelantes (ARGYLE st al 1974)

0 sistema peptideo hidrolase intracelular de L. plantarum consiste
de uma inespecifica aminopeptidase & tres dipeptidases, nlo possus

carboxipeptidase ou endopeptidase ¢ a atividade € maxima na fase esbta-~
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cionaria (FL S00& et a1 , 1983) 0 sictema peptidase de L. plantarum
g parecido com o de L. helveticus., L lsctis, L. bulgaricus e L
scidophilus (EL S50Da & DESHMAZEAUD, 1982), enquanto o de L casei seria
comparavel com o de L, brevis e L., fermentum (EL 50DA et al. , 1982)
Ambos 05 sistemas proteoliticos devem estar presentes no fermento con-
taminade por L. plantarum 2 L. fermentum, espécies reconhecidamente
contaminantes da fermentacio alcodlica (8ILVA, (988;0LTVA-NETO, 1998}
Medidas que contribuam para o controle da liberac8o de aminodci-
dos, peptideos e proteinas no ambiente da fermentac8o, poderiam lsvar
a udma ?mrmﬁ alternativa do controle bacteriano. Nesse sentido, o con-
trole da viabhilidade das leveduras ze faz necessdrio, devendo-se evi-
tar 2 morte por excesso de temperatura, tratamentp dcido intenso ¢ al-~
te teor alcadlico. Agentes inibidores do poder proteslitico da micro-
hinta poderiam segr analizados para uma futura aplicag8o neste sentidn,
hem como inibidores, se possivel, dos propios aminoacidos essenciais
an crescimento bacteriann. Com isso, a3n invés de dsar métodos para
destruir as células bacterianas, como os biscidas que acabam causando
paluic%c ambisntal., as novas tecnologias evitariam a propagacio  dos
cantaminantes por inanigdo, sem prejuizos ecoldgicos. Deve-se ressal-
tar que as leveduras praticamente n¥o necessitam de aminodacidos no
meio de cultivo, jd que possuem as vias de sintese a partir de ambnia,

urgia ou nitratps (NICHOLAS, 194%; PHAFF et al ., 194&)
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4.3, Estudo de desinfetantes para controle bacteriano da fermen—

tacHo alcodlica.

4.3.4 Selecio do desinfetante para teste ny fermentuclo alcodlics.

As TABELAS 43 e 44 indicam a concentracio minima inibitdria para
diversns agentes antimicrobianos no meio de cultive n2 3 a5 pH 6,5, =
as TABELAs 45 ¢ 44 a pH 4,5

Nessa etapa do trabalho foram feitos teetes de CHI, com diversos
produtos que apresentam atividade antimicrobiana, com o ohietivo prin-
cipal de selecionar agquele gque reung o melbor desempenho quanto A

capacidade de inibir o crescimento dos grupos Leuconostoc e
tactabaciliue, wmicrorganiamos que frequentements causam problemss na
producin do etanol, sem afetar consideravelmente a atividade da leve-
dura. D produto em guest8n deveria ainda apresentar custo relativamen-
te baiwnp, asr relativamente atdwico prra o hamem & 30 meip-ambiente,
nae ser corrosivo e estar disponivel em quantidade para uwso indus-—
trial.

NDos  antibidticos analisados a penicilina ¢ a clindamicina &apre-
spntaram os melhoares resultades gquanto a inibig8o bacteriana e nenhum
dos antibidticos testadoes inibiu as leveduras, A penicilina-V-acida
aprespntauy  faiwa de CMI para as hactérias de &.050 3 0,B6 ugsml (Ta-
BELA 43) ou 32 a 211 UI/1 no pH= 4,8 & com 24 horas de incubag8oc. Eg-
ses resultados estio cosrentes com os trabalbhos de AQUARONE  (19259),
MENEZES (1980) e CRUZ et al. ({9885), gque utiligaram 500-1606 UI/) de
penicilina no mosto, para o contrple bacteriann da fermentagio alcod-
lica., HMNormalmente os resultades de CMI est3o abaixo do necessirio, 3ia
que corregsponde 8 minima concentracBo necessidria para causar inibigfo
do crescimentno bacteriano.

BAYER et al. (1978} trahalharam com 40 linhagens de lactobacilos
pelo método de diluiglo ew raldo, o detevwinaram a meédia geométrica

para penicilina (CMI= ©,48 uas/1), enquanto neste trabalho, com asg



TABELA 43 -~ Concentraco Minima Inibitdria, em ya/ml, de diver-
508 produtos, para bhactédrias 13ticas o Saccharomucas
Cerevisiae pH do meio 6,5 e incubacio de 24 horas

ST T AT A L S R A L e s M L A e A s ik s e e A ek e T TEP ML e e A AL e e e T T AR Al ek v MR VA ik e e M A me e T AR e e e e

agente Linkagens - CCT
INABIdOr e e e e
8. carevisiae L. fermentum L messnteroides
2472 140¢ 359 @382 BILY
ugémi ug/mi ug/mi ug/ml ug//ml

Antibidticn-
Penicilina V~dcida sg™ 2,236 9,1P0 9,950 B,479

Saisz & fdcidos:

Cup(Sh4dg  SHEO 140 70,6 70,9 35,0 140
Tripolifosfato 1250 625 625 2500 1258
Sulfito de Sddio Y2500 425 625 312 78,0

Sarbato e Fosfato

de Sddio 12359 1259 Y2500 21850 125e
Fosfato de S5ddio YIR500 42359 425 12509 3185
Nitritp de Sddio 3739 1873 459 234 234
Acido fdlice yie.,? 19,9 1.9 Yie,9 12.9

Biocida purn:

Formaldeido 72,8 11,5 23,0 23,9 3,7@
Glutaraldeideo Y308 2300 Y3080 Y300 2308
Quinazolina 118 Yitg ¥118 Y118 118
Tanino ) 362 r 302 >3ez y3ee Y3er

¥ 8E - sem efeito
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TABELA 44 ~ Concentraclo Minima Inibitdria, de tormulacoes comerciais

para bactérias ldticas e Saccharomyces cerevisias, oM
do meio 4,9 & incubaclio de 24 horas.

T T MR A kil T T T MM M i s ey e L P ek e ek p T A A WAL e i ks e daN R AR et o e e PR A A o T A R A e A o e

1T T 1 = ol
L mesanteroides

.. fermentum

1409
ug/ml

6559

agsml

2582
g/ ml

3367
ug/mi

TR WS MR AL WL U i v T TR I S R AR A AL Mk T T LR e L S S i ik el TORT TS AN AL LS Wil LA sk sk e T T AR M UM i o e Y YRR ik i e A AR AR Mk i o Ser S Aatt

agente
B.carevisiae
@472
ug/ml
Etileno Bis-
Oitiocarbamato 25¢e

Imetildclioro fennl 37,0

Z2benzildcloro-
fenol (49,0

2 cloro aceta-
mida Y399

Benzil Alcool

mono poliformal 62,9

159

{38,0

1360

(48,0

y3e

(46,8

»309

{68.,0

2309
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TARELA 45 - Concentraclo Minima Inibitdria, em ug/ml, de diversos pro-

dutos para bactérias laticas e Sgecharomuycws cevevicise,

pH do meio 4,5 e incubag3o de 15-24 horas.

AR e U W e G e A R AT M e M A A TR MR M MR e M e e mm e e e e e e e ke e e e e e e e e ey e i e R T A MR TR A R R A A A e

agente Linhagens ~ CCT
BRRDIGOE e e e 0 8 e e
8 caravisias L fermantum L mesenteroides
2472 1429 2559 5882 GALT
g/ mi g/ ml ug/ml ug/mi ug/mh

antibhidticos:
Penicilina

Y~dcida { £5h) =4 2,120 0,9%500 %,0500 9,100
(24h)} SE ,200 0,100 0,0500 ©,200

Clindamicina (15h) SE 2,100 02,2500 0,200 8,0500
(24h) 5E 2,199 2,050 2,400 89,8500

Cefamandole (15h) SE 2,400 9,200 o, 400 3,200
{24h) SE 8,400 2,200 1,40 2,400

Enzrima:

Lisozima {(1%224k) SE 124 124 124 {24

Zais & Acidos:

Sulfato de {15h? 75,0 ?.50 (4,79 37,5 159
cobre JH2Z0 (24h} 75,9 73,9 360 37,3 130
Tripolifos~ (410h) 5009 25009 3020 5940 2309
fato de sddia(24h) 2000 2509 2599 Jeae Se00
Sulfitp (15h)Y 24080 49,9 2,30 ie. 2 3,906
de Sadio {(24h) Y4000 42,9 2e,9 o, 0 10,9
Nitrito {13h) 117 i17 117 (58,3 {358,5
de Sddio {24h) 234 117 147 {458,0 147

Biocida puro:

Formaldeido {(15h) 23,0 14,9 b, 00 1.9 &, 0
(24h) 45,9 23,9 i:4,3 23.9 11,58

¥ §E « gem efeito
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adaptacBes jd mencionadas, foi ohtida a media de @,15 ug/l tpH=4,5 o
4,3) . A Concentracio Minima Bactericida (CME) encontrada pelo  autor
foi maior que 1909 ua/ml, e a relagde entre CMB e CMI fpi de 2161, o
aue significou que 100% das linhagens foram inibidas, pOram  somente
22% foram mortas em concentracies de 10 ug/ml de penicilina Se consi-
derarmos aque parte das bactérias sin recicladas durante o processns
fermentativo para obtensgln de etanol, o rcusto da adiclp continua desss
produto @ elevado, e que 78Y% das células bacterianas tratadas conti-
nuam vidveis, segundo o referido autar. Talvez esses resultados POsSSam
explicar a razdo pela gqual a penicilina, até hoje, nfo foi implantada
come  dnico método de combate a contaminacio bacteriana nas destila-
rias.

Qutros aspectos devem ser ressaltados quanto ao uso da penicilina
€, provavelmente, considerados. 0 aumenta da viscosidade 2 floculac3o
do fermento, e a seleclfo de bactdrias Gram negativas (algumas produtg-
ras de goma) devido a aclo espdcifica para bactédrias Oram positivasg,
s8c fatores limitantes Por essas razfies, esti praticamente descartado
o uso continuo desse produto em tondicfes industrisis, contrariando
AQUARDNE  (1974), que indicava o uso da penicilina G potdssica para a
desinfecc3o na fermentacSo alcodlica industrial em lugar do dcido sul-
firico. Esse € portanto um mstodo antiecondmico ® perigoso de desin-
feccio permanecendo o dcido sulfdrico como o0 meio mais utilizado no
controle bacteriano pelas destilarias

A clindamicina apresentou~se bem eficaz cam ums faiwa de CMI de
2,959 a 9,48 us/ml para as bactérias, no pH de 4,5 e rom 24 koras de
incuba¢8o (TABELA 45), pordm n¥p o bastante para justificar o seu usn,
pois apresentou performance semelhante a penicilina @ tem um custo hem
superiar. Além disso, nio existe o interesse da inddistria farmacéutica
Pelo  uso industrial dessas novas moléculas, ppis causariam um aument o
mais vrapido do numero de microarganismos resistentes, tornando-as im-
proprias para o use terapButico. Esse argumento vale principalmente

Para a ampicilina e imipenem, cujns fabricantes se recusaram a for-



necer amostras, e desestimularam a pesguisa para esta finalidade

A cefamandole, antibidtico do grupo das cefalosporinas, nioc de-
monstrou uma atividade t30 satisfatdria com CMI na faixa de #,20 a 1.4
ug/ml  para as bactérias, no pH 4.5 e 24 horas de incubac8oc (TABELA
435 £levadas concentracles (20 ug/ml) foram necessarias para inibi-
¢3a de 97% das linhagens de lactobacilos testados por HBAYER et al.
(19793 .

flentre a0s sais testados destacaram-se o sulfito f o nitrito de
sddin e o sulfato de cobre (TABELAS 43 e 45) A faixa da CMI do sulfi~
to de sddio para as bacteérias a pH 4,3 foi de 10 a 42 ug/ml & maior
que 6.9 me/m! para a levedura, e a pH 6,5 foi de 78 a 423 ug/ml para
4% bactérias, & maior que 2959 ug/ml para levedura, ambos apds R4 ho-
rags de incubag3o. A gtilizaclo desse produto nas destilarias, pode-~
ria ser viavel como um possivel inibidor de bactériae 1aticas na fer-
mentacEo. 0 maior inconveniente do produto € o poder corrosivo, neces—
sitando um maior conhecimento de como evitar esse sério inconveniente,
salvez abtravés da a3di¢lo de anti-corrosives. O sulfito atua melhor em
pH 4,0-4.5 conforme BLOCK (49773, 0o que ficou nitidamente demonstrado
nos resultados apresentados.

A agl3o antimicrobiana do sulfito sobre bactérias labticas tambem
fgi werificada por LARR et al. (1974}, sendo menor o gfeito sobre as
bartérias, quanto mais elevado for o pH. Iss0 porque no pH entre 5,8 o
7,¢ ocorre mistura de bissulfito (HS037) e sulfito molecular (8S02)
Com o decregscimo do pH a proporg8o do S02 aumenta e nesta forma & gue
existe o maipor efeito antimicrobianc.

Lactobacillus malli e Leuconostoc mesenteroides sofrem um rapido
decréscimo de ATP a pH 4,0 quando submebtidos a concentracio de 1 mM de
sulfito, a pH 46,¢ 3 acdo inibidora ¢ diminuida. A incubaclBo dessas
bactérias na ¥fase log com 2 mM de sulfito a pH=25,8 sprevine complets-
mente o crescimento (HINZE et al. 19815

} nitrito de sddin tambem apresentou relativamente haiwos valores
de CMI para as bactériacs ((5B,5 a 117 ug/ml) porém inibiu zs leveduras

com wvalores proximes ane das bactérias (CMI= P34 ug/ml), o que difi~
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cultaria sua utilizag3o. Resultados semelhantes fgaram obtidos para o
sulfato de cobre SHa0, cuja CMI para as bactérias foi de 37.5 a 309
ug/ml, a pH 4,5 e 24 horas de incubaclo, porém a levedura tambem de-
monstrou ser facilmente inibida (CMI= 75 ug/ml}, alsm do inconveniente
do potencial corrosivo desse produto que causaria problemas nas insta-
lacdes da inddstria.

0 tripolifosfato de sddio (TABELA 45) obteve OMI entre 2522 a
9099 wug/ml para bactérias, a pH 4,5 & 24 horas de incubacio, ¢ 350092
ug/ml  para a levedura. No pH 4,5 a faixa de CMI foi mais haina (OMI
entre 623 ¢ 23502 ug/ml para as bactérias e 1250 ug/ml para a Tevedu-
ra), porém zinda assim valores muito elevados para utilizagldo conven-
cianal na inddstria (TABELA 43). Concentragles de 5000 ug/ml de tripo-
lifostato de sodio causaram a inibic%o do rcrescimento de 8.
aireus (JEN & SHELEF, 1984). O sfeito inibidor foi maior em #H supe~
rior a 7,4. Devido a alta carga de natureza anidnics os polifosfatos
formam complexos com cdtions multivalentes, e a quelaclo & influencia-
da pelo pH, temperatura, forc¢a idnica, conteddo de ions metslicos e
composigdo do meio. A formacHo de complexns estdveis com cdtiohns e
senciais para o crescimento normal dos microrganismos pode causar dis-
funglies metabdlicas responsdveis pela ipibic%o do crescimento.
Lactobacillus ascidophilus e L cusei foram completamente inibidos com
2,9% da formulaclo contendo 7@ a BOX de tripolifasfatn, 254 de pira-
fosfato e 19% de fostato (RADKOWSKI & KAFEL, 198%) Praguisas alterna-
tivas na forma de aplicac8o desses produtos, poderiam viabilizar a
aplicac¢do industrial nas moendas e no tratamento da sdgua de lavagem.

00 efeito do sorbato de sddio scbre as bactérias (CMT > 1259
wgfmll fal supsrior a levedura (CMI= (85Q ug/ml), tornando-o inadequa-
do  para uso na fermentag3o alcodlica (TABELA 43), emhora RESTAING et
al.  (1981) tenham obtido uma reducSc do crescimento de L. plantarum ¢
outros lactobaciles ndo identificados, pela adicHo de ©,P% de sarbato
de potdssio em combinacBo com outros scidos a pH 5,5

0 dcido fdlico a 10,0 ug/ml inibiu completamente o crescimento de

L. bulgwricus (ROGOSA et al. 1941), o que nHo ocorreu neste trabalho



TR

ande  foram testadas concentracOes de até 19,9 ug/ml para L fermentums
e L. mesentaroides (TABELA 43)

A enzima lisozima ndo atucu nas bacteérias em concentracBes de até
i24 ug/ml (TABELA 45) devido, provavelmente, a reac3o com o meio a ba-
sg de cana-de-agdcar e extrato de levedura formando flocos visiveis
antes da adigcdo da cultura. A& lisozima age impedindo o consumo de va-
rias substratos devido a agSo sobre a parede celular da bactdria (SHAHM
& KING, 1944).

0s biocidas usados na inddstria alcooleira normalmente s8o formu-
lados para aplica¢3o em dosagens de no maximo 49 ug/ml . Dentre os pro-
dutos testados os seguintes compostos apresentaram CMI pridxima a essa
faixa: tiocianato, fenol halogenado, formaldeido, carbamatos e carba-
nilida (TABELA 46).

0 produto a base de tincianato (Busan 118) apresentou CHI  entre
1.8¢6 a 5,0¢ ug/ml para as bactérias, com 24 horas de incubaclo e pH
4,5 # para a levedura foi de 2,50 uag/ml. Aldm da CMI ser prdxima entre
a hactéria & a levedura, esse produto ainda é relativamente caro pars
0 usD na produclo de dlconl, segundn informagbes do ¥fabricante

0 dimetilditiocarbamato (Busan 83) ¢ o etileno bis ditioncarbamato
nio apresentaram resultados satisfatdrios com CHMI acima de 99 ug/ml,
com 24 horas de incubaglo e pH 4,5 CEREDA et al . (198%) também obti-
veram resultados semelhantes para os ditiocarhbamatos testados com CMI
entre &48-208 ug/ml.

£ metilditiocarbamato mostrou-se eficaz para L. Ftermenkum com CMI=
2,3¢ wuag/ml, no pH 4.5 e 24 horas de incubéﬁﬁa & para a levedura
{(CMI=5,0@¢ wug/ml), e bem menos eficaz para L. .mesenteroides (CHI 140,90
ug/ml)y, o que levaria a uma selegdo de bactérias se apenas esze método
fosse adotado continuamente no controle bacteriano da fermentagio

A formulacio 2 base de bromofenate (Biopen 4¢8) também foi efeti-
va para as bactérias (TABELA 46), com CMI entre 9 a 18 ug/ml. com 24
horss de incubac¢Bo e pH 4,5, e para a levedura CMI= 9,08 ug/ml,. o gque

provelmente prejudicaria as leveduras de fermentacio, caso fosse usads



TABELA 46 - Concentra¢lo Minima Inibitdria, de formulacdes comerci-
ais para bactérias 1dtirasc e Smecharomycss cearsavisiae,
meio com pH 4.5 e incubacln de 15-24 haras

Culturas - CCT

agente S.cerevisiae L. termentum L. mesenteroides
inibidor @472 1429 ¥539 582 FALT

P o il e A Akt U FRPS AT TR TR T T SR ey ey i e il i M A Ak i Ao ML LR Ll VLS A A A LS AN R R TR M R Fe e W e TR MR T W e ey e e i e

Benzil Aalcool

monopaliformol (24h) 259 48,5 42,5 125 &2 .5

s-fenil fenol (13h} 19@ 100 139 100 190
(24h) 10¢ 20d 17 2080 168

tigcianato {15h) @,312 2,58 2.5¢ 2,58 5,0

{Busanii@} {B4h) 2,50 53,00 i,2¢ 5,08 %,9

metilditio-

carbamato (iSh) 2,50 2,58 2,56 10,8 1,78

{Busan 49} £24h) 5,00 2,56 2.5¢ Y40 ,0 Y40, 0

brompfenato {19h) 4,359 ¢,.00 - G.08 4,50

{Bippen 4263 (24k)} 7,00 18,8¢ -~ o.08 2,00

dimetilditio-

carbamako {18h1 23, ¢ Y59, 8 - 159, 8 Se,0

{Busan 85> {24h) 30,0 159,90 - YR, @ 06,0

derivado de {15h) b¥ad1] 9,500 {@,25@ a,5%080 B, 500

uréia{besfloc) (24h) Y00 2,09 2,560 @,50¢ 4,09

Besfloc e

Guaterndrio® (24h) 8,88 ?,508 8,500 i,aa -

Guaterndrio

de amdnia {24h) 8,00 8,00 8,00 1,40 -

DesflioC e

LG (24h) 14,0 9,300 {9,425 1,00 -

¥ « misturas com a proporcio de B8 uvasml de TCC e 32 ugriml de

quaternario de amdnia puvro.
#% - mistura com a relaglo de 146 ugs/ml de TCCO para 29,3 ug/ml
de lauril sulfato de sadio (LSS).
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na concentracdo necessaria para inibicl3o das bactérias

U0 formaldeido apresentou um resuitado bastante satisfatdrio
{TABELAS 43 e 49), indicando ser interessante PATA O U%0 na Termenta-
¢80 alcodlica, j4 que inibiu as bactédrias =m cancentracBes baiwas ~
CMI de & a 11,5 ug/ml - para um periodo de incubaclo de 15 horas, e
11,3 a 23 ug/ml em 24 horas, no pHs 4,5 e 4,5 Para a levedura foi
necessdria uma CMI de 46 ug/ml, em 24 horas e pH4,5 Fsse produtno ini-
be E.coli o 8. aureus em concentraclBes dtimas de 20 ug/mi 8 rausza 3
lise de vdrias hactdrias Oram positivas e Oram nesativas com ARroaWima-
damente duas vezes a UMI (HAMILTON, 1971) .

A formulac8o Desfloc a base do ativo 3,4,4° triclorocarbanilida
(TCC) age seletivamente sobre as bactérias contaminantes sem afetar a
levedura do processo. Nio apresenta a inconvenifncia de antibidticos
que, além de serem caros para uso na fermentac3o, nio permitem usa
continuado devido a sele¢do de cepas resistentes. Essa formulaclo nio
¢ corrosiva £ possul baiwa toxicidade. Pela TABELA 44 pode-se ohservar
a4 grande diferenca de CMI entre as bactérias e a levedura. A CMI do
Desfloc € bem inferior aos outros bioridas testados ficando entre 2,25
a 0,50 ug/ml para bactérias e acima de 20¢ ug/m] para a levedura, em
i5 horas e a pH 4,5, Para 24 horas de incubac3o a CMI foi de 0.5 a 4,9
ug/ml, para as hactérias. A EMI do TCC para 8. aureus (48 h /379 )
foi de 6,5 ua/ml e para C., albicans (7 dias/P80C.) 500 ug/m] (WALL~
HAUFGER, 1984), resultados semelhantes aos encontrados nesse trabalho

Segundo HAMILTON (1971), o TCLC é altamente dependente do numero

de células, sendo encontrado pelo autor CMI de &,078 uasml com ingcu~
lac¥o de 197 cel./m}. Como propriedades comuns das carbanilidas es-
t8e: a atividade independente do sH, a¢30 bacteriostdtics em haiwas &
bactericida em altas concentragBes, n¥o possuem atividade gsporicida @
580 especialmente ativos para as bactérias Gram positivas. Pelos re-
sultados apresentados esse produtn foi escolhido para testes no modelo

de fermentaglo mista.



4 3.2 Avaliaglo do uso de 180¢ mg/l de Desfloc imobilizado com #
sen 2 adic¥o de extrato de leveduras.

A avaliagdo do efeito do Desfloc imobilizado no controle bacte-
riano da fermentac¢3p alcodlica foi feita testando-se uma alta concen-
trag3o (1009 mag/l) do produto, com & sem a adicHe de adiclo de 18 g/l
ge extrato de levedura.

A media da viabilidade das células de leveduras (TABFL& 47 e FI-
GURA 21) nos ciclas finais (32, 72 e 82 ciclos) no tratamento com Des-
floe (B7,9%) foi bem superior ao controle (47.1%) com P(@, 0014 Entre
os tratamentos extrato de levedura (21,6%) e desfloc mais extrato de
levedura (49,0%) também houve diferenca significativa (P($,001), de-
monstrando que o produto evitou a queda acentuada desse pardmetro.

Com a taxa de brotos vivos (TABELA 48 » FIGURA 28) hpouve diferencas
significativas apenas entre o tratamenta com extrato de levedura
{53,63%) e o tratamento com extrato de levedura mais Desfloc  (14,5%),
significativamente superior no segundo tratamento (P(®,891)  Apesar
das diferen¢as nas taxas de brotos mortos (TABELA 49 & FIGURA 22) en-
tre os tratamentos controle (6,%7%) e Desfloc (2,19%), ou extrato de
levedura (17,9%) e extrato de levedura mais Desfloc (12,9%), elas nio
foram gstatisticamente diferentes (P)0,951).

0 numero de leveduras (TABELA 5S¢ e FIGBURA 21) fpi reduzido de

150 X 107 (19C) para 6,85 X 1@7 u . f.c./ml. (média do 72 e 892 ciclos),
no tratamento com extrato de levedura, e 7,00 X 127 (média do 78 e 89C
riciog) no tratamento com extrato de levedura o Oesfloc. No tratamento
com Desfloc houve o dobro de células vidveis (56,5 X 107 4 £ ¢ /ml) em
relacdo an controle (média do 72 & 88 ciclos).

{0 ndmero de bacterias (TABELA 51 e FIBURA 23) no 8Y cicle foi rae-
duzido apenas no tratamento com Desfloc (3.8@ X 187 u.f.c /ml), os
tratamentos controle (55,8 X 197 u . f.c./ml) e extrato de levedura e
Desfloc (67,3 X 107 u f.c/ml?} permaneceram elevados. 0 tratamento com
apenas extrato de levedura apresentou o maior indice de contaminacio

(205 X 107 u.f.c./mi).



A meédia da acidez no vinho (TABELA 52 e FIGURA 24}, entre os ci-
clos &2, 72 & B2, demonstrou nitidamente a diferenca entre os trata-
mentos com Desfloc (2,92 g/1) e o contrale (&,84 g/1). bem como os
tratamentos rom extrato de levedura com (8,82 g/1) e sem (15,% g/1)
Desfloc, com P(&,00! Houve uma reducio de praticamente metade da aci-
dez nas fermentacles tratadas com o desinfentante Essa diferenca pro-
vavelmente estd associada com o5 resultados encontradoz para os indi-
cadores das condig¢@es vitais das leveduras, favorecidas pelo tratamen-—
te com o antibacteriano. Quanto ao eH do vinho (TABELA S3 e FIGURA
24}, haouve comportamento inverso ao da acidez entre o controle (3,59
9/1) e o Besfloc (4,14 g/1), e 9 tratamento com extvrato de levedura
com (3,468 g/1) & sem (3,45 g/1) Desfloc (P(O,91)

0 efeitoc favordvel do Desfloc sobre o consumo de acdcar pela le-
vedura e produc3o de etanol ficou evidenciado neste teste. A& média da
concentrag8o de agucar residual no vinho (TABELA 54 dos yltimos ci-
clos (72 e 82), apds 19 horas de fermentac3o, foi significativamente
superior (P(2,0¢1), tanto entre os tratamentos controle (7,31 g/l) em
relagdo ac tratamento com Desfloc (2,49 g/1), comn também entre o
tratamento com extrato de levedura (8,95 g/1) & o tratamento caom ex~
trato de levedura e Desfloc com (2,82 g/1) A média da eficiéncia da
fermentacdo alcodlica (TABELA 57) entve o controle (73.8B%) e o trata-
mento com Besfloc (77.4%) n3o foi significativamente diferente
(P?@,83), porém, entre os tratamentos extrato de levedura (5%,4%) e
Desfloc mais extrato de levedura (84,94}, houve uma diferenga de
11,9%, aque em termos de rendimento foi extremamente significativo
(P{@,0801). Para o calculn da efiviéneia de fermentaclo alcodlica +oi
considerada a concentracdo de acdcar no mosto (TABELA 55) e etancl no

vinho (TABELA 8S4) .
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4.3.3 Avaliac¥o do uso de diversas concentracBee de Desfloc imobili-
zado.

Noo teste anterior foi testada um alta concentraclio de Desfloc
{4869 masl) e houve um resultado satisfatdario, porém nesta concentra-
580 n¥a seria possivel uma aplicagio industrial do produto, tanto por
guestfes econdmircas guanto operacionais. A avaliacBe do desempenha de
diversae concentragGes do produto foi feita para determinar a menor
concentracao necessaria, a fim de obter o controle do crescimento bac-
teriann durante a fermentaclo # evitar o consequente aumento da  aci-~
dez.

0 produto conseguiu um resultado satisfatdrio em rela¢Eo ao con-
trole. A média da acidez dos ciclos 82 aoc 112 (TABELA 68 e FIGURA 27)
no controle (5,48 8/1) foi significativamente superior (P{(&.,85) aos
tratamentos com Desfloc nas concentracdes: 79 mg/l (4,94 g/1y, 2068
mgs1 (4,47 g/1), 30@ mg/l (4,34 g/1) & 1800 mg/l (4,45 a/1) O pH (Ta-
BELA 41 e FIBURA E27) entre o contrale ¢ o ns tratamentos com Desfloc,
nio foi significativamente alterado (P»6,925) ficando numa faixa de
3,85 a 3,92, nos ciclos finais (72 ao 112 ciclo).

A media da viabilidade das leveduras (TABELA 3B e FIGURA 29) nos
ciclos finais (82 e 102} sempre foi inferior no controle (43,7%) em
reliagido ans tratamentos cem Desfloc 75 mg/l (49,8, 2008 mg/1 (74,8%),
320 ma/l (77,8X%) e 1808 mg/1 (49.84), provavelmente devido as diferen~
tas no nivel de acidez, superior no controle. A média da porcentagem
de brotos vivos dos ciclos BE e 1082 (TABELA 59 e FIGURA 24) no trata-
mentn cam 75 mg/l (1&,3%) foi superior aos demais {inclusive controled
que Ficaram numa faiwa de 46,23 a 9,48%. Em relac8o aps brotos mortos
({TABELA 0% o FIBURA 84) nlp houve srandes variagles entre os tratamen-
tos (2,29 a 4,34%).
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4.3.4 Avaliagio do Desfloc imobilizado com potencializador em diver~
sas concentracBes de extrato de levedura.

ConcentracBes da ordem de 735 my/l de Desfloc imobilizado passam a
ter interesse industrial n8o sd do ponto de vista econBmico como ope-
racional, j3 que em termos de volume este produto ocuparia menos de 2%
do wvolume da dorna. 0 uso de detergentes anidnicos (lauril sulfato de
sddin) aumenta a solubilidade do produto imabilizado no meio aquoso,
sendo testado para aumentar a potencia do desinfstante. Também foi
adicionado neste dltimn teste o extrato de levedura em diversas con-
centracBes, e 80 apds S ciclos fol introduzido o desinfetante Desfloc,
com o intuito de simular uma condig¢8o drdstica em termos de infecglo.

Todos o0s tratamentos (inclusive o controle) foram ewerutados com
velocidade de centrifugac3o de 50@@ X g até o 242 ciclo. Apds este ci~
clo foi alterada a veloncidade para B70 X g, a fim de causar a infecclo
hacteriana no tratamento controle.

Nos 0 primeiros ciclos houve um significante (P(2,8%3) aumento do
nivel de infec¢l3o bacteriana na fermentacdo, sinalizado pela media da
acidez no vinho (TABELAS 435 e &4, FIGURA 31), especialmente entre o
controle (4,37 a/1) & os tratamentos com extrato de levedura nas con-
centraces de 1,80 g/1 (1@.7 9/1) e 5,20 g/1 (13,6 g/1). 08 tratamen-~
tos com 9,209 g/1 (6,39 g/1) e 9,480 g/1 (8,24 /1) n¥o foram estatis-
ticamente superiores ao controle (P)9,05).

0 Desfloc demonstrou eficincia no controle bacterianc. Houve a
qugda da acidez em poucas ciclos, que estava bem elevada na fase ini-
cial sem controle do crescimento bacteriang. & acidez caiu vertigino-
samente Jj& a partir do 69 ciclo. Do 49 ap 112 ciclo, a média da aci-
dez dos tratamentos com extrato de levedura nas cancentraglOes de 2,200
g/1 (3,51 g/1), 9,600 a/1 (5,44 g/1), 1,80 g/1 (8,44 g/1) » 5,00 gr/t
(10,2 a/1), ndo foram significativamente diferentes (P)9,85) do con~
trole (5,93 g/1). Do 118 ao 242 ciclo houve ume queda da acidez ainda
maior, 0s tratamentos de 0,208 g/1 (5,12 ga/1), &,600 g9/1 (5,30 g/1),
1,88 o/1 (5,50 g/1) e 5,00 g/t (4,22 g/, também n¥o0 foram diferentes
{PY®,25) do controle (5,48 g/l



Na fase final da fermentacio (262 an 302 ciclo) houve um aumento
nos niveis de acidez do vinho tanto nos tratamentos cam Desflioc, devi-
do a sua ineficdcia, como no controle que aumentou devido 2 reduclo da
velocidade de centrifugacio a partir do 242 ciclo A wédia da acidez
do winho no tratamento com 5,00 g/]1 de extrato de levedura (8,43 g/1)
fni significativamente superior (P)®,085) ap controle (7,38 9/1}) que
ia estava bem acima da fase anterior (5,68 g/1> Todos os demais tra-
tamentos: @, B89 g/1 (3,79 g/l1), @,690¢ g/1 (6,70 gs1) e 1,86 g/1 (3,99
g/1) faram superiores aoc controle da fase antervior. Portanto o produto
controlou a acidez do vinho do 42 ao 23% ciclo, nos ciclos finais hou-
ve perda & gasto do produto, fatores que levaram ao fraco desempenho
nos ciclos finais (TABELAS 45 e 44, FIGURA 31).

A média do pH do vinhp do 4% 2 58 ciclos (TABELAS 43 e 47, FIGURA
a2y fol significativamente inferior no controle (3,39) em relagio ape-
nas mo tratamento com 5000 ma/l de extrato de levedura (3,37), nos de-
mais fratamentos (2,200 g/1 - pH 3,44; ¢,400 g/1 — pH 3,47 & 1,80 9/
- pH 3,44), nBo houve diferengas significativas (P}@,65).

Entre o &2 ao 242 ciclo, nio houve diferengas significativas
{(P30,85) no pH do vinho entre os tratamentos com Desfloc e sxtrato de
levedura e o controle, ficando na faixa de 3,44 » 3,57 entre o 48 e o
122, e de 3,73 a 3,79 entre o0& ciclos 119 ap 242 Nos ciclos finais
(B4R ao 308) houve uma forte diminuic8n do pH em relaclo a fase ante-
rigr com 3,52 {(controle}, 3,45 (@,20& g/1), 3,461 (0.429 arsly, 3,78
(1,80 g/1) & 3,44 (5,00 a9/1).

& viabilidade das células de leveduras (TABELA 62 e FIGURA 28)
sofrey diminuic3oc na fase sem Uesfloc e com extrato de levedura (12 ao
SBC.)Y. A meédia da viabilidade das leveduras no 48 ciclo demonstrou a
nitida diferenga entre o controle (49,7%) e o tratamento com extrato
de levedura, nas concentragBes de 0,400 g/1 (14%), 1,82 g/1 ((3%) =
3,88 g/1 (5K} 0O tratamento com 0,220 a/1 {foi syuperior ao controle
(54,3%). Apds o 49 ciclo, houve uma recuperagfo da viabilidade nos
tratamentos com extrato de levedura e Desfloc, no 238 ciclo os trata-

mentos com @,20@ g/ (51,4%), 9,409 g/1 (44,4%y, .80 g/1 (951%3 2 5,00



gs1 (479,74}, estavam compativeis com o contrsle (45%)Y Na 389 riclo
houve uma redu¢Bo da viabilidade em tados os tratamentos, devido a
ineficdcia do produto e ao consequente aumento da acider no vinhao,
provocado pelas bactérias liticas.

A porcentagem de brotos vives das leveduras (TABELA 63 e FIBURA
2%) também sofreu forte reducSo na fase sem Desfloc e com extrato de
levedura (19 ap 52 ciclos). A média da porcentagem de bhrotos vives no
42 ricle apresentou diferenca entre o controle (15,1%) e o tratamento
cam sxtrato de levedura, nas concentraglies de @,400 g/ (0,9P8 %),
1,80 g/1 (@X%) e 5,80 9/1 (&%). O tratamento com $.200 g/1 $oi superior
ao controle (28,7%). Apds o 429 ciclo, semelhante 3 viabilidade. também
houve recuperagdo da taxa de brotos vivos nos tratamentos com extrato
de levedura e Desfloc, no 282 ciclo as tratamentos com ©.200 g/l
(14,3%), 2,400 g/1 (13,1%), 1,82 g/1 (16,4%) e 5,00 g/1 (P@,1%), foram
superiores ao controle (8,298%). No 302 ciclo houve uma diminuigio mais
acentuada apenas no tratamento com 5,00 g/1 {5,034

A media da porcentagem de brotos mortos no 49 cicio (TABELA S9 e
FIGURA 3@) foi alta nos tratamentos com extrato de levedura, nas con-
centragles de 0,200 g/1 (14,34%), 0,400 g/l (33.0%), 1,80 g/1 (0%) e
5.20 g/1 (@4) em relacio ao controle (9,93%). 0 tratamento com &,200
g1 fol superior aoc controle (2B,7%). apds o 49 ciclo, semelbkante a
viabilidade, também houve recuperagin da tawa de brotos vivos nos tra-—
tamentos com extrato de levedura e Desfloc. Mo 239 ciclo os tratamen-
tos com @,208 a/1 (14,3%), 0,400 g/1 (43,1%), 1,8¢ g/1 (14,4%) e 5,00

g/l (26,14}, foram superiocres ao controle (8,20%) No 389 riclo houve
uma forte redugBo apenas no tratamento com 5,008 g/1 (3,03%) .
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Os resultados dos ensaios de fermentacfo demonstraram gque o Des-
floc deve ser testado em escala industrial, podendo ser imobilizado em
alginato e testado na concentracdo de 73 mg/l com auxilio do poten-
cializador lauril sulfato de sddio em concentracBes de 1,47 a 3,00
ppm. O produto além de reduzir a acidez do vinho por 2@ ciclos (462 ao
252 ciclo), evitou a queda da viabilidade e brotamento das células das
leveduras, evitando assim o aumento de nutrientes no meio, provenien-
tes da morte das leveduras, que como demonstradeo favorece o crescimen-

ta bacteriano,



F . CONCILUSGES

5.1 A técnica de estudo da populaclo mista leveduyras ¢ bactédrias lati-

3.

3.

2

.3

cas, gquando testada em condig¢fes fisico-quimicas similares as ob-

tidas na industria, e com altas concentracdes de bactérias, simu-
la © crescimento da populaglo bacteriana durante a fermentacio al-

coalica.

ApGs 4 a 7 ciclos de fermentacio de 20 horzs rada, acorre o ini-
cio do crescimento da populacBo bacteriana inoculada no primeirs
ciclo e, ap6s B a 12 ciclos, ocorre a inibiclo das leveduras de

vido ap extesso de acidez provocada pelo aumento das bacterias.

0 crescimento das bactérias durante a fermentagio parece nio ser
tan dependente do tamanbko dessa pooulacio, mas das condigBes $1-
sico-gquimicas &, principalmente, dos nutrientes presentes no meig

de cultivo.

Varios fatores nutricionais estimulam a populagio bacteriana con-
taminante da fermentag8o alcodlica, dentre eles, extrato de leve-
dura, triptona, dcido casaminico e peptona, indicando a necessi-
dade de complementacio desses produtos ou de seus derivados no
caldo de cana, para que ocorra ¢ crescimento bacteriano durante a

fermentagio.

Extrato de levedura (1%) propicia uma fTorte infeceio bacteriana
no modelo estudado, levanda & morte leveduras em 3 riclos fermen-
tativos de 2@ horas cada, devido ao excesso de acidez latica no

vinho {aproximadamente 15,9 g/}, produzida pelas bacterias.

0 conjunto dos L aminodcidos ala, Arg, Glu, Lus, asp, His, Phe,
Pro, Ser, Thr, Trp. Tyr, Tre, Glg, Val, Leu, Ile, levam 3 uma

resposta semelhante ao extrato de levedura na fermentaglc, guanto
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ao cresciments das bactérias e inibicdo das leveduras

Sem a complementagdo com os aminoacidos Leu, Ile ou Yal ne meio
a basg de caldo de cana desidratado a 4%, nBo ocorre crescimento

de L. ¥fermentuym em cultivo puro

Complementagio do meio a base de caldo de cana desidratado a 4%
com as vitaminas (piridinaz, dcido nicotinico, tiamina, pantotena-
to de cdlcio, PABA, acido fdlico) & sais (sulfato de mangands,
sulfato de magnésio, acetato de sddio e citrato de améniald; ndo
530 necessarios para queg ocorra o0 crescimento de L.

fermentum,

05 aminoscidos s80 os principais componentes presentes ng extrato
de levedura que estimulam o crescimento das bactevrias laticas du-

rante a fermentagio alcodlica.

6 duracio de rada ciclo dos ensaios de fermentaclo @ fator im-

portante no desenvolvimento da populagio bacteriana da fermenta-
cac alcodlica por leveduras. Quanto menor a duracic de cada ci~
¢clo, menpr o grau de competicdo da populacio de bactérias duran-
te o cultivo misto. (iclos com 20 horas de duraciio, favorecem as

bacterias, o gue n3o ocorre gquando o intarvale @ de 12 horas.

Baiwxag velncidades de centrifugagido do ferments (da ordem de 87@
a 2Ee9 X g favorecem pn desenvolvimento das bhacterias contaminan~—
tes da fermentacldo, e comportamento inverso pocorre com velocida-

des mais elevadas (DO X gl
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5.13
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Na avaliag8o da inibi¢Bo de Lactobscillue fermentum &
Leucongstoc mesent&roides no meio a base de caldo de cana desi-
gratado a3 4% e em pH 4,9 , destacaram-s2 o8 sequinies produtos
com suas respectivas faiwxas de CMI em 24 horas de incubaglo:
clindamicina (0,050 - @&,40 ugs/ml), penicilina V Acida (0,03 -
9,86 ug/ml), sulfito de sddio (19,6 - 40,9 ug/ml) e formaldeido
(11,5 - 23.2 ug/ml) Dentre as formulagdes comerciais destacaram-
se& as ativos bromofenato (¥ ~ 18 ug/ml) e tiocianateo (1,206 ~ 5,9

ua/ml}y, e 3 formulagio Desfloc (6,85 - 2,50 ug/mly.

73 mg/1 de Desfloc (triclorvocarbanilida) imcbilizado em zlginato
de cdlcio, e combinado com lauril sulfato de sadio (1,47 a 5,080
mg/1), controlam de forma eficaz o crescimento de L,
fermentum na fermentacBo alcodlica conduzida em escala de labora-

torio por 20 ciclos de 20 horas.
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7. APENDICE

TABELA P - VUiabilidade das células de leveduras {(X) no teste de
avaliaclo de alguns parfmetros da fermentaco alcodlica com
adicHo intcial de . fermentum.

ciclo repet igin média desvip padrio
1 z 3
i 87,3 26,5 24,0 %4, 4 Q. 440
2 94,3 P4, 4 ¢i.7 23,8 1,93
3 91,3 89,8 ?1.9 29,8 @,879
4 81,8 84,0 85, 4 B4,4 2,87
ps 81,2 85,1 -~ 83,1 2,73
& 86%,3 g81.8 83,9 83,4 1.78
7 Be.5 82,3 - #21.4 1,87
8 83,1 ag.7 Az, 1 BE, 4 9,520
K4 78,4 7e.,7 86.9 78,7 .25
19 81,3 76,6 74,8 78,2 2,64
i 78,9 75,3 81,2 78,9 e, .84
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TABELA 3 - Porcentagem de brotos vivos des celulas de leveduras
no teste de avaliag3o de alguns parametros da fermentacglo

alcodlica com adicSo inicial de L. fermentums

ciclo repetigio meédia desvia
1 2 3 pagric
1 29,3 17.¢ 14,5 17.3 3,04
2 B8, 49 8,38 11,3 2,33 1.7@
Q,%7 7,82 18,5 2,43 i.42
4 8,33 7,97 4,75 7,38 @,830
S 4,21 4,25 - 4,58 1.6@
& 2,%6 2,54 4,29 3,24 2,878
7 3,92 5,07 - 4,84 1,45
8 2,69 3,13 2,49 2,75 @, 38e
2 2,61 1,914 2,29 2,87 9,350
i@ 3,97 2,52 2.23 2,21 2,929
11 2.e7 1.4 2,38 1,95 9,499
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TABELA 4 ~ Porcentagem de broptos mortos das células de leveduras
no teste de avaliac3o de alouns parimetros da fermentagio

aleondlica com adicBo inicial de L. fermentum.

e o it A a e e o i S S AE e Pk W A S e U M T T e Al Al S e i L AU R T e s AN T S T S e e

ciclo repetigan média desvio

i 2 3 patdrio
i g,1%2 @,6810 9,230 p,418 9,35
2 9,205 1.24 8,950 ¢,800 2,53¢
3 1.44 1,12 1,75 1,44 ¢,318
4 3,93 3,17 2,25 2,82 @,546
3 1,75 1,47 - 1,481 $,209@
& D,7460 B,410 - 3,782 9,250
7 2,18 2,45 - 2,31 D, 170
8 1,43 i, ee i,29 1,314 g.119
9 9,950 1,19 1,23 1,13 9.149
14 @,884 {.824 2,47 1,58 2,858
11 9,491 2,34 2,38 1,81 Q. 7?78
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TABELA 8 -~ Nimevro de c¢élulas de leveduras no ingculo de cada ci~
clo, eupressos em u T ¢ “ml % 197) no teste de avaliacBno de
alguns parimetros da fermentagdo alcodlica com adicdeo ini-

cial de L. Fermentums

dn A R mm R kb e A A AL e A e LT T e v el A AL A A AR WA A MM R A e Gmk i ek e MM W A WG M AR T A A AT MR W W e e e e

ciclo repeticio média desvio
—————————————————————— padriao
] z 3

i 48,9 48,9 48,0 48,9 @

e i88 84,0 89,9 121 58,8

3 2.5 84,5 74.5 83.8 2,04

4 118 167 15@ 125 ee, e

i} 131 167 igg i2e -~ §

& 14 133 11% 119 14.8

7 iz 111 28,0 141 12,3

B ig2 145 134 124 1¢.5

? 148 ta9 87,3 165 15,7

19 104 84,5 4,0 94,8 ¢,80

14 86,0 79,0 - 82,5 4,95

ie e, 3 70, @¢ 28,93 ?3,¢ 1,89



L

TABELA 4 - Numevo de células de bactérias ldticas mo indculo de
cada ciclo, expressos em u §. ¢ . /ml X 1@?, no tegte de ava-
liac8e de alguns paridmetros da fermentacic alcodlica com

adic80 iniciasl de L. fermentum.

A WA W R MR W AR T e ey e ey e b ik ik kel rmky et i b e el i b o ke o b ke ke mr mim e e e R P AP W W SRR R AR AL A

ciclo repet ican media desvio
——————————————————— padric
1 g2 3
1 58,5 58,5 58,5 58,5 9
2 187 52,9 58,0 73,0 e, 7
3 59,9 33.¢ 38,5 49.3 8,47
4 32,0 37,5 53,5 48,3 2,54
3 54,0 33, @ 53,35 47,3 12,4
& 43,3 33,9 41,9 39,2 5,48
7 C 33,3 32,9 34,8 3,48
8 48, @ 35.,¢ 43,3 4z .2 4,60
9 A1, 0 51,9 34,4 = 49,8 12,4
19 &2, ¢ 44,3 42,3 50,3 ie, 3
i1 82,5 51.35 49,9 57,3 2g,9
12 10¢ 86,0 81,9 8%.7 9,63

i3 82,8 94,8 B8O, 2 88,5 7,47

AR e WU T T P T P ey Ave vk e by vy et e iy mhn iy ey e, W S e L e M, e . M TRR TR m W AR TWR R MW PSS YA FAR MR AT TAR MG MR R A W W A Al e
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TABELA 7 - pH do winho delevurado nao final de cads ciclo, no tes-
te de avalingip de alguns parimetvns da fermentacdo alcocogli-

ca com adigdo inirial de L. fermentum.

ciclo repet i¢80 media degvin
—————————————————— padrago
i 2 3

i 3,37 3,33 3,34 3,35 9,9re
3 3.44 3,48 3,349 3,44 9,030
4 3,54 3,48 3,45 3,49 3,000
3 3,47 3,44 3,49 3,45 @,819
4 3.48 3,42 3, 41 3,44 2,010
7 3,39 3,40 3,39 3,39 B, 045
B 3,37 3,38 3,49 3,48 %, 040
2 3,29 3,34 3,40 3,35 &,058
10 3,40 3.38 3,41 3,39 9,030
i1 3.84 3,37 3,39 3,34 @,.078
12 3,23 3,37 - 3,31 2,989

e et . . — i b MY A i e Ak WAE P P v i ik A A AR A e v e A Al A R T T e e AL W A L AT e e e e A o S e L i e



]

TABELA 8 - Resumo das faixas de resultados referentes aos parame-
tros avaliados no tratamento contrale de 4 pnsaios de

fermentagic.

e i vt i b i A i A ik A AR A A T e bl ek MR A WA BT SRR ST M el e e e b b A AN ol R e e e e ek e e ke i ek Ak

Parimetvos Fase 1 Fase 2 TaBELA
minimo maximo minima maximo
Ciclo i 7 a8 13 7
1 4 5 o 13
i 3 4 9 28
b 4 3 B i yes
Viabilidade 21,4 P4, 46 ThH A 82,4 &
(% 41,3 74,0 55,5 &5, & Q
Q4,0 98, 4 457,90 89,4 14
57,4 P4, 4 43,8 49,8 47
Brotao wviwvo 3.21 17,3 1,95 3,99 3
%) 9,480 19.3 92,08 14,1 19
&, 45 9,8 7,36 11,9 17
.24 19,1 8,23 14,9 a8
Broto morto Q,400 2,82 i,13 2,86 4
(%) @, 380 3,97 5,04 8,43 11
&,R240 Q,430 1,53 3,88 iB
@,70@ 5,69 4,47 .72 45
Acider vinho 5,07 6,16 5,89 - 14
ig/1 expr. 3.12 3,73 3,49 4,83 21
ac latico) 5,59 &,1% 45,03 7.2¢ 32
pH 3,38 3,49 3,24 3,49 7
3.0t 3,28 2,81 2.88 15
4,98 4,28 3,84 4,38 ce
3,47 3,48 3.54 3,44 53
N2 Bactérias 34,8 73,0 42,2 a%,¢2 &
(#107ufc/ml) 97,90 159 135 174 13
15,0 c8.82 24,0 igs Pe
129 139 95,9 199 34
M2 {eveduras 48,06 125 1.0 124 5
(%107 ufc/ml) 52,5 103 38,9 54,0 12
78,82 163 2% .8 BL,0 19
79,9 150 23,9 38,7 33
Eficiénecia

ferment . (%)Y 71,8 72.8 71,9 78,0 57



Lo

TABELA %a - Viabilidade das células de leveduras (%) sem adigio

de extrate de lewedura ng masto (controlel.

ciclo controle media desvio

padrio
i 25,1 97,0 - 94,9 96,8 1,3t
e 87,0 86,6 82,4 - 85, 4 2,43
3 74,4 9.1 7e.,a - 48, 5 8,74
4 74,8 53,4 55,6 - 41,3 ii.8
3 51,9 49,8 23,9 48,4 54,8 g,48
b 5¢,3 22,9 59,2 59,7 53,3 4,92
7 70,14 - 68,9 - £3,0 7,14
8 72,9 49,3 56,9 36,2 59,4 9,57
? 79,4 59,2 - - 48,0 4,859

e A A A T o o iy e i MG R, W T W PR e e Ak ik AL A PR o oy i i sl Ak WS AR A T A e e e e ikl A AL RS ATA AR TP S T S T e e i sk o o ke b

TABELA b - Viabhilidade das células de leveduras (%) com a adigio

de 106 a/1 deg extrato de levedura no mosto.

o e P — A WS U N R P T ek L i A A AN A AP v e v el o e A A W M WE W TER mh e e v e G ik AL ME AT MRS AT SR AN AT T S e T b e ek ok ekl e ol e et

ciclo repeticao media desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
i e 3 4
1 9.5 88,7 - 89,0 89,46 1.287
2 46,5 41,9 40,7 - 41 9,73
3 19,3 ié 14,1 - 14,3 2.74
4 (5 (S S (5 5 -
5 (8 {9 {3 L5 3 -
& 15,4 4,929 3,09 &, 48 7,42 S, 4%
7 21,2 8,59 ?,90 - 13,¢ 3,49
8 19,9 7.43 24,0 13,3 14,4 7,93
K4 £4,.8 ?.,43 33,8 25,5 c3, 9 19,3

e e T e e M e e e e e e M M e e e e e e i ke T .t e T T A AR M M M e S S AT S A e S e
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TABELA 103 ~ Porcentagem de brotos vivos das células de leveduras

sem adicBo de extrato de levedura no mosto (controle)

TN OTIT TR ST WA ML AL Gk NP R GG TUR L A ML e e . e e A A e b e a4 WG A R e T e e e L B W Mok b e e e e St et e e . e e e e

ciclo repeticido media deavio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 z 3 4
i 4,28 18,7 - H,23 8,44 3,17
2 7,14 8,42 8,43 - 8.8 9,74
3 32,1 8,54 18,8 - R | 19.8
4 ac, 8 18, ¢ 17.1 - 19,3 3,98
3 14,4 11,1 18,7 13,4 14,1 2,31
) 15,0 ie,8 11.5 11.8 iz, 8 .08
7 13,9 - 7,33 - 19,4 4,43
8 9,22 ii.,7 A, 28 ?.18 2,88 2,84
2 19,9 @,84 - §,83 %, 58 @,430

P T Y T TE L U A (it e Mt ke ok T e Ty . e T AP WY AL RN MMM L Tk A i i e T P A AU AR e il i el o T P M AMLL Wik ik oy PP A AR e o . v .

TABELA 18b -~ Porcentagem de brotos vivos das cdlulas de leveduras

com a adicido de 19 g/l de extrato de levedurs no mosto -

T T U TR WA S AROMAL il Akl el i b ey el b T TR SR S VA AR AL AL okl ek ik iy e ey T R W NS A Ho i e K ok A P MY AN il k. e e e R WP U At ek —

civlo repeticio media desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 2 3 4
i 31,9 54,8 - 54,1 53.4 3,48
2 &.14 16.3 32,89 - 4,78 3,85
3 3,2 1,49 10,8 - 5,44 4,78
4 & % 2 @ @ &
o @ @ @ @ & @
& 1,43 i,e9 - - i.248 B, 24
7 1,97 @,4&7 3,30 - 1.%8 1,31
8 3,45 - 5,45 1,88 3,37 2. 38
@ 1,588 9,47 2,54 @,49 1.32 8,93

T TN TR e ST TS AL Sl s U TS A Ll o i A A o Y e Ak e ke e e T Y S e ol T P A e o a Ak e o ot v v e



TARELA i4a ~ Porcentagem de brotos mortos das celulas de levedu-

raz sem adic3o de extrato de levedura no mosto {controie)

viclo repeticio média desvio
i 2 3 4

i @,37¢ 2,3%e - &,37%9 @, 38 & 214
2 1,33 2,19 3,09 - 2,81 @,74
3 3,24 4,94 1.57 - 3,24 1,79
4 1,63 5,33 4,25 - 3,97 2 @4
3 4,96 3,83 5,90 5,585 %, 94 3,710
& 4,81 5,40 3,91 H,60 5,89 9,340
7 4,42 - 6,45 -~ ®,43 1,43
8 3,87 7.2% 3,43 46,25 S.824 3,82
9 4,53 4,82 - 46,39 5.89 1,92

e At i . o o i vt oy o i A AR A e e R T P ik AT A o LS itk A o el e A LS M S T R sl G e e T S Sl L R ST s s e

TABELA itb - Porcentagem de hrotos mortos das células de levedu-

ras com a adicio de 1@ g/l deg extrato de levedura no mosto

e e e Yt et ol AR Ao T ok M T Ty b e AR A T A ok et TR M et At A A S Tk Sk R S e L e S S S S S s

ciclo repeticdo média desvio padrao
1 [~ 3 4
b @,5%¢ 11,3 - 4,289 4,95 9,36
a 4,414 8,84 9,49 - 7,38 2,98
3 8,38 12,4 i2,8 - 11,8 2,44
4 24,1 25,0 23,8 - 23,6 1,98
i 2.2 24,3 24,0 - 23.5 1,13
& .84 4,98 7,89 9,560 7,54 2,43
7 4,93 13.4 11,9 - 2,74 4.36
B8 in,@ 18.1 7,71 12,0 i2,1 4,39
? 5,23 i2.58 11.8 4,414 g, 48 4,29

e o ket i ot R S o - A i - e e e Tl e A MR AR R P T e e et VS SEC VEA P e G il WAL A 4R T TR A e RS AR e e e i e e
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TABELA 12a~ Numero de células de leveduras no indculo de cada ci-
clo, expressos em u. £ ¢ /ml X 107 , sem adic3o de 10 g/} de

extrato de levedura no mosto {controled.

et rme e T ot ki ik AP AR W e i e r mim sk ik AMR A PR b R e e e T L W A A S e e ke i e WA M e R e el e ke st T T S A ek e e

ciclo repeticdo media desvio padrio
i 2 3 4
i ieg i1 84,0 - ie3 17.0
2 147 145 131 13% 149 AN
3 173 248 144 24,0 175 71,5
4 54,9 91,3 43,3 41,0 52,5 7, B
3 44,5 52,8 n3,9 - 59,9 4,54
. 47,48 37,1 45,82 49 .9 56,0 4,48
7 57,8 43,9 32,3 42,5 49,4 14,6
B 34,0 52,9 ag.,e 32,0 38,9 ?, P48
2 60,0 38,0 34,0 43,3 54,8 13,4

e e ML A P W e o o A AN AL M PrVS vEm e e s i Ak A LS R e e v ek A AL LA i Y W TR W e et SR Wi WA S A R TEA M S YRR ek ey AL MRS A WA LS AR S s



TABELA 12b - Numero de c2lulas de levedurss no indculo de cada
ciclo, expressos em u f .o o/ml X 197, com adic3o de 16 g-ri

de extrato de levedura no mosto

e ik kb A Ak A SR A AL TR AT R T VP T T et e e ey e e e e dm e v e R e S VR R S W e ke b ik

riclo repetigso media desvio padr3o
1 2 3 4

i i23 159 134 - 13¢% ig, 4
2 ii8 145 128 74,0 ii2 ii.¢
3 131 G7.,0 38,@ 34,0 97,8 Z1.4
4 @ 2 @ @ o 2

5 @ 2 @ 2 2 2

é 5,94 @, 440 @, 450 2,902 2,08 Y
7 4,39 1,86 1,29 1,89 2,87 2.43
B ia2.2 - 2,469 5,00 5,93 5,49
2 13, ¢ 65,79 14,0 14,14 i, 4 4,02

W A A P TRy T R R T W e e i e gy e e we fr g e e gk . . e T S R TR SR SR (UM R ARRI TER HYR TMI AT TS MR STM W TUM BT VM ANV MMM i W e et bk e —



TABELA 133 - Numero de células de bactérias laticas no indculo de
cada ciclo, expressos em u §f ¢ 7wl ¥ 1%?, sem extrato de Je-~

vedura no mosto {controle)

ciclo repeticio media desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
i 2 3 4
i 137 156 143 - 199 3,79
rrd 123 123 133 114 ig2 8,44
3 88, ¢ 117 141 101 164 13,6
4 70,9 139 81,3 - e .8 37,9
3 - 139 139 145 £35 B.64
& 179 - 1295 199 142 33,3
7 1e2 178 241 173 i74 57,0
8 2.3 149 127 88,3 114 2%,0
g 125 198 193 - 171 46, 4

e s Pon o i e A T AR T P TR PP e by o ke Wik Al S PRR T SWR TRR A R e by e i i AL AN A AL R MR TR A R e e e ek i ek A ek e L A e A WA AR A WA A A WA S

TABFLA 13b - Numero de células de bactérias ldticas no inodculo de
cada ciclo, expressos em u.f ¢ /ml X 107, com adig3o de 19

g/1 de extrato de levedura no mosta.

ciclo repet igio media dasvino
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrao
i [~ 3 4
i 1914 161,595 149 - 144 25,6
Fid 144 138 13e 144 143 4,38
3 311 239 egwl’ ] 3B7 309 57,3
4 389 443 pel-1%4 470 449 73,9
3 496 529 - 450 4BY 35,1
& 825 100 427 485 &77 281
7 - 381 337 301 349 40,1
8 249 - A7 @ 255 322 i2%
g 309 -~ 375 282 323 48,9

o i o T i e i e ke Sk e Ak ok el UMY AR AR AR L VR ARE IR N MR M e e Ay ey e ks e mn i md e ke i e v e ke e ek Thol e bk e ke e



TABELA 143 - Acidez do winho delevurado, expressa em g/l dcido

Tatice, sem adig8o de extrato de leveduyura no mosto {contro-

ie) .
ciclio repetigdo média desvio
———————————————————————— padrio
i 2 3 4

i 4,94 5.89 5,13 5,13 5,97 @,6812

a2 5,31 - 4,%4A 5,99 3,3% 9,475

3 5,22 4,253 4,33 4,83 s,148 P, 48P

4 3,94 4,33 3,48 6,835 5,99 &,409

] 5,82 7,17 &, 85 7,70 4,89 9,794

A ey i e ek Uk ek il AL ke e ke Al e ik b e ek M AR L A ik e bl ke A il ik okl e e o v e ek T e tmE AT TEY P T TN M TUT AT MM AR A WA e AL e ke

TABELA 14b — Acidez do vinho delevurado, expressa em g/1 acido
latico, com adiclo de 1@ a/)1 de extratn de levedura no

mosto.

cirla repeticio media desvipo

““““““““““““““““““““““““ padrio

e ke s i by i Ak i e WA M AR LS AME AL MRS AL U M HTE R VRS TRA VAR LR LR LR W W LR TR R LR AR S AL W OR TWA AT TS MY M MR VS R M M TUR AR SR e RAR R W A AR e

RS A LM Y A A R AN AT VPR AR M A TR TER e RE MR VR W YR UM WM R AT AT W M ABR A A R TR FPR TR TR VR M MR M e AL AN MM B AR WY ST LA N A MR ik el ik ekl by iy —



i

TABELA 15a ~ ¢H do vinho delevurado no final de cada ciclo, sem

extrato de levedura no mosto (controlel

o ——— — A dn AT AT RS ABR SR AN P R A WM AN AL ik e il sk ek ik ek ey ek dem e e e T WA MR R A W e i e ek s ke e i e A AN BT T e

ciclo repeticdo media desvino
——————————————————————————— padrio
1 2 a4
i 3,23 3,20 3,2z 3,19 3,814 2.918
2 3,27 3,29 3,33 3,23 3,28 2,842
3 3,24 3,89 3,23 3,284 3,85 @ B8lh
4 3,13 2,95 3,846 e,8% 3.4 #.113
3 3,63 2.82 2,87 2,81 Z,ns8 @,i82
& 2,89 - 2,74 2,18 2,81 9,07
7 2,%¢ 2,74 2,82 Z.B84 2,82 9,67
8 2.6 g2.7e 2.79 2,78 2,83 g, 148
@ 2,89 2,73 2,75 3,19 e.,87 9,21

s v s o T e S P RY M PR AR U VLS AL A AR Al b Al okl ke iy ek e iy e T P F PR M AL AL i b et e o e  m PRR MW S e ke ke ke o

TABELA 150b - pH do vinho delevurado no final de cada ciclo, com

adiclo de 10 g/1 de extrato de levedura no mosto.

ciclo repet igcio média desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 2 3 4
1 3,40 3,54 3,41 3,359 3,58 S 033
2 3,54 3,50 3, 08e 3,51 3,% 8, 0en
3 2,97 2,%8 2,94 2,88 2,%4% 8,835
4 2,54 2,52 2,32 2,50 2,381 p.910
b 2,ig 2,09 z,11 e, 10 2.1e D813
& 2,1@ e,e8 Z,1e 2,10 2,89 3,010
7 2,13 2,11 2,45 2,18 2,14 4,630
8 2,18 2,11 2,19 2,26 2,18 2.040
¢ 2,32 2,17 2,83 £2.39 2,87 ¢ . 880

AL kit el e e e P T P EC W AN AL il ek T e P W L AFE ML B ki i e TR T M R WAL Ak MM e e PR R LB A MR ek i e e A SRR MR o b e e AR A e



TARELA 14 - Viabilidade das células de lYeswveduras (%) no teste do
gfeito da inoculaglo inicial do contaminante e adigdn de

amingacidos no mosto {cantrgole).

v i e A G A mPE . e mml b A R A A W T S e e ke ik e S M AT TR R TR Ve e e gk e e e ol A ekl ke A A A A BE AT RS VR e R e

e A A EA AR A MR AR R e T A e e i ek el AR AR A MEA T MR A LY e T e vl e b kA ML AL AMAC AU AMC TS VRE UV AR AT PR AT TR A e e T e

i A Ty e o by iy ot iy sk WAk AL i T e e e Sk v ek AL AR - L WAL VR M W LR e e by b Tl il ik i M A AL A VRS R SN T A T e
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TaBELA 14b « Viahilidade das ceélulas de leveduras (%), sem inocu-

1ac30 inirial do contaminante e sem adiclc de aminodcidos

no mosto.
ciclo repetigao media desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 2

i 2.5 - 2.5 -~
o 4,3 27 .9 P&, & 2, 4%
3 Q4,2 24,3 74,2 2,007
4 9¢.8 21,2 91,0 2,280
& 84,5 84,3 84,5 &
7 80,5 73,8 78,1 3,32
8 82,4 76,8 79.3 4,47
9 77,9 72,9 75,8 4,17

e P e PR e i e e e ek oy ko ke b by ol Sy bl e e b ok sk e e e e S R e Tl e e e R W A A

TABELA téc ~ Viabilidade das ceélulas de lsveduras (%), com a

inoculagio inicial do contaminante o adicEp de aminodcidos

ne mosto.
ciclo repeticio média desvio
———————————————— padrio
i 2
i 94,3 ?46.58 26,5 -
2 89,4 B&, 4 87.% 1,44
3 83,7 81,6 82,46 1,48
4 77,4 72,7 75,8 3,38
i - 44,8 54,8 -
& Bh, b 54,2 55, 4 1,70
7 34,4 39,8 38.1 2,49
8 27,7 39,64 29,1 .43
9 32.8 27,2 29,6 3,39

i el kT — T f—_ T P ST P AT VAR LS A A WA Gl i ik e ke o g . e e e S AT A T PN P RE MR ek ik e kb i — oy
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TABELA 17a - Porcentagem de hrotos vivos das células de lsveduras

noa teste do efeito da inoculacl2o inicial do contaminante

2 adici3c de aminoacidos ng mosto

{rontrole) .

T e e e e el i R A U G B mm s e e A TR A S ML b e e GO NS S A o v A L N AAr W e i er T e e

desvig

padrin

1 Fd
£H,0 31.7
14,9 18,2
&, 12 &,7%9
9,20 12.%9
7,39 12,1
7,92 7,B3
12,4 4,84
7,04 7,38

AR R MR i i e e T TR T TN A S S Al Ut Ml o e T T S YR VL M A MM M Aoy e v, P T WE A WAL MRS SRR A ke T e e A AR A AL Ml e e

TABELA 17b ~- Porcentagem de brotos vivos das celulas de leveduras

sem inoculag8o inicial do contaminante ¢ sem adic3o de

aminoacidos no mosto.

S ik AL e el e e kT S T WP AR N AL A ki ekt e i ey e e T T S AR M R Mk Uk e e D N M AR A bl kL

desvin

padrio

T L AL A NP M AL ikl s ks b e el T WER T ST TUR VT WAL NS IRk llf b ik e TR TR TR TER WL AU AL MM sl b e min M T P PRE MR WA Ak A W ek e e e A A

repetigio

1 2
24,7 -
9,98 1.2
5,78 7,57
4,58 4,7¢
14,1 14,6@
16,3 8,57
19,1 ig, o
13,9 1i8. %

TS L MR e Ak fein e e ey S AT L e e L T Ak e ke o o . T N AR ot b e el e TR T TR TS Al i i e = T U VR ik i 2o e



TABELA L17c ~ Porcentagem de brotaos vivos das celulas de Jeveduras
com inoculac3o inicial do contaminante e com adicio de

aminodcidas no mosto

ot e o t t o A o A o o A Y S oy o A AR RPN R T e AR AR W BT S T kR P el R A e

ciclo repeticio meédia desvio
~~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 2
i 24,3 25,3 24,9 H,569
2 i9.6 1.7 14,14 2,05
3 -1 19,5 7.04 2,83
4 12,3 9,77 14.9 1,79
3 8,49 - 8,49 -
& 4,50 &,76 G,469 1,86
7 13.8 &, 92 2,91 5,50
8 4,4¢ 7,97 4,18 2,958
k4 4,80 5,44 5,12 @, 742

e e e i v ok ik AL M AN e T e il e S e P e ek A A W M S T s e LGE MRS T TR e e e S e e e S s s



TAHELA iBa - Porcentagem de bratos movios das células de lsvedu-

ras no teste do

te ¢ adicio de amincdcidos no mosto (controled

ok A ek A WA AR HTR T A AT P Te deh ek e ke i e e ek ik ki i S AR MA M WM A AR R R R T G T e R e e e ey e me ey e e mm e e

it AR M AT W e ek e e e e AL A A TR MR TR M e md e e b ik el il AL Ak AT ABE M AR TR R W A SRS e ey e e ek ek ey e e b i ——

1 £
é,3e0 @, ?253¢
@,430 2,150
& . 300 @,180
1,830 4,89
1,52 1.33
3,49 3,94
4,39 2,14
4,96 2,88

.0870
9,359
1,58
1,33

e i e i M A R N T A i ok e oAl AL M S AN T T TR ke ek A e AL L T W W P e e S i s Al e A W A L AN YA W T T e e

TABELA 18b - Porcentagem de brotos mortos das células de levedu-

ras sem inoculacSo inicial do contaminante ¢ sem adiglo de

aminoacidos no mosto.

b e o A A S AR AP TMT T e e ke el i AMe AN RS T T M S e ey b i bk kit il W ARG W A W SR e g e ey et ke ek Wil it i kel b

A A v — e — — e

media

desvic

padrio

v e i e Pk e AL UL BAR WA LR EE YRR T R e Tmh e e ek ek ek ke A MM AR M TN AT S TR R T MMV S T T e i e ke ke e ikt ik ko b .k rhdrn

B I 1

b2 + B B ¢

i [
1,34 -
@,4006 9,309
%,800 2,209
¢,550 @,780
i,2% 1.23
i,6% 1,42
1,47 1. 43
1,.%1 Z, 20

&, 8%44
9,420

2,300

2. 2141
@,0495
0,014
8,0634

A T T T P . = e = o e i . . . e T b ol . el bk ek b ki ek i Gl A ik e A L i e A A A M A A it ik ik ok il A i ek e et e ik
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efeito da inoculacdo inicial do contaminan-
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TABELA 1Bc - Porcentagem de brotos mortos das c¢e8lulas de levedu-
ras com a inoculagio inicial do contaminante 2 adic3o de

aminoacidos no mosto

ke e e il A e Rk AR R A AR WA i AR i AR AR M M R AR R W MW VS AR AR T M W TN R MR A08 AN AN A R A MR WA e ek e e i ey e

ciclo repeticao media desvio

“““““““““““““““ padrao
i 2

i @, 00 @,%39 9,819 @,140

2 2,72 4,564 3,467 1,37

3 4,59 3,59 4,84 9,440

4 3.954 5,23 4,89 8,700

i 4,80 - 5,80 -

& 4,50 B,70 &, 48 2,97

7 4,828 17.1 11,7 7,40

8 12.3 14,4 13.3 i,48

7 11,46 11,7 11,5 2,879

ey i e ek P ek AR A A Ma RS R A LR L W T TER TS P TR R T TR T TR v R el s el e e rief st e ke el et bl o bk ke ek bl e ok bk .y
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TABELA 193 ~ HNumero de células de leveduras no indculo de rada
ciclo, ewxpressons em u §. ¢ X 1@7fm1., no teste do efeito da
inoculagdo inicial do contaminante & adic3o de aminodcidos

nog mosto {(controle) .

ciclo repeti¢do media desvio
~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrao
i 2 3
i 93,0 74,3 45,0 78,2 15,3
2 #9.3 103 ?e.0 9.8 4,514
3 i19 106 99,0 ies ig. 2
4 77,9 85,9 - 81,6 8,64
5 42,3 39,95 44,5 92,4 11.2
& 39,8 55,8 57.5 50,7 12,7
7 50,0 54,8 46,5 57,0 8,53
8 29,8 39,5 29.3 £e.48 @,369
? 51,0 48,9 54,53 53,2 H,49

TABELA 19b ~ Numero de célulsas de leveduras np indeculo de cads
ciclo, expressos em u. f. ¢ X i@?fml., aem inoculacio ini-

cial do contaminante ¢ sem adicdo de amincacidos no mosto.

ot e g o — T — T T AT T MY A AN AMS MR Al i il S ke ik iyl e e ey Y R R TR MR AN G i AL Hek iy ey mke b e TR T A A AR

ciclo repetigio media degyio

“““““““““““““““ padrac
i 2 |

i 77 @ 446,93 1e3 82.8 19.9

a2 ¢, 8 i@1 119 124 15,1

3 114 122 - 117 7.78

4 193 8e,.5 85,8 B?.,7 ig,e

3 47,5 38,5 42,95 42,8 4,%9

A 21,3 - 22,0 21,7

7 24,3 - 64,0 44,2 e8r.9

8 32,0 43, ¢ 53.@ 50,8 4,346

b 43,5 56,9 &7,9 53,0 i2,1

PSSP R AL AR Al e s e e U R A ek ke e e T TUH MR Mk ke e ey e T TR MM ok i e Y ARG A b S e ey PR PR WL ek A P it o e



TABELA 4%c - Numero de células de leveduras no indculo de cada
ciclo, ewpressos em u §f ¢ X 107 /m1 , com inpculac3e tnicial

do contaminante @ a adig30 de aminoidcidos no mosto.

ciclo repetigdo media deswvin
1 2

1 89.5 79,5 84,5 7.7
2 8o.,0 24,0 87,9 7,90
3 54,0 77.3 71.7 8,13
4 34,92 096,90 33,9 1,41
3 - 248,35 246,93 -

) 21,58 88,95 £4.9 3,353
7 12.2 12,3 i2.2 @,87¢
g 34,9 14,3 295.1 5,014
4 29.0 ig.a8 £3.7 7. 42

o — A W MR TR e o e i ik WAV AL PR L T e e e ik A MG MRS AR TR T T T e ek M L AR Ml WA A DAL W R M e ek ey e e S el AL s e e



TABELS 20z -~ Numevro de rcélulas de bacteévias liaticas no inrdculo de
cada ciclo, expressos em u. §. . X 1@7/m1., no teste do efei-

to da inoculaclo inicial do contaminante e adi¢cio de aminoa-

cidos np mosto {(controle?d

ciclo repetican media desviop
~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padriao
i 2 3
i 23,9 29,5 3z, e ag.g2 4,44
2 13.5 14,5 17,0 15,8 1,89
3 21.5 19,5 25,0 2e. o 2,78
4 24,0 - - 24,8 -
5 27,5 - 31,92 29,8 2,48
? 59,0 55,9 - 57,9 2,83
¢ - iga 192 184 8,13

e e e ke ik kil AR A AT TR YR e TR e e e ek e ek ik ik A AL GRS A WHE B YRS AR WS R AR R TR S VT e G ey G ety —— . —

TABELA 206b ~ Niuimero de célulacs de bactérias laticas np indculo
de cada ciclo, expressos em u. §f. . # 1@7/m1., sem a inocuia-~

gH0 inicial do contaminante e sem a adig¢lo de aminoacidos no

mostao.
ciclo repeticdo media desvio
****************** padran
i 2 3

i - ie. b 12,1 12,3 $,35@
2 - - 19,0 18,9 -
3 g,0 2,536 2,00 .17 2,299
4 3,99 3,00 3,30 3,19 @,17¢@
i) 5,89 &,10 &, 25 &, B8 @, 180
7 14,8 16,0 13,¢ 13,3 8,540
? &5, 1 - 59,8 &2, 8 4,31



TABELA BOr ~ HNumero de células de bactérias laticas np ingdculo de
cada ciclo, expressos em u § ¢ # 1@7fm1., com a ingculagio

inicial do contaminante e a adi¢ic de aminoacidos no mosto

i e i ek e Al ik e AR A AL e A Hek e kb i i ik dek e ke ke it e e o e e e e e e e TR MR T SR W TR A IR W W A

ciclo repet icino media desvio

W AN A TR A TR ST AR PR PR TR AU WAL S T SR, R R Y S ek W e W T TR e e e (v e e AR e AME T e TR MU NI AME AR AR ML M W AN AR P el e i ek
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TABELA Pla ~ Acidez do vinho delevuradn, expressa g/1 dcido la-
tico no teste do efeito da inoculagldo inicial do contaminan-

te e adigio de aminodcidos no mosto {contraled.

S T i e iy ki e i Ak i e e A el A AL A AR LU ARG AR L LS AL WAR LR WA A M TR RER VAR VLS MR AR TR R T TE R MR VI PR TR AR A A G AR A A e b

ciclo repeticio media desvin
~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrac
1 e 3

i 3,94 3,94 3,91 3,93 8.08184

2 3,46 3,47 3,51 3.47 ¢ @E33
3 3,214 3,09 3,14 3,18 @, 1@
4 3,39 3,146 3,44 3,49 B,245
3 3.87 3,84 4,98 3,74 @, 122
& 4,73 3,94 4,42 4,38 2,499
7 5,74 3,92 5,56 5,74 9,173
8 6,18 &, 08 3,71 5,97 ®,237
? 5,91 7,03 &, 42 &,83 9,371

Ak AL Mk AL BAN UMA BAR A VS LS S UTE TR M P W LT MRE TR TEY e el e v T v ek T WA e i T ek el v b me e il e e e T e T T P TR s e e e

TARELA 21b ~ Acidez do vinho delevuradn, expressa g/1 acido lati-
co sem a inoculacSo inicial do contaminante e a adigio de

aminodcidos ne mosto.

e ki i i i e ki i e i i il e ek e i it ke ik e il i ek e ek ki . ey T M e e R TR SRR AT MRE M A REE e s e

ciclo repeticio média desvio
“““““““““““““““““““ padrio
i 2 3
i 3,80 3,98 4,19 3.%6 2,13%
2 3,61 3,78 3,3% 3.65 @,1e2
3 2,87 2,98 2,79 2,853 2,051
4 o T4 2,639 e,582 2,97 Q,a87
3 3,71 2,97 3,00 3,04 9,139
& 3,21 3,24 3.14 3.21 2,035
7 4,86 4,51 4,87 4,99 9,226
g 4,34 3,38 4,78 4,%¢ 9,524
) 4,98 4,467 3,82 0,05 @,43@

i e i —— . — S — WP T TR R WA W W A AL A b e ik e o ke ke M e P B R T C R et bk b ey el — o —
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TABELA 21lc ~ Acidez do vinho delevurado, expressa g/1 scido lati
c0 com 3 inoculacio inicial do contaminante o adiclo de ami-

noscidos no mosto.

MR SO Ml okl it e ey . et . R M ST A SR R M M i e e e AT TEF AP A i e e e e mn A RN R b e e e . ey R A W e e T —

ciclo repeticdo media desvia
~~~~~~~~~~~~~ padrao
1 a2
1 4,81 3,98 3,929 2.,er4
a 4,04 4,18 4,08 d,624
3 4,48 4,17 4,32 9,286
4 4,69 8,48 3,14 &, 468
3 7,64 ?,38 8,514 1,23
& 12,3 13,9 12,4 Q.588
7 15,2 iad,% 13,1 @.1%4
g 14,5 15,8 16,1 @,?29
? 13.7 15,1 14,4 1,08



TARELA 2Pa ~ pH do vinko delevurado no teste do efeito da i1nocu-
lac8o inicial do contaminante e adic3o de amingacidos no

mosto {(controle)

ciclo repetigdo media desvino
~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrao
1 z 3
i 4,67 4,10 4,08 4,08 ¢,919
a2 4,28 4,28 4,28 4,24 )
3 4,28 4,28 4,28 4,28 @
4 4,38 4,4@ 4,35 4,38 Q,820
5 4,15 4,20 4,17 4,17 9,020
& 4,08 4,23 4,909 4,13 9,089
7 3,93 3,91 3,74 3,.%3 &,0i0
8 3.78 3,84 3,87 3,84 9,850

e "k At W o ok ke A T bk ke AR A A oy ke Al ML PR . Pl ik Ak Al ek ST ST s M AR T S A UL AR L e e e e

TABELA 28b - pH da vinho delevurado sem a inoculagdo inicial do

contaminante € sem a adicio de aminvacidos no mostao.

I pepe——————p PR R L et et

ciclo repeticin media desvio

~~~~~~~~~~~~~~~~~~ padrio

. n e ik oma AFE P i ik LAl N TR e Al R W e oy b VS e T S e s s A ok L L O T T e A Sl S e s s e



TABEL S B2c - pH do vinho delevurado com a inoculaglo inicial

do contaminante e a adigd3o de aminodcidos no mosto

e o e e e A e M MR MR MR MR e e i ik ik i VM AR I ARAC T VP P e e e e i s b el Ak U WA e W W S AR WL S RS A A A P W

ciclo repeticao media desvio
~~~~~~~~~~~~~ padrio
1 a
1 4,114 4,1@ 4,19 ¢.,919
24 4,33 4,42 4,38 &,050
3 4,35 4,42 4,38 @, 03¢
4 4,34 4,33 4,34 2,01
5 3,87 3,84 3,83 &,28e
& 3,59 3,42 3,58 @,129
7 3,33 3,4@ 3,36 @.230
8 3,36 3,346 3,36 )

o b i i e ALl ALl AL RS LA W T P P R iy i e il A LA W A ML A MSE ANTE R PR SR T ey v e ke ey b i e ke iy i e i e sk ek e iy

£
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TABELA 23 ~ Aminodcidos totais no vinho delevurado, BMPressns em
mg/1 de leucina, no teste do efeito da inoculacdo inicial do

tontaminante ¢ adi¢io de aminodcidos ne mosto {(controle} .

-—.....-.......___....w“‘..._._._-.-._-.....-‘——w«-—uu_—_mmuu_mw‘_—wu—m__-—“«.__.............—-.mm.

cicle repeti¢io meédia desvio
~~~~~~~~~~~~~ padrig
i 2
i 3,134 3,8¢ 3,97 ¢, 388
2 - 5,00 5,10 2,144
3 3,79 i1.4 8,37 4,900
4 4,19 13,2 B,4% 4,37
3 24,1 14,9 28,5 3,89
] 27.¢ 39,5 33,2 4,83
7 47,4 44.3 45,9 2,33
8 59,3 = 59,3 -
4 43,1 58,9 91,5 2.4



TABELA B9 ~ Viabilidade das células de lewveduras (%) na avalia~

g30 do efeito do tempo de fermentacio

ciclo contrale 12 horas
repeticio média desvio repeticfo media desvic
1 2 padrio 1 & padrio
i ®7.7 ?7 .1 P8, 4 1.84 ?8.¢ 2,2 8.4 2,859
3 25,5 ?4.5 26,8 &,719 93,4 95,4 25,5 ¢, 140
b 9.3 88,0 89,4 e,33 g .2 2E2 I | B8, 4 Q,070
é 83,7 85,1 25,4 3,424 P&, & 84,3 Ba, 4 3,84
8 54,3 49,9 &7,0 3,33 82,4 F7.e 77,8 3,%6
2 hé, 7 49.5 48,8 i,84 3.4 82,3 77,9 4,43

A M T T B e e ey i bk i e gl ey el Mk ke i by ek ek s sk el ke il ek e el e ke it Mk ek e e e b ey e i M e AT TR M AT SR AR WA R i
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TABELA 30 ~ Porcentagem de bhrotos vivos das celulas de levedy-

ras na avaliaglo do efeito do tempao de fermentacio

VL RAR Mg Ml LAL Ully k fek dely e T MR N VLS S S ARU AR AL M A M L e o R RAS Wik e iy o o e e e e AT A A ek S e e e . A TUA ARA A e e el T o AR U e - e

ciclo cantrole 12 hkoras
repeticio meédia desvio repet i¢so média desvio
1 2 padrio 1 2 padrio
i 28, e 3i.7 9.8 e,42 15,3 16,9 15.4 13,46
3 6,12 5,79 6,43 9,47 13,3 4i41.4 i, 4 i.48
o 9,29 ig.9 1.9 2,42 7.43 9,08 7,23 1,13
& 7,39 19,14 8,84 1,77 13,3 8,49 11,9 4,81
a 10.4 b,84 8,42 g.93 24,3 28,8 04,4 4,74
b 7,84 7,36 7,39 2,78 23,9 39.2 1.5 ig.8

TARELA 31 - Porcentadem de brotos mortos das células de Yewvedu-

ras na avaliacio do efeitp do tempp de fermentaclo.

A LAl P A L AL AN A AR Mk RN AR DAk AL bl WA AR Mk iy Mk il by b S e e e A e U U TP TN M A S AN A AL A AL M Ml ey e T TP R TV AR WAk et ke ek ey p i AR T

ciclo controle 12 horas
repetigio média desvio repeticin média desvio
1 P padrio 1 2 padrio

i

3 9,300 9,18¢ ¢,249 2,080 &,470 % ¥,.235 @,330
4 1,53 4,89 1,71 1,45 3,14 @,41¢ 1,77 1,93
& 1,52 1,53 1,33 ?,007@ 2,287 1,48 1,87 9,54
3 4,38 2,14 3,22 1,32 e, 8pg 2,30 2,86 9,37
¥ 4,94 e, 80 3,88 1,53 3,80 4,83 4,02 1.347

S T A S L VR U L AL RAL A A Ml Ak ik Mk s ek s bl sy e e . . T e T T T U AN AR AME M A Ak Ak R Al sy ek by el i T TR TRV VR R AR A i e R ek —



TABELA 32 - Acider do vinho delevurado, expressa em g/1 #cido
latico, na avaliacgleo do efeitc do tempo de fermentacio
ciclo controle 12 horas
repeticio média desvio repeticio média desvip
1 e 3 padrio i 2 padrio

e T e S e T iy i iy e ey b e v e ey e T Ty . e e S A e v T v TR AUTY TYYY Y TN T S A TR MY W AL A A R R ik el ikt il e e b it =P e e T TS - A AR A i

TABELA 33 - pH do vinbho delevurado no final! de cada ciclae, na

avaliagio do efeito do tempo de fermentagio

ciclo controle 12 horas
repeticio media desvio repeticio meédia desvio
1 2 3 padrio 1 2 padrio
i 4,07 4,18 4,68 4,08 @,019 3,99 3.7a 3,80 @.,0283
2 4,828 4,28 4,28 4,28 @ 3,58 3,69 3,460 &
a3 4,28 4,88 4,28 4,28 @ 3, 39 3,33 3,31 2.,8212
4 4,38 4,49 4,35 4,38 @,828 3,48 3,45 3,42 &, 83503
3 4,13 4,20 4,17 4,17 a,e082¢ 3,39 3,39 3,39 @
7 3,93 3,9¢% 3,74 3,93 0,218 3,38 3,52 3,51 @,a141
8 3.78 3,84 3,B7 3,84 B,050 3,34 3,38 3,37 86,0141
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TABRELA 34 - Aminoacidos totais no vinho delevurado, ma avaliacho

do efeito do tempo de fermentacio.

PR A AR S A ek Wy ey e . o o o ket P AR U T ST AR AL AL A Ak b mm s ke e e T S A AR mA i ik Yem e e A AT AT Tt A i i e e AP AN AL e

ciclo contrale 12 boras
repeticio media desvio repeticia média desvio
{ 2 padrio i 2 padrag
2 - 5,00 5,09 - 4,38 4,57 4,44 2,180
3 5,75 i1.4 8,57 4,69 7,49 7,18 7,29 ¢,1460
4 4,19 13.2 8,49 4,37 7,49 7,87 7,33 9,070
3 24,1 14,9 2,5 3,09 8,34 8,75 g.53 &, 280
& g7, e 3.5 33,2 8,83 i6.1 i2.2 13,4 4,17
7 47,46 44,3 45,9 2,33 14,3 ¢,34 13,0 4,93
g 59,3 - 59,3 - in, s 13,8 14,7 1,87



C47

TABELA 39 - Viabilidade das t¢élulas de leveduras com lavagem do
termento e adicio de extrato de levedura no mosto

ciedo lL.avagenm Lavagem 2 extr leved.
repeticao meédia deswia repeticio media desvio
i 2 padrio i 2 padrip
1 98,4 98,3 ?8,4 @.z210 Ge,a 98,0 ¥8.3 @,710
3 $5,% 3,1 24,59 1,98 93,2 ¢3.3 ®3,8 2
5 89.9 23,1 91,9 2,29 84,1 87,4 84,4 2.71¢
& g4,¢9 73,8 89,8 5,87 85,7 89,5 83,14 3,48
2] 84,0 84,4 85,2 1,78 74,1 A4,5 78,13 5,37
i9 8t.2 B3, ¢ B2,3 1,91 45,8 57,4 41,17 5.23

AL Vil e ek ke ok el ly o P [ R TR PR M AP S S AR UL Ak ik ik it i i [T T TR TP YT AN T AN MAR ke ik - e A T Y AP VS U A v i s T T AR WA b e U i e



TABELA 34 - Parcentagem de brotos vivos das relulas de levedu-
ras nos tratamentos com Yavagem do fermento e adigio de ex-

trato de levedura.

S G ek ek kr e e T T M SRS AR W AMR ARA MR UE UM UM MRS AR el M it il it e e e VR AR N AR ARE B Al ek e aem e VT MV ARE A AR R AR AR W ik e = TR M AT W e ——

ciclio Lavagem favagem ¢ extr leved
repeticio media desvio repeticio meédia desvio
i 2 padrio 1 2 padrio
3 14,5 14,7 14,4 &,14 55.3 57,2 54,8 1,34
3 5,16 14,1 2,63 4,32 53.% 53,1 ¥3,9 @.,572
s 14,5 13,2 14,8 9,49 49,7 37, 32.8 1,R0
& 12,9 1¢.,4 12,4 9,38 24,48 3. 2%,3 3.8°
8 22.5 24,1 24,3 2,34 29,6 2%, 6 g7.4 2.83
ia 21,2 i8,7 19.9 1,77 39,6 31,9 3.3 9,719
TABELA 37 -~ Porcentagem de brotos mortos das cdlulas de leovedy-

ras nos tratamentos com lavagem do fermento o adig23p de ex~

trato de levedura.

s T T e s T T TR . A T TR TR TR AR AW W AN REN VR ARE ARG AN RA A A A et ik kil ik el i e mim e T TR RS W TR MW TEV A A W GRS R Mk mm e e e e A R A R

ciclo lLavagem Lavagem e extr leved.
repetic8n media desvio repeticio media desvio
1 a padrao i B padrio
i @,24@ &,35¢ 2,305 @,044 @,5600 &.989@ @,775 9,Pa7
3 1.63 @,200 Q.40 @,3520 Q,973 1,40 1,18 & ,3@4
5 1,264 1,44 1.35 &.130 5,48 5,88 4,18 @, 429
& 1.41 i,80 1,40 2,P80 4,54 4,33 4,43 %,150
8 {1,868 1,51 i,a% @,.060 5,60 8,599 7,73 1,43
19 2,79 ¢,300 1,534 t,76 15,9 14,4 14,7 9,426
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TARELA 38 ~ Acidez do vinhao delevurado, expressa g/} acido lati-
co, no tratamento com lavagem do fermento e adic3o0 de extra-

to de levedurs no mosto

o e - i AR AR W AR TR PR A ek ek i ik A AW AP SR Y T e e ke ek i e A AR UM MR TR T e R e e e ey el rmie A WE A S AN L R A A 4B e s an

ciclo Lavagem l.avagem ¢ extr leved
repetic3o media desvio repeticio média desvio
i 2 padrio 1 2 padrio
i 4,44 4,52 4, 48 9,037 4,828 4,44 4,37 @,13¢
2 3,8 3,99 3.84 @, 833 3,47 3,29 3,38 9,138
3 3,464 3,75 3, 4% @,935 3,26 13,89 3,i{4 2,879
4 3,54 3,73 3,44 9.130 3,259 3,0t 3,12 2,149
b 3,54 3,71 3,44 9,090 3,096 3,346 3,56 @
é 3,33 3,42 3.36 ®,055 3,83 3,33 3,27 8,959
7 3,38 3,38 3,38 2 3.19 3,29 3,23 @,035
B 3,49 3.47 3,47 0,018 4,28 4,98 4,43 0,590
2 3,38 3,47 3,42 @,935 4,74 B, b2 5,18 2,420
19 3,60 3,64 3,42 9,018 A, 05 bH.76é 6,41 &,588

i A A R T VT AT T e e e bl ek il Ve WA AR AR RS AR TR BRR MR M e e e e ek i ke ik Ak i AT AN L AR U S T A S s A A A e o — o
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TABELA 39 -~ pH do vinho delevurado no final de cada ciclo, no

na tratamento com lavagem e a adicdoc de extrabo de levedura

ng mosto
ciclo Lavagem iavagem e extr leved
repeticlo média desvio repaticin media desvio
i a padrio i 2 padrin
i 3,19 3,19 3,19 @ 3,49 3,49 3,44 @,6434
2 3,85 3.25 3,28 ' 3,47 3,467 3,47 ]
3 3,33 3,33 3,33 & 3,44 2,71 3,.6B 4,83583
S 3,38 3,40 3,38 @,e283 3,83 3.83 3,83 ?
5 3,41 3,41 3, 41 2 3,82 3,82 3.82 @
7 3,54 3,54 3,895 90,8141 3,99 3,99 3,99 @
g 3,39 3,53 3,44 ©,100 3,%9¢ 3.79 3,84 @,778
=/ 3,458 3.458 3,45 ] 3,59 3,59 3,59 &
ié 3,61 2,94 2,97 2,04%35 2.%98 2 2,92 @.,8778

A A A A A PR A AR AL WA AR R B M- A S W LA A A A RS RS A ARk ALR. e s M AR A A ke ks bl ke Ak i ek e o i o s e e A T A AP S B PP AP AN M e A AR it e i



TARELA 40 « Yiabilidade e brotamento das células de leveduras (%2
na avaliacio do efeito da veloridade de centrifugacio do

fermento na microbiota fermentativa

kSN AN T AT AR S i k. kb AAC A A R MR TR S e e e ek ek ikt ek mA MR M AR W AT R N e e e el e - i e ek e — ——r ——

ciclo tratam. c/ 5008 X g tratam ¢/ 870 X g
viabilidade brotos wiabilidade brotos
vivos mortos vivps mortos
1 ?G,0 &,e2 9,37 24,2 7,01 Q, 4z
=4 g7 .2 R B 1,806 84,3 7,85 2,48
3 72,9 11,2 @,78¢ 78,0 13,9 2,38
4 42,7 15,1 ¢.,23 He,3 14,3 4,35
& 41,8 15,6 ¢,972 40,5 7,83 .13
7 42,9 a,42 13,8 a3y .3 7,80 19,95
8 49,8 7,78 ig, 2 33,0 &, B4 i2.2
legenda: g = for¢a gravitacional.

TABELA 41 - Acidez do vinho centrifugado, esxpressa g/l acido la-
tiro, na avaliaclo do efeito da velocidade de centrifugacio

do fermento na microbiota fermentativa.

e e e iy i i AR RN i T PR W o o A i WAS A A A R e ey il i WAC ARA AME R IR TR MR T mim e Ak A s A A A VRS A R P e ey ek e ek A A AL S A TR S ST mar

ciclo trat ¢/5000 X g nmadia dp tratam. c/8790 X g meédia dp

i 3,49 3,44 5,93 ¢,09%0 9,40 9,33 5,36 06,049
2 35,35 9,359 5,35 & 5, 5,29 5.17 8,104
3 5.825 5,48 5,32 0,104 5,38 3,40 5,45 @,212
4 5,38 5,44 5,44 @,0424 5,46 5,89 5,60 8,283
b 3,3 5.3 5,30 §,0076¢7 5,88 &,15 5,85 9,424
& 2,33 3,468 5.47 @,198 5,86 A, 06 &,18 9,495
] 5,38 5,93 5,45 9,424 5,93 7.23 45,38 2,919
legenda: dp = desvio padrio.

2 = forga gravitacional.



Y

TABRELA 42 — pH do vinho delevurado no final de cada cicla, na

avaliag3o do efeito da veloridade de centrifugacio do fer-—

mento na microbiolta fermentati

va .

T TR M AME WS AR U ARE TAR MM TR A PR WA A WA i e e e WA MY VS ek VRS sl Wk bl e ey o ks ek ey et Sy TR A AR MR AR A el A ek e S e TP A M YRR R TEP MR A G s e

ciclio trat c/S000 X g media dp

tratam /7872 X g

1 3,55 3,83 3.54 @,0141
2 3,33 3,53 3,33 @

3 3,53 3,88 3,52 @, 00797
4 3.846 3,351 3,83 @,2333
3 3,54 3,48 3,64 2.,9424
& 3,23 3,84 3,328 90,0141
8 3,59 3,50 3,59 ?

média dp
3,86 B,9144
3,92 6,8353
3,32 o,997e7
3,51 @.6i41
3,48 0,0141
3,43 ¢,0333
3,39 ¢,09212

e A ML T TEm TR TER WM WY Y e M fEe FR TER WM T s e = YW Yo AR v AR TR YET PR MR W RN YT MY TR EN UM N T AR URE A AGE AR R MR HA A Wk e T et ek e T AR MR AL e o e

legenda: dp = desvio padrioc.
g = for¢a gravitacional
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TARELA 47 -~ Viabilidade das células de leveduras (%) na avaliacio

do uso de 18060 mg/1 do biocida Desfloc na fermentaclo

cicio controle trat c/exir leved. media desvio padrio
i 74,4 93,2 3,0 74,1 1,287

2 88,8 71,0 73,5 72,2 1,77

3 78,3 36,2 28,9 32,1 5,088

4 37,46 33,1 23,8 29,4 5,15

5 49,8 26,2 14,3 21,2 7.0

7 47,7 30.1 i8.8 24 .4 B,Q0

8 43,8 20,4 17,7 19,8 1,%1

k. drk ki okt iy Ak hln ANl T SRA VAR L ST S AR R T T e o e e i e o o i e ke Mk i e o e i ke ek e bk A s ik o ke e, b, ek o ik o o o

TABELA 47 -Viabilidade das células de leveduras {%) na avaliaco
do uso de 1800 mg/l do biocida Desfloc na fermentagio -
cont inuacio.

cielo trat c/desfloc media dp* trat c/defloc media de

g extr leved.

ra TR s R e o oy e e sl ik il Al A VAL MRS TS MY T M TR W R e e e ek i ek e il e ok i Ho e Ak Ml RS AR L AN AL G- A A TR A LU SR L R A MR TR A B W T A A e S

i Rh, 4 26,9 26,3 Q.429 24,6 27,1 ?45,8 @,350
2 25,9 95,0 95,4 @,436 87.2 83,2 84,2 1,41
3 B?,9 71,0 29,4 2,778 41 .1 44,8 42,9 2,462
4 89,1 88,¢ B8,5 2,786 43, 4 43,9 44,2 t,7@
3 8%.8 84,4 B8, 1 2,4e 49,2 39.% 43,0 8,70
7 84,7 87,5 86,1 1,98 33,1 45,2 47,4 7.78B
a3 B?.1 89,9 89,3 @,579 59,7 47.2 33,4 8,84

o A Mk AR e Al AL A AR AU ARE T FEN FRE A AR T T I T W R T AR S TR YR L MR S AT ST AR WY (TR M e S AR T MR R MR R T R Y AR A P S TR AL NN AR AR AN AR M el ke b

legenda: % dp = desvioc padrio.
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TARELA 4B - Porcentagem de brotos viuvns das células de leveduras

na avaliacio do uso de 1822 ma/l do biccida Desfloc na fer-

mentagio.

ciclo

cantrole

trat c/entr leved.

media

desvio padric

e e i it M vl AP AL ML AR PR AR RN A R TR T AR TR T T e e ek e ek el A AR LR A A AGR GRS A NS A ML A A TR AN MR A L A AR AR AN AR S ALK A A AL AR e

TABELA 48 - Porcentagem de brotos vivos das células de leveduras

na avaliaclo do uso de

mentacl3e ~ continuacio.

1809 mag/l do biocida Desfloc na fer-

v T o —r e ik ik il AL o AR AR RN T SR 7 e e e e ik i ol bl LA i W i Al AR ML A LS AR TG AFR W M MR SRR TS S A T TR e e e e MW e e e M e e

trat c/defloc
g entr Jeved

e e e o i A ik Mk A AL RN AR T e Tk ey frk b ek ek ek ik Ak AL A L AR AL HE AL AU TAA NPV TS M TR W MM S R M e M A R S Ve T b T e Ve e v T e

ciclo trat c/desfloc media
1 16,4 14,4 14,4

2 15,7 14,8 15,2

3 19,7 13,4 12,1

4 13.7 14,4

e 15,7 ig, i 13,9

7 i8.9 17.4 18,14

8 13,9 12,1 13,9

Y A P P - T W TR R SR R R T MR M M e e e ek ke ek e ek el ki ki b ke R ML wh AL e A e R L e AT G R M A A AL el A Al A e AR A e et A e e s

legenda-

# dp =

desvino padrio.



TABRFELA 49 ~ Porcentagem de brotos mortos das células de leveduras

na avaliacio do uso de 180¢ mo/! do biccida Desfloc na fer-

mentacio.

o e ke e e i SR AR S R B TS A e ek e v i A A MR M R T AR AT A e e e e e b e ke W A A A A W U VS S A AT I WU A A L AN W M A e A

ciclo rcantrole

trat c/enty leved.

media

desviao padrio

v e o ket Al WS S TPV WP PP e e ek il il ek AL AR AR WP TR MR e e miy i bk i A Ak AL AAE P ST AR LR LR ASR TR M M R TR P MM MR W g ey v e e e e T e A e

e - i A AL AL L e darm vy v i Tk iy i ML WA A A VLR VR W e e e el ik i mAK Al AR AL AN TV HIR e T i e e e e ke s ek e A A R S R T L MR R W e bR e R

TABELA 49 - Porcentagem de brotos mortos das celulas de leveduras

na avaliagB3o0 do uso de 1808 moe/l do biovcida Desfloc na fer-

mentacio - vontinuagio.

T v A T T v ik i il il A AR AT BT TP Ty ek i e s o P AMR AU W S W S e e i sk ikl AAE A LA BT AW VL SR M e e e e ik e e ety bl S ek el Mok, i ek

cicle trat . c/desfloc média

dp® trat rv/desfloc

g extr leved.

e o e i i W P TR Y T e b i ik il Al APTY Y VP S T e Tl i ek i ik HAR R AT S T e e ey e i e ek ke S A Al AR S YR SRR B T SR S e e R i e

2,230 0,249
@,359 @,339
2,93 i,7@
2,62 1,94
2,44 2,20
1,87 2,58
1,48 1.78

$,0424
@,0283
@,177
3,930
@.340
3,870
@,420

9,0440
4,91
&, &4
2,47
z, 47
3,49
2.95

ke A L A A A ARR A TP 4R T e e e e o e sk i ke L AL W S A M PR TR PR TR MR M ey e s e ke ek bk s e bl A e VL AR S R S R A A R e e

legenda:

»*

dp

= desvin padrio



TARELA S0 - Numero de células de leveduras no ingculo de cada ci-
clo, expressos em u. ¥ c. X 187/ml , na avaliac8o do uso de

18909 ppm do biorida Desflnc na fermentagio

ciclo controle média dp® trat . c/extr leved
1 159 159 159 ] 158

3 68,5 73,3 76.% 3,39 42,9

5 57,0 &9, 5 ag,7 2,47 5,7@

7 32.5 74,3 58,4 3t h,40

8 26,0 20,0 23.0 4,24 7,30

. — . (o, i ke AN AP, PR VA P mHA i AL AT T A G e i mhy Ak ke kit A A AT R T TR R ek i sk it ik ki A ST W B A e e e

TABELA 50 - Numero de células de leveduras no indculo de cada ci-
cloa, expressos em u. f. . X 167/m1., na avalisg3c do uso de

1800 mg/) do biocida Desfloc na fermentagdo - continuacio.

- — P AW T AT T o ki e A RS A R R MR e b dmin i ik i el AL A A e e e e ke A A A AU RS AR WY SR T S e e e e

ciclie trat c/desfloc trat c/desfloc e ext leved.

Al iR AT S A A . mpk ek i ke AR AP T PR AT v el e WAL AR A Y R T e ke ek VM WA MR MY VT TR S e e ki e T L

o e T A T T iy i il Al AL P L Vi ke A MM MY ARV BT T R M e s o e A AR A T A e e e ke b e R



TABELA 51 - Nudmevro de celulas de bacterias laticas no indcula de
cada ciclo, oxpressps gmu § ¢ X 197!m1, na avaliag¢do do

uso de (8Q@ masl do biocida Desflor na fermentacdo

ciclo rontrale média dp* trat c/extr leved
1 139 130 139 3 139
3 128 112 1728 11,3 157
7 tag @6,9 139 16,4 1465
7 74,5 &9 .7 72,1 3,39 2ie
8 37 .9 53,0 35, @ =.83 Fak’: M
legenda: # dp = desvio padrio.

TARELA S{ - Nidmero de celulas de bactériag laticas no indculo de
cada cicla, expressos em u.f. . X 127 /m1, na avaliacio do

usg de 1802 mg/)l do biocida Des¥loc na fermentacioc - coni.

o AL AR PR o P et i e ik b Ml A Ak G AL WAL TUT AT WL T TR PR W M TR SRR T MR e T e TR e e ey ey e i e T e e e e

ciclo trat . c/desfloc trat c/desflor e exir leved
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TABELA 82 -~ Acidez do vinko delevurado, expressa g/l dcido (ati~

e, na avaliacio do uso de 1886 mg/l do biocida Desfloc na

fermentacl8o ~ continuagio.

ey ey T AL A B UM T AR S AF S e e R A e Py i TR M VM AR A i R i mim wem i it v e . W e R MR T TP ARA N M i ek e m = A

ciclo controle media dp¥ trat c/extr leved média dp

H 5, 44 5.74 5,59 @,i80 3, 42 3,468 5,42 3

2 4,32 &6,06 4,19 @,1860 3,62 6,13 3,982 2,420
3 5,84 5,84 3,84 & 7,64 %, 34 8,49 1.18
4 5,43 3,88 5,46 @,310 1@.7 11,9 11.3 @, B840
3 5,97 65,19 4,903 0,098 12,4 14.9 13,2 1,12
& 4,41 4,43 6,41 09,0180 14,2 14,5 14,4 9,180
7 4,469 7,11 4,89 6,299 - 15,1 13,1 -

8 4,914 7,90 7.2 0,979 17.9 i5,8 14,8 1,49

legenda: *

dp

= degvio padrio.

TABELA 32 - Acides dn vinhkno delevurado, expressa a1 #cido l1ati-

co, na avaliacBo do uso de 1800 mg/] do biocida Desfloc ns

fermentagio - continuaclo.

ciclo trat c/0esfloc wedia dp trat c/Desfliac media dp

e extr. leved.

S I e AT TR T e v i i i i ke ki ki b i ikl i i Al Ak e AR ek i A ik b R AL ek A MR AR, VG- Ml A A A Aela SR A e el e Ml A Bk e ik i e o e o e T T
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TABELA 53 ~ pH do vinhe delevurado no final de cada ciclio, na
na avaliacdo do uso de 1809 mg/]l do biocida Desfloc na fer-

mentac3o

ticle controle média dp* trat c/extr leved. media dp
1 3,59 3,53 3,546 0,840 3, B4 3, 8% 3,86 2
Fod 3,64 3,&4 3,44 @ 4,84 4,81 4,83 8,830
3 3,468 3,49 3,48 0.0071 3,93 3,78 3,858 @,110
4 3,37 3.58 3,47 0,158 3, &2 3,49 3,588 2,290
b} 3,463 3,54 3,58 0,040 3,35 3,43 3,49 @080
& 4,39 3,54 3,34 ¢,019 3,42 3,41 3,41 9,910
7 3. 64 3,64 3,44 @ 3.43 3,43 3,43 9
B 3,69 3,38 3,59 0,210 3.38 J,44 3,54 9,100

T TN A MM AR el S hr o T T TIT TR A A ek i e ke T A R M S ke i T T TR A AL MM bt . e T Ar W it Ay e e AL S ek M At e e e et

legenda: % dp = desvio padrio.

TABELA 353 - pH do vinho delevurado no final de rada ciclio, na
avalia¢8o do uso de 1809 mg/l do biccida Desfloc na fermen-
tagEo ~ continuacio.

ciclo trat c/desfloc média dp trat c/desfloc meédia dp

e extr. leved.

T ST T MM AR AL S A sy S SRR W A ML MMk i e ey A e S M L e el i e AT U U Rkl ki e e e AT Y MR Pk ik e i o W A AP S i e e R AT S ik Yo T

-Anu.-—.-.....-—-—...\._.._«...........—_....m-w...-_.—._a—.wm«.-—_.-..-...mm-......_—_.‘...-«..m-_—_.muu__—wnm._—"m_—-—_—.w
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TARELA 54 - Acudcares totais no vinho delevurado (ART - g/1) ap

tinal de 10 horas de fermentacio, na avaliac3o do uso de

188¢ mgs1 do biocida Desfloc na fermentacio

ciclo controle media dp* trat c/extr leved média dp
j_ - - - ~ - - - -
2 4,04 3,79 3.91 2,180 4,60 3,85 3,94 §.,1469
4 3,460 3,34 3,47 ¢,18@ 4,58 &,95 5,78 1,45
b’ 3,98 3,18 3,58 9.579 &, 4Y 8,29 7,49 1,43
& 3,73 3,73 3,73 & &, 37 5, Fh a.14 8, 290
7 7,88 7,49 7,28 @.,299 ?.,18 B,&1 8,89 4,400
] 7,12 7,54 7,33 0,P%7 9,290 8,48 9,08 &,E283
iegenda: % dp = desvio padrio.

TABELA T4 - Agdcares totais no vinho delevurado (BRT - g/1) ap

final de 19 horas de fermentac8o, na avaliaglo do uso de

182¢ mg/1 do biocida Desfloec na fermentacio ~ continuacio

T LT AL VRSl A A W ki i Sl e ek sk Syl T [ T YT W MU AN VS AU G A A mlh ek i e L R PR U WA G WA ik M b v e AT P ARE ARL A A S el e e e YR AR A e i

media dp trat c/desfloc meédia dp

g extr leved

B A TR AT A UmA SRR MU A e M A i ek ek i S ke e o e e T YT VTR RS AR A AN e e e el e e e T A TS AR W i W e ek e e TP ATE b v bt e el e e



Pand

TABELA 58 - Agucares totais no mosto (ART - g/1) ap final
de 18 horas de fevrmentacig, na avaliacBo do usg de

1888 mg/1 do biocida Desfloe na fermentagio ~ conbinuagio

ciclo mosto
s/eqt leved. cfout  leved
1 iB82 183
2 189 197
4 199 194
5 188 172
& 1890 19¢
7 183 184
8 183 184

e i i oy i i e i i ekt i Al A A e ik A AR Al A VAL il ek U Mk b Yk b i i Yt e ek i ek i et i
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TABELA 56 - Concentraglo de etanol no vinho delevyrado apds 10

horas de fermentacBo, awpresso /1, na avaliag3oc do uso de

18@% ma/1 do biocida Desfloc na fermentacio.

ciclie controle média dp™ trat c/extr leved média dp
& 54, 4 34,7 53,1 1.84 51,4 54,8 53.° 2,24
4 91,6 93,4 52.6 1,45 43.4 42,9 43,1 2,350
5 54,3 54,5 54,4 6,144 45,58 44,9 45,7 @,442
& 892.,3 D4, 9 54,14 2,43 34,0 38,2 37,4 1,54
7 51,9 1.4 31,9 @.489 42,4 43,8 43,1 p,980
g 59,1 59,5 50,3 6,283 42,2 37.3 39,7 3,44
leaenda: # dp = desvio padrio.

TABELA 56 — Concentrac8o de etanol no vinhpo delevuradno apns 19
horas de fermentacd3o, expresso g/, na avaliac3o do uso de
180@ ma/1 do biocida Desfloc na fermentaglo - continuac3s.

cicleo trat c/desfloc media dp trat c/desfloc média dp

e extr leved.

T T T T e e o S ST AR e it T AR U M ke e ey oy M S S i e e T e e s fm e vy e P e el R A M Uk e o e PR e A i cre e as e

2 54,7 52,4 93,5 1,59 42,5 42,8 42,3 ¢,212
4 49,9 56,3 33,1 4,52 51,2 48,2 49,6 1,%8
9 49,2 54,7 51,9 3,%¢ 46,3 47,5 44,79 ®,B89
& 34,1 34,6 34,3 2,353 47,4 45,2 15,8 2,8%4
7 50,0 593.8 54,4 90,870 54,0 45,8 49,5 5,78
a8 35,4 52,7 34,0 1,94 44,9 5.9 47,5 3,43
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TABELA 37 - Eficiéncia da fermentacin alcodlica na avaliacio do

uso de 1809 mg/s/l do bincida Desfloc na fermentacio

AR W T A AR T A i i Nkt il ek by ke e o e TR AR TP WA A ik Ml bl . e e M A N MR AL W R R M M- AM vk i mrm e M nmp he W B hn kT e P A W

ciclo Eratamento
controle meédia dp* ext leved. media de
2 74,7 71,9 2.8 2,62 &7 .9 Fe.e 7,9 3,84
4 78,5 73,2 74,8 1,94 SB,9& S57.4 57.7 @&,4724
pi 75,6 73,2 75,1 @,141 4B, & &7.,7 48,1 2,434
& 75,4 H0,7 78, 3,78 49,8 S5p.4 50,6 2,85
7 73,4 F1.0 78,3 1,84 59,2 &1.2 40,2 .41
] 71,9 71,0 71,9 @ 58,8 S2,@ 55.4 4,89

S AL L LA AN A e AR e e A M A Ak el Al okl A ek ik et Sl sk ik e i b e e e kM e T e e T PR R A R AR BR AL WA W v b e fmh - e S

legenda: # dp = desvio padrio.
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TARELA S7 - Eficiéncia da fermentacl3o alcaodlicae na avaliac3o do

usn de 1808 mg/l do bincida Desflog na fermentagio - rconti-

nuagio.
ciclo tratamento

desflioc meédia dp desfloc e media dp

extr lavedura

2 75,1 71,9 73,8 2,24 54,0 89,4 5%.8 &,283
4 48,1 77,8 72,5 4,89 48,2 44,5 64,3 2,61
5 47,9 75,5 74,7 3,37 AT .9 741,46 70,7 1,28
& 78,0 78,7 78,3 ©,495 &4.8 43,4 43,9 1.,P@
7 78,8 7FA,3 77,1 1,20 75,13 43,8 49,5 8,13
2] 78,8 74,8 7&.,4 B2,AZ AR, & 7B, &7 .2 5,14

e kA AU A AL A AR WAL AN AR ARA AN A MA AC A AR AL L AN MM A MR ARE RS ARA A A AMC A M U A ARR A TR AN AR AN A Ak A A AN o ek ke e TR M A WA A ek ek



TARFLA BB - Yiabilidade das celulas de leveduras (%) no teste
de determinac3o da atividade do Desflac na fermentacio

alecodlica em diversas concentracBes.

ot i A i vk A A AP T e T e ik kb W W AT R ST W e e e e i e el i ek b i WA AL A AL R AL WA AW AL AR A AR e A ALR e R A A S

ricle controle Desflioc - mg/l

iBoB® 309 1% 75
2 85,6 89,4 84,56 87.8 85,4
4 88,3 B3, 2 87,3 85,2 23,3
b4 77,3 82,4 B7,4 84,3 81,3
8 &b, 1 71.3 9.7 79,4 71,3
i¢ 41,4 47,2 74,4 73,4 A8, 3

e e A Al B NP R R T e v (it sl ke sk A A R R TR b e e TR b vl i R AL AR AL MR AR SRS R A TR PR A e e b e e el el Sl A e Al sl s



TABELA 59 - Porcentagem de brotos vivos 8 mortos das celulas de
leveduras no teste de determinaclo da atividade do Desflog

na fermentacio alcodlica em diversas concentragdes

ciclo Desfloc
contreole 18¢@ ma/i 308 ma/l
By BM RY BH BY AM
e 13.8 1,74 13,4 2,35 24,4 1,22
4 i2,2 2,355 4,79 1.87 16,5 1,86
& 11.9 3.98 4,19 1,63 ie,@ 2,52
2} ¢, 89 4,29 5,30 1,93 1.2 2,73
10 ?.57 4,43 7,47 2,43 .60 3,45

ek i U Y S e e e A Ak el A M TRR MM e e e e il ek e R A A T TE VW m ey ek sy ol e ek s Gk ek A U 6t TR VAT AR M YRR W R MR M LR M ML T M el UR A M N e

legenda: BU o BM brotos vivos e mortos, respectivamente.

TABELA S9 ~ Porcentagem de brotos vivas g mortos das celulas de
leveduras no teste de determinagioc da atividade do Desfloc

na fermentacfo alcodlica em diversas concentracBes - conti-
nuagao.
ciclo Desfloc
200 mes1 75 masl
B BM v BM
21,9 6.87¢ 23,8 1,85

e A Y S A T T P e ey i el i ki il ARE AR AT ANT P ey eyl ey e b el ek - AAS U AU L U WV TR BT e e e e
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TABFLA 4@ - acidez do vinhoe delevuradno, ewpressa g/1 acido lati-
co, no teste de determinagic da atividade do Desfloc na

fermentacieo alcodlica em diversas concentracOes

ciclo controle media dp® Desfloc 1899 me/1 media dp

i 8,18 7.63 8,14 o, 7,62 7,11 7.95  9,0055
2 5,79 6,12 5,94 @,240 4,88 4,23 4,24 @,0400
3 5,59  4,7R 5,18  ©,57¢ 4,32 4,50 4,41 @,130
4 5,77 4,67 4,21  @,640 4,41 3,45 4,52 9,140
5 5,77 5,83 5,48 0,518 4,13 4,37 4,84 9,140
4 5,77 4,91 5,33 0,110 4,12 4,47 4,13 ¢,0400
7 4,76 4,94 4,85 90,130 4,48 4,59 4,54 ©,0550
8 5,83 4,78 5,29  @.,730 4,59 5,00 4,74 9,350
2 5,3t 5,31 5,31 ? 4,28 4,28 4,28 2

10 6,35 4,83 4,29 92,0848 4,19 4,87 4,52 0,489
11 4,75 6,50 &, 68  @,177 4,04 4,26 4,15 9,150

legenda: % dp = desvio padrio.



TARELA 49 - Acidez do vinho delevurado, expressa g/1 dcido lati-

cp, no teaste de determinac3o da atividade do Desfloc na

fermentacin alcodlica em diversas concentra¢Bes - continua-
30,
ciclo Besfloc
3%0mg /1 media dp cadmg /1 media dp
i 7.E9 7.29 7,29 @ 7.57 7,87 7,587 @
a2 5,31 3,13 5,22 @,130 5,49 5,59 5,53 9,085358@
3 4,49 4,74 4,70 @,8340 4,54 4,37 4,30 @,2a9
4 4,32 4,37 4,34 ?2,9349 4,32 4,10 4,21 9,159
3 4,24 3,93 3.99 2,08730 4,08 3,73 3.5@ 9,249
é 3,78 3,84 3,89 G,0338 4,28 3,82 4,04 §,330
7 4,00 4,00 4,20 @ 4,09 4,41 4,21 D.B78
B 4,84 4,81 4,02 2,0184 4,72 4,43 4,69 @, 0559
9 4,08 4,23 4,15 2,119 4,5¢ 4,64 4,264 B,338
16 4,91 4,94 4,9 o,0184 4,85 4,94 4,89 . 8559
it 5,00 a,e7 3,93 9,90559 5,13 5,26 5,18 @, 0920

e e A AU M T RS S T TR T T e R ki il ik Al ARE AR ARM ANT AR T U TR M AT ey e e ke oy b kbt b M il ekl AR b b A AL ke WA A A U M L AR R S S
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TABELA &40 - Acidez do vinho delevurado, expresss a/l acido lati-

ro, no teste de determinacso da atividade do Besflaoc na

fermentaclio alcodlica em diversas concentragdes - continua-
caa.
ciclo Desfloc 75 mo/l media dp
i 7,37 7,97 7,87 @
2 5, 40 5,48 %.33 9, zee
3 5.84 5,84 %.84 @
4 5,40 5,44 5,42 @,8347
3 5,15 9,13 5,13 92,2184
4 4,94 4,%1 4,92 §,0184
4,72 4,94 4,83 @G, 147
4,89 5,19 5,02 ¢,1B4
4,81 4,49 4,74 &,871%
ie 3,38 5,03 5,20 @,23%9

11 5,42 3,37 5,49 2,184

4.-....-...__........—......--..---—...-.._.......n_na-—uu.—w—“n”_umu———“«-w_-......u----



TABELA 61

no teste de determinacio da atividade do DResfloc na

~ pH do vinko delevurado no final

de cada cicia,

fermentacio alcoolica em diversas concentraghes.

Nesfloc 1BO¢ mg/}

media

o

Lo BN -~ T - BT o T NN ¢ VRN & | SR O % T & | I S
[ 75 ]
~
)

3.83 3,77 2,0809
3,87 3.78 2,129

3,77 3,74 $,2300
3.88 3,88 ¢,0199
3,99 3.74 0,05108
3,98 3,88 @,0200
3,88 3,80 8,020

o e i e b A MY VRS R A AP o e o i ek sl bk AR ARA LR THA MEY PWE TR TR T TrW eim el i ek e mhle i ki Al AL MU ALK AR MRS AN TE ML TS TR M A TR TR VRV ML TR A A M Wl e

legends .

*

dp

= depevio padrio.



TARELA A1 - pH do vinho delevurado no final

de cada ciclao,

na

teste de determinacio da atividade do Decsfloc na fermenta-

t8o alcodlica em diversas concentra¢Bes - continuagio

A b e e e M ARS MR M W AN AR WAL A ik i el e i TR R M el ke W ey e A S AR THR R i . Tem e R M o S T — e i i ot et ot e e

THE i el e A AR AT AT A A A e il e R WS T UG WA A il b e s e S e T SR T A A WA kel e e A M M ke e me i

ST MR T S A R G L i s e ke il ke e ey W THR S M TS U M VT VRS VUL WA Ak Min my e e e ey M AN DS ok kel ik bk i e ek e R TR MR e A dem e e A o

3,73 3,88 3,82 0,119
3.86 3.87 3,846 @, 0100
3,73 3,75 3,75 @
3,82 3,85 3,83 @,9200
4,00 4,60 ¢
3,98 3.946 3,94 ®.0300
3,84 3,99 3,87 @,8402
4,00 4,00 4,09 2
3.92 3,91 3,714 92,0109
3,82 3,80 3,81 9.0100

B T ¢ * S N+ S : B - 0% B £ B
N
&
=

e

200mg /1
3,640 3,40
3,78 3,81
3,84 3,87
3.84 3,82
2,85 3,88
4,00 4,20
3,79 4,02
3,84 3,85
3,93 3,95
3.9 3.92
2,84 3.82

@
9,0200
@,0200
2,210
?.0200

2
®,0800
@,010¢
@.9169
@,2100
9,210

T T T W AN R R TR WM WS TAR B FAE FAN A WSS WAL PR AL i el A e ke e ek ey ey e P ML AT A ML AR AR AN ek ke sk ik e e = e VPR R HVR TR AR Ak bk e e e A R e



TABELA &1 ~ pH do vimho delevurado no final de cads ciclo, no

tecte de determinagio da atividade do Desflopc na fermenta-

c30 alcodlica em diversas concentragBes - continuagio

cielo PDeafloc 75 mg/l media dp

i 3,41 3,42 3,61 g, 8100
o 3,84 3,73 3,74 2,808
3 3,78 3,79 3,74 O, 8100
4 3.78 3,77 3,77 @,8109
5 3,77 3,77 3,77 %)

& 3,%e 3,94 3,78 @,8360
7 3,98 3.9 3,93 G,8200
B 3.87 3.88 3,87 2,0120
9 4,39 4,00 @ o}

i@ 3,90 3,59 3,59 )

v - o | A A o TR e e e AL AR AL AL TR W W SR T e i ik i A A R AR TR VR TR TV e e i it ke e e e e



TaBELA 42 - Viabilidade das células de leveduras (%) no teste
do Desfloc imobilizado com potencializador o a adicl3o de di-

versas concentragdes de extrato de levedurs.

ciclo tratam. ¢/ extr. levedura
controle 208 mg/) meédia dp® 500 mg/1 média dp

1 94,4 ?7.¢ 94,5 94,7 0,35 94,8 8,8 97.8 i,44
2 85, 4 83,2 - 83,2 - 85,28 - 45,8  ~

4 49,7 54,3 - 54,3 - t6,8 - 16,9 -

7 45,7 43,8 -~ 43,8 - 4z2.8 - 42,8 -

8 49,7 ae,2 - 39,2 - 3%.2 43,1 41,1 2,76
4 47.2 42,2 - 42,2 - - 43,9 - -
11 5¢,3 43,7 45,9 44,3 0,520 46,8 - 44,8 46,8
14 48,9 58,4 - 58, 4 - 50,5 - 50,% -
19 45,2 54,0 53,0 54,5 6,707 47,0 47,3 47,1 @,21p
=5 45,9 5¢.8 52,1 S5i.4 9,920 43,5 45,8 44,6 1,43
27 43,9 47,7 47,3 47,5 @.286 45,3 44,4 44,8 ©,434
30 33,0 42,3 38,8 48,5 2,47 28,3 27.5 27,9 0,544



TAREL A 62 - Yiahilidade das celulas de leveduras (%! no teste

do Desflac imobilizado, com potencializador e a adic3c de di-

versas concentraches de extrato de levedura ~ continuagBo
ciclo \ tratam. ¢/ extr . levedura
1806Gmy /1 media dp So00mg /1 media do

1 v8,3 27,0 7.6 9,920 8.1 ?7.5 @7 .7 @,35@
P 51,8 - 31,0 - 48, 4 - 49, 4 -
4 { 3 - £ 8 - {5 - {3 -
? 85:6 - ES!é - 36,34 - &é;d -
14 38,9 - 38,9 - 34,2 - 36,2 -
i& 43,5 - 43,5 - 44,79 - 44,2 -
23 47 . 4 54, 64 51,0 5,09 53,4 44,1 as,7 5,14
27 45,4 5@, 4 48, @ 3,48 31,6 38,7 35.1 5,08

o ok e Bk oo e o i A e A Tt kAL AR M W P e i Ak Sk i T TR Sk A Sl S A e T e e e ke AL S AR R L T el sk S Sl e SR A p T



TABELA 43 ~ Poroentagem de brotos vivos das células de leveduras
no teste do Nesfloc imobilizade, com potenciatizador & a

adicio de diversas concentracdes de extrato de leverdura

ciclo tratam. ¢/ extr leveduras
controle £2O0mg/1  média dp™ &89 mg/1 media dp

1 27 .3 16,9 18,1 15,5 e.s40 17,86 14,8 16,5 0,710
z2 14,@ 19,3 - 19,3 - 13,9 - 13,¢ -

4 15,14 28,7 - 28,7 - 2,928 - d,928 -

7 13.8 9,74 - 9,74 - 2,59 - 9,59 -

8 .49 2,9% - 2,99 - i4,¢ 13,86 14,3 6,719
¥ 7,78 8,49 - 8,46 - - - - -
it H,41 4,88 7.2¢ 7,84 0,230 A&.70 - 6,76 -
14 7,30 7,68 - 7,48 - 7,59 - 9,50 -~
19 8,%7 13,5 - 13,5 - g.,97 - 2,97 -
29 8,00 16,7 12,0 14,3 3,32 14,1 12,1 13,1 1,41
27 8,05 13,4 8,52 11,41 3.,3¢ ig,f 9,24 41, 1,6 48
)61 7,83 19,14 44,3 14,7 3,39 12,7 16,8 11,3 1,84

A e A S BAL AR v T W e e e e e e i i W VAL AR AR AR R ANK UBT SR AAF S R T IR MR P W e e e e e e e ek ke ke oy e i

lggenda: ¥ dp = desvip padr8o.



TABELA &3 ~ Porcentagem de brotos vivos das células de lewveduras
n teste do Destlioc imebilizado, com potencializador e
adicdo de diversas concentracdes de exitrato de leveduras -

continuagcao.

ciclo tratam. c/f extr. levedura
180omg/} media dp 5@09mg /1 media dp

1 2e.0 22,58 21,2 1,77 c8,¢ 32,5 29,2 1,77

2 i8,0 - i8, 9 - 25,7 - 25,7 -

4 5] @ @ ? & & & 2,

7 4,18 - 4,18 - 4,00 - 4,09 -

B 7,948 - 7 .98 - - - - -
ii 7,79 - 7.79 - - - - -
14 14,7 - 14,7 - 13,7 - 13.7 -
19 13,4 - 15,4 = 25,8 - 25,2 -
25 15,8 17,7 16,4 1,77 B3.3 (7,92 £é, 4 4,45
B7 ¢.79 13,8 11,8 2,83 16,86 14,1 19,9 1,34

e P P T e e T TR ey e e W m T el ey e e e e bt v v Ve TR LR TR PR MR MU R W AR W R A A e Uik e ek it e e mm T e T AR P MW AN AR AN ik
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TABELA 64 ~ Porcentagem de brotos mortos das células de levedurac
no teste do Desfloc imobilizado, com potencializador e

adic3o de diversas concentracBes de extrato de levedura

cicle Desfloc
controle 2eomg/ 1 média dep* 569 mg/! média dp

1 2,47 1,16 1,32 1,214 @,146 1,35 4,74 1,83 0,6 pr30
2 14,13 i2.,3 - 12,3 - 13,4 - 15,4 -

4 .23 14,3 - 14,3 - 33,9 - 33,0 -

7 13,8 19,0 - i, @ - 18,3 - 15,3 -

2] i2,? 17,7 ~ 17,7 - 14,6 14,3 15,4 1,20
K 16,2 17,9 - 17.9 - - - - -

i1 i2.3 21,8 4,83 14,3 10,5 14,0 - 15,4 -~

14 i{.,4 11,7 - 11,7 - 13.9 - 13,9 -

19 14,2 14,8 - 14,8 - 13,4 - 13,4 -
28 1e.5 2,4 13,8 13,1 @,?2%d #,70¢ 16,3 1&.& @,420
g7 8,75 2.3 14.4 19,7 4t,8P 13,6 18,8 14,2 3,48
3@ 2,413 15,3 14,1 14,7 9,848 17,5 12,90 18,8 1{,es4

RS A Ak PR A Ak il o el o il b o . g . o R V- T AR W Ml Akl ek AR ik ik i o S e e et S TR T AR S i il min A m — —— — - - W W o ok i o o v

legenda: % dp = desvio padrio.



TABELA &4 - Porcentagem de brotos mortos das célulae de leveduras
no teste do Desfloc imobilizado, com potencializador e com
adiglo de diversas concentragdes de extrato de levedura -

continuagio.

G T TR e TR M e m  m p e AV Y WA AR S i WA WAL AL el AL IR VRS HA il i e ke iy M e e e A MR R RN MM MR Al Tem e e i S A S

riclo Desfloc
180@mg /1 media dp 3620mg /1 media dp

i 1.8 1,73 1.76 2,050 8,158 2,49 2,27 2,177
Fd 18,46 - 18,4 -~ £3.2 - 23,2 -

4 35.¢@ - 35,9 - 37.2 - 37,2 -

7 15,3 - 15,3 - 18,7 - 18,7 -

8 13,7 - 13.7 - - - - -
11 15. 4 - 15,4 ~ 16,8 - 14.¢ -
14 14,4 - 14,4 - 15,6 - 15,6 -~
19 15,1 - 15.1¢ - 13.9 - 13,9
23 7.58 ¢,460 8,5% 1,43 1.3 ¢,35 2,82 @,871
27 13.3 17.95 15,4 2,67 15.6 11.14 13.3 3,18

e ABE AR P B e e b by T sk ke e sk W A e i AN i A MAR M R R U T TETL WY VTV MR T T TR M TRA TRV W TRA T PR MR NP MR e m e P M e mmA T A U M M M AR SR WA e e



TABELA 45 - Acidez {(expressa g/l acido latico) e pH do vinhn de-

levurado do tratamento controle,

imobilizado,

ng teste

com poutencializadoy e adigio

roncentracBes de extratao de levedura

do Destloc

de diversas

43

A Y U AR A MM FLE R PR U AT E AT T N R TME MM PR RS N TR R TAE T T VNN TR M R NTU N TR VAF PR AR VRS TR A A SRR e i e e M k. e ey B Y T T

e i i ek e bk A e A Ui AR WAk A YRR WA AR AR TN WA FEM MR Rt W Ml T TR W TR TR SRR TR VR WA SR R R MRS e R I S ke e ik e e e s e e fmm

acidez media
5,56 6,38
&,dé 3,97
5,39 &, 34
4,43 4,49
&,06 5.78
5,7% 5,89
6,06 6,98
5,80 5,86
b,16 6,25
6,39 é&,36
5,7@ 5,56
5,79 3.51
5,60 3,48
5,88 3.74
35,584 5,88
3,60 5.37
6,34 6,19
5.38 3,49
6,06 5,78
5,70 5,76
6,01 3,48
7,93 7 .48
7,99 7.ee

0,127
20,0636
0,0353
0,389
0,141
¢, 0283
9,339
0,127
0.091%
0,198
8,262
0,247
2,198
0,523
0,325
0,262
®,1354
@,389
o,0848
0,742
Q,0434
1,36
0,778
&, %12
1,43

@,087e7
92,0283
0, 0344
©,00797
@.92353

9
®,0493
@,0424
2,2097@7
90,9424
%,9141
@,9283
@, @144
2,8141
@.0141

?

@
?,9283
¢,e848
Q,7a7
.2141
2,848
@, 8434
2,9848
9,90546

e — T — RO 7 VO VP A U MY AR SN A AN AL A s AU S Ak ol ek e f ek i M e e e T Y e R TR R TR SRR MR e W A W MR Ml ke e e e

iegenda .

»*

dp

= desvio padrio.
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TABELA 44 ~ Acidez do vinho delevurado, exoressa g/1 acido lati-
£, no teste do Desfloc imobilizade, com potencializador
e adiclo de diversas concentragdes de extrato de levedura

o i e A mh AR S e M e e e el ke Ak A A AL GAL EAR AN M WA AL LS RS A G AT R AT TR A M SR A A R MR TR W MR A MAC RAR URA A e WS e ke e ek e e e

ciclo tratam. ¢/ extr. levedura

200 mgl meédia dp* 509 mg/l média dp

et R T MR VTR e M SRR e R e i e by ke e il i sl i Wk A e L Al Al AL AR S AL LA B ABE ALL LN AR M AT M AR P MY MAD T ALY AR HES A LR A AN ALK AR A A ke ke

3,87 5,79 5,33 @,347 5,87 3.97 D,462 @,4%4

2

3

4

5 7,682 4,93 4,98 0,03551 8,25 7,72 7.98 9,347
&

7 3.18 F.,09 5,13 @.0501 4,77 A, 7e 4,74 9,03550
8

3,44 3,44 5,44 @ 3,18 5,42 5,49 ¢,312
4 3.49 5,39 §.49 2.129 5,70 3,42 5,446 9,055
18 9,97 3,97 5,97 2 3,79 8,79 5,79 )
it 5.7¢ 5,83 5,46¢ 0,110 5,27 5,44 5,35 6,119
id 4,74 5,35 5,03 0,423 9,53 5,35 5,44 9,129
i3 5,35 3,53 5.44 9,129 5,18 5,5% 5,38 @,287%
14 4,74 4,834 4,45 0,12% 2,406 5,089 5,24 9.229
15 5,79 3,76 5,73 @,8351 3,44 3,42 35,53 9,129
14 3,89 53,09 5,09 2 4,63 5,44 3.3 ¢,351
17 5,18 5,79 5,48 8,423 53,792 §5,7¢ 5,73 90,8550
i8. 4,36 5,18 4,87 @,441 3,00 5H.0¢ 5,00 2
i9 4,45 4,52 4,58 ,0%91° 3.6% 5.,e2 5,05 &,8550
=4 4,74 3,79 5,24 0,733 3,99 5,82 53,14 9,0919
22 4,83 5,20 4.1 0,110 9,353 5,62 3,48 @202
24 4,39 5,02 4,70 @,441% 5,20 5,89 G,14 09,0735
a6 5,35 5,75 5,535 8,874 4,93 6.7t &.,8B2 0,147
27 5,866 5,76 3,8B8B 9,235 4,76 4,05 4,460 @,14B
28 3,70 5,76 5,70 & 7,18 4,76 4,93 9,239
29 3,53 G.79 5,46 @,184 A,84 7,882 4,93 9,127
39 6,99 6,385 4,17 @,B47 7,11 7,4% 7,15 @,0344é

AL AL A AL WML BAS AR ARG AL UMM ML Mokl Al ALl il He ek el vk et v b R Pl e Y TR WER e MR MW MM WAL R AR W AR M W A M ke ek sk ek e ik M ek e e e P AR TR AN ARE Ak M
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TARELR & ~ Acidez do vinho delevurado, expressa g/1 dcido lati-
co, no teste do Besfloc imabilizade, com potencialtizador 2
adicio de diversas coancentracdes de extrato de levedura -

cont inltacio.

ciclo tratam. ¢/ extr. levedursa
1802mg /1 media dp 5408mg /1 media dp

2 &, 76 6,43 6,69 9,233 6,32 4,38 &, 33 9,424
3 6,45 6,73 6,39 2,193 7,24 7,46 7,35 B,136
4 7.77 9,13 8,45 0,942 11.6 12,7 i2.1 9,792
] 14,2 11.,%9 13,1 1,44 17,1 13.,¢ 15,0 2,83

& 13,5 9,39 11.4 2,97 14,4 14,2 12,8 2,24

7 11,8 7,e2 2,41 3,38 12,7 9,19 19,9 £90,%

a 2,18 5,70 7,49 2,4¢ 19,9 B8.75 9,82 1,52

@ ¢.,3¢ 3,27 7,28 2,85 2,33 9,32 9,31 8,212
i@ 7,99 5,44 4,714 i.8¢ 8,25 8.43 8,34 8,127
i1 6,49 9,27 3,88 9,863 4,58 s,14 4,36 8,311
i2 5,87 4,74 5,09 8,375 5,44 35,35 5,39 9,8436
13 6,134 9,828 5,98 Q,2246 6,58 4,74 h,47 9,127
14 5,79 3,97 5,88 2,127 7.26 4,93 7,08 2,177
13 7,28 7,9@ 7,99 8,438 2,48 9,39 A & 2,127
14 £.17 4,38 4,24 0,106 6,85 4,58 4,71 &, 1%1
17 A,14 3,79 5,96 B,247 7,08 &,67 4,84 1,41
18 4,74 4,91 4,914 ? 5,642 5,35 5,49 R.1%91¢
i9 4,74 4,65 4,49 Q,044 5,79 5,33 3,46 9,184
79 5,35 5,09 5,28 2,184 5,33 35.18 3,86 Q2,129
21 4,74 4,83 4,78 Q,08634 5,48 5,27 5,37 9,148
22 5,89 4,45 4,87 2,311 4,91 35,33 3,28 ?,438
24 4,43 4,55 4,54 @, 153 5,68 95,09 5.35 @,375
24 5,44 4,14 5,79 0,495 6,08 7,11 &,99 @.,728
27 4,34 6.8@ 6,57 9,325 6,83 4,89 4,87 9,0283
24 3,79 A,23 &, 81 4,314 7,46 7,72 7,59 &,184
29 3,44 5,79 961 &, 247 8,91 9,924 8,97 R,091?

At Frr dorm mg o oy . i ki Jl i TR U TE PPPR el o oy it il A NN NP N TR PR PR e e ke ek A LS AR R ARR PR SR e v i W M AR AR AR AR WA ST AT PR T e e ke ki e



TABELA &7 =~ pH do wvinho delevurado no final de cada ciclo, no
teste do Desfloc imobilizado, com potencializador o adiclo

de diversas concentragies de ewxtrato de levedura

cicla tratam ¢/ extr levedura
208 mgt media dp¥ LG8 ma/l media dp

2 3,328 3,42 3,47 0,0700 3,49 3,57 13,53 §,0400
3 3,87 3,35 3,34 0,0460@ 3,55 03,48 13,47 B,31i0
4 3,7% 3,78 3,78 @ 3,27 3,41 3,44 5,240
5 3.58 3,358 3,058 @ 3.44 3.53 3,49 ©£,9529
A 3,48 3,48 3,48 & 3,594 3,48 3,51 9,0400
7 3,66 3,73 3,446 0,090 3,5F 2,7% 3,45 9,190
8 3,68 3,45 3,42 0,98309 3,48 3,4% 3,48 06,0600
e 3,463 3,463 3,43 2 3,47 3,48 3,47 90,0809
19 3,65 3,65 3,465 2 3,60 3,54 3,58 9,030
il 3.39 3,42 3.4¢ 02,0200 3,61 3,40 3,50 02,8100
ig 3,48 3,40 3,40 @ 3,865 3,43 3,44 22,0160
i3 3,51 3,537 3,54 0.,9424 3,54 3,546 3,54 @

i4 3,89 3,F2 3,87 90,0436 23,92 3,81 3,84 02,0820
i5 3,8% 3,89 3,87 ©9.9402 2,85 3,84 3I,B4 00,0800
14 3,91 3,93 3,92 ©,24%¢ 3,93 3,82 3,87 0,0R00
17 3,9 3,B% 3,89 @,01i00 13,98 3.B4 3.B8 &,0300
ig 3,88 3,83 3,89 4] 3.79 3.78 3.78 92,6869
i%g 3,74 3,74 3,75 @,8i¢e 3,72 3.4B 3,70 8,630
Bé 3.7 3.84 2,80 0,.94504 3,73 3,7R 3,72 &,000%
21 3,74 3,76 3,74 & 3,73 3,78 3,72 &.,08058
22 J,72 3,75 2,73 0,020@ 3,79 3.,4% 3,49 9,98B05
23 4,0 4,29 4,00 ) 3.6 3,HE 3,89 £H,1i060
24 3,76 3,746 3,74 @ 3,74 3,74 3,74 7]
2% 3,68 3,65 3,44 @,9292 3,463 13,44 3,47 0,0500
24 3.,7¢ 3,73 3,72 @.,88719 3,74 3,7% 3.74 &,98710
27 3,47 3,47 3,47 ] 3.38 3,44 3,41 ©,0422
28 3,97 3,42 3,39 0.,0353 3,51 3,49 3,506 6,014
29 3.63 3,47 3,488 ¢.028B3 3,41 3,43 3. 41 &,00787
39 3,461 3,63 3,42 0,0141 3,49 3,59 3,59 ¢,08707

T T T AP MR AMC MMM MMSL Skl AL ik e ek ek e TR TR S ARR URA WES WA MU dmk e e e AT TR ARE AR AR MM Mlin L it e s A MR L RS Ak e e e e hm TR Y PR A e ke e - A . i



TaBELA 47 — pH do visho delevurado no final de cade cicla, no
teste do Desfloc imobilizado, com potencializador e adi-
c&0 de diversas concentracdes de extrato de levedura -

continuaclo.

ciclo tratam. ¢/ extyr levedura
iBeomy /) media dp 3000mg /1 media dp

e

3 3,67 3,83 3.75 %,110 4,12 4,85 4,18 Q,0%0

4 3,53 3,94 3,33 2,030 3,41 3,35 3,38 &, 0400
3 3,38 3,34 3.36 4,030 3,34 3,3% 3.34 &,2390
& 3,98 3,23 3,16 2.12¢ 3,20 3,34 3,27 &,150

7 3.29 3,50 3,39 9,140 3,29 3,514 3,49 2,152

8 3,34 3.7¢ 3,62 ®.112 3,49 3,45 3,37 0,110

? 3,40 3,42 3,81 @,150 3, 4e 3,51 3,44 D,0408
19 3,32 3,460 3,48 ¢,2389 3.47 3,54 3, 4% ,830%
14 3,49 3,58 3,58 ¢,8400 3,49 3,56 3,52 &, 8500
12 3,548 3,54 3,35 @,0109 3,32 3,49 3,584 @,04600
13 3,47 3,54 3,5t 0,0400 3,56 3,38 3,54 @

14 3,71 3,79 3.75 3,9564 3,73 3,79 3,74 B,8454
19 3,82 3,88 3.83 9,2400 3.89 3.93 3,9%¢ ¢,e300
14 3,48 3.74 3,71 &,0400 3,79 3,78 3,74 D,e600
17 3,84 3,88 3,84 2,03509 3,%@ 3,93 3,71 2., 0200
18 3,79 3.82 3.89 @?,6200 3,87 3,88 3,87 9,e100

19 3,714 3.8¢ 3,73 0.0400 3,71 3,71 3,71 @
29 3,88 3,88 3,86 ®,020¢ 3,92 3.93 3,93 D,0208
21 3,83 3,83 3,83 & 3,89 3,89 3,87 d,0300

2 3,83 3,82 3,82 2,0100 3,83 3,79 3.814 2, 2300
23 4,89 4,04 4,64 6,0100 4,07 1,08 4,23 ?,2500
24 3,814 3,81 3,81 o 3,81 3,85 3.83 B, 56302
25 3,74 3,64 3,78 @,0400 3,43 3.74 3,47 B.84500
24 3.81 3,78 3,79 9,.8212 3,83 3,84 3,83 ?,008787
27 3,78 3,78 3,78 & 3,75 3.74 3,74 &,08707
28 3,73 3,44 3,467 ?,0493 3,54 3,42 3,59 @, 2424
29 3,83 3,81 32,82 ¢.28707 3,43 3,47 3,483 9,2283
3@ 3,858 3.80 3,82 2,9353 3,83 3,49 3,531 $,9283



