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RESLUMO

i trabalho enfoca a influéncia da temperatura e o efeito dz infecclo lati-
cz sobre a producio de dlcool e 3 viabilidade de duas linhagens de Sacrharosyoes
cerevisiar (HRRL Y-2342 e FTPT 2472) cultivadas en caldo de cana enviguecido con
N e P, 2 pH 4,5, & incubadas em um gradiente de temperatura na faixa entrg 8 e
4¢ 9. DBeterminacBes da concentragio de levedufas {plagueamentc & wicroscoplal,
bactérias {plaqueamento), COp {gravimetria), massa celular seca {gravimetrizl,
eH  {(potenciometria), agdcar {colorimetria) e etanol {cromatografia gasose) forem
guantificadas no subsirateo inicial e no fermentade. A partiv desses dados, veri-
ficou~se que as temperaturas dtimas para 2 produs8e de etanol foram 38 BC para
a linkagem de NRRL Y~2342 e 34 BC para 3 linhagem FIPT 0472, O valor do cﬁe?i~
ciente de rendimento alcodlico wdximo apresentou o wesno valor para ambas as 1i-
Hhagens {fprg = 9,477 & uma produl svidade gichal Jigeirsmenie #EL07 para a i~
nhagem NRRL Y-2342 (i1 %). & veproducHo das leveduras foi prejudicada a 43 9C e
benificiadn a tempevaturas mais baixas que as indicadas para a produciic maxima
de etanol. A presesca de Leusonostoc ou Lacfobacillus no inicio das fermentacies
scasionou  respectivamente, a vedugHo (5 %) ou aumento (4 X3 do rendimento alcod-
lico guandn comparadas as Termentacdes realizadas com culturas puras de 5. cerg-
wigige. As produtividades obiidas com as culturas contaminadas foram superiores,
exceto em algumas fermentngdes contaminadas com Lactobaciilus. Ambos os toatami-
nantes afetaram adversamente o brotamento da linhagem NRRL Y-B342 e pouco  in-
Fluiram no brotamento da linhagem FTPT 8472, No final das formentagdes, o Leuco~
postoc nio pode sey detectado snquanto que o nivel de Lactobacilius se manteve
praticamente constante. & ausfneia do Leuconostoc no finzal das fermentagdes pode
ser atribuide & caracteristica de crescimento do Ls«canas?of e ao etannl produ-

zide pelas leveduras, no melc ubilizado.



SUMMOARY

The goal of this work is to study the influence of temperature and in-
fertion of lactic acid bacterina on alcoholic yield and viability of two strains
of Saccharomyoey  cerevisias (HRRL ¥~23$E and FIPT 9472) growing on Lane  sugsar
brotk at pH 4,5 suplemented with N and P. The incubation was carrvied op & ten-
perature gradiest incubator between 28 and 48 BC. Determination of yeast concen-
tration (plate count and microécnpg), bacterial concentration (plate count), COZ
(gravimetvyl}, dry cell mass f{oravimetry), pH (potenciometry), sugar concentya-
tion {colorimetry) and ethanol {gas chromatography) was done in the initial and
final samples. The optimum tewperature for ethanol production was found to be 38
00 $or strain NRRBL Y-2342 and 34 8C for strain FTPT @472, The mawimum alccholic
siei& copificient obiained was the same for both strains (Ypgg = €, 477 . novewer
the productivity was slightiy higher (11 %) for the strain NRRL Y-234E. The re-
production of deasts was advafseis atfected above 4¢ 82U but was enhanced at lo-
wer temperatures (285 to 32 B0).There was a decrease in the alcoholic yield of &
% in the presence of Leuconostpr and an increase of & % in the presence of lac-
tobacillus. The productivity obtained with contaminated cultures was higher,
with the execption of some experimenis contaninated with lacfphacilius, Bolk
bacterial contaminants affected adversely the budding of strain NRRL Y-2342 but
did not affect the budding of strain FTRT 9472, At the end of fermenistiipn the
level of the Lactobacillus contamination remained constant, whereas viable cells
0¥ fLeuconostor could not be detected. This was due to the sensitivity of Lleace
aosfo against the szthanol produced during the alcoholic fermentation, and the

growth characteristics of Leuconostoc in the medium fested.
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INTRODUCED

Udrios trabalhos de pesguisa sugerem que a contaminaco
bacteriana afeta o rendimento da producdo de alcool por haver
perda dos acdcares devido a reprodugdo dessas bactérias e forma-
c2o dns metabdlitos indeéejéveiﬁ (BERRA w8 alfii, 1288, AMORIM &
OLIVEIRA, 1982 e ALTERTHUM =¢ 2773, 1984) que podem ser towicos
para as leveduras. Significativos problemas no processamento po-
dem ncorrer devido a producHo de goma e induclo da floculagio no
mosto (SERRA £ alii, 198¢ e YOKOYA, 1989) causando o entupimen-
to de gana}izacﬁeﬁ, bombas e centvrifugas (AMORIM & OLIVEIRA,
19é2, LIMA ¢ alilk. 1??4 g STUPIELLD, 1982).

Na tentativa de preveniv a ocorvéncia desses problemas
muitos pesquisadores rvealizaram levantamentos microbioldgicos
nas varias etapas do processo de produgdoc do dlcool.

Constatou-se que a maioria daé.microrganismos in?ectaﬁ~
tes na Termentaglo alcpdlica pode ser provenignte do solo  (MA-
YEUY, 1960) g flora epifitica aderida & cana de agucar (BEVAN &
BOND, 1971 e TILBURY, 1275). A colheita mecanizada 2 as condi-
rhes de armazenamenta como altas temperaturas e umidade podews
favorecer o aumento da populacgio de microrganismos (ﬁBAN, 19687 .

A cana por si sd apresenta boas gualidades nutricionais
para o desenvolvimento destes microrganismos contaminantes,
principalmente as bactérias iéticas, devido &s suas caracteris—
ticas de toler@ncia a baixos pHs e altos teores de aguCares

(TILBURY, 1973 e ANGNIMO, 1983a).



Fara minimizar o nimero destes contaminantes muitas usi-
nas de dlcool fazem intermitentemente lavavem dos eauipamentos
com sanitizantes e tratamentos de calagem e de pasteurizacio no
caldo de cana antes deste ser divrecionado para as dornas de
fermentag3o (ANGNIMO, 1983a).

Entretanto, as condicles de operagio do processe do al-
ool de muitas usinas céma haiwa assepsia (FINBUERUT ¢ alif,
1783}, resfriamentn do caldo em tipo torre de vesfriamento (J3IL-
.Uﬁ, 19BR) e reciclagem de celulas de leveduras (YDKOYA, 15782
propiciam a recontaminacio por varios microvrganismog,

fara controlar a infecgio beacteriana nas dornas de fer-
mentagio muitns estudos tém sido desenvplwidos visando a aplica-
cﬁé de =sgentes antimicrobianas. Porém, esses tratamentos nem
sempre sdc eficazes. & imprescendivel gue estes agentes anti-
microbianos atuem o minimo possivel nas  leveduras. QOutra
dificuldade € que o mosto de fermentacio par apresentar
novrmalmente uma grande variedade de ﬁicrnrganiamss, torna~-se
dificil combaté&~los adeguadamente.

Tyabalhoz realizadons no laboratarie de Microbiologiz de
Alimentos (FEA ~ UNICAMP) indicaram que o uso de determinados
zgentes antimicraobianocs para o controle da infecelo 1dtica, comn
penicilina e pentacliorofenato, podem induzir a prndﬁcﬁo de goma

(dados nfo publicados).



Considerando estes fatos em adig3o zes custos envolvidos
com o emprego de antibidticos e/ou produtos guimicos em  usinas
de dlconl para contornar o problema da infecglo ldtica na  fer-
mentagdo alcoolica, este trabalho visa obter maior conhecimento
do compovtamento do Lguconostor e do Lactobaciiifus sobre a fer-
mentacfo por levedurss, em cultura datch.

Acsim, foram realizados ensaios de fermentacio
alcodlica com duas linhagens de Saccharomyces cergvisias  {(NRRL
Y-2342 e FTPT 0472) na presenga € auséncian de contaminantes em
diferentes temperaturas na faixa de 28~4¢ 2C. 0 substrato
utilizado foi caldo de cana diluido a2 42 ¥Brix, suplementado com
N e P e pH ajustado 2 4,5, Através das analises fisicas,
qufmitas & microbioldgicas das amostras do substvato inicial =
-do  fermentado foram obtidos dados que permitivram analisar a
influénecia da temperatura @ algumas modificacbes ocorvridas no
mEio e nas leveduras ocasionadas pelos contaminantss
bacterianos.

Para obter maiores informacdes sobre as duas bactérias
utilizadas no experimegnto como contaminantes e citadas
frequentemente na literatura como causadores dos distdrbios nas
fermentagles, Yoram realizados testes comumente empreaados em

tasonomia bacteriana para identiticac®o a nivel de espicie.



#n outra etapa foi averiguar o efeito da temperatura 2 do
etanol ne crescimento do Leuconosbor mesentergides  subsp,
mesentproides. Assim, o cultivo da bactéria foi observado
através de leituras de densidade dptica no mesmo caldo de cana
utilizado noas ensazios de fermentagdes a wvarias temperaturas
(28-4¢ BC) e em diferentes concentracbes de etanol (@0-% % {v/v))
A temperatura otima de crescimento.

A dltima etapa do trabalho foi acompanhar 2]
desenvolvimento do & cerevisiae NRRL Y-2342 e do Lewuconostoo,
com o tempo, em uma fermentacfo simultBnea com os dois

micvorganismos & temperatura otima de crescimento da bactévia.



REVISAS0O BIBLIOORAFICS

i, ASPECTOS GERAIS DA FPRDDUCED DD &LCOOL
1.1. Tecnologia da Produclo de &dlcool

Devido a incentivos resultantes da politica do governo
tederal, a producio de dlcool cavburante tem anmentadeo continua-
mente nos dltimos anos. Em 49795, a produglo de dlcool gque foi de
606. 1056 L, aumentou para 4 000 105 L, em 19Bi e em 1985 foi pre-
vista para aproximadamente 11 000.10% 1. (KEIM, 1983), o que cor-
reépnnde a 142 mil barric didring o srannl . Seaundn  RUIEMED
(19835) 9@ % da préducﬁo automobilistica constituem de veiculos
movidos a alcool.

Ds dados da producio de alcool das usinass cooperadas 2
COPERSUCAR obtidos na safra de 7&/77 a BR/83 demonstraram aumen-
to consideravel wutilizando praticamente a mesma tecnologis da
producio. Porém, as instalagdes das usinas foram amplizadas e
procedeu~-se maior controle nas etapas de producio de dlceool, o
que refletiuv em apreciével aumento na produtividade 2 rendimento
alcodlica até 1979, tendendo 5 uma estabilizag8o nos anos poste-
riores (FINGUERUT of aiii, 1983).

A materia-prima mais utilizada para é producio de etanod
no Brasil € a cana de agdoar, ou a sacarose, por constituir
aproximadamente 89 % dos sdlidos soluveis do c¢aldo de cana (LIR-

DEMAN & ROGCCHICCIOLI, 1979).



0 processo de producio de etanol utilizado pela wmaioriz
das usinas cooperadas a COPERSUCAR é o de Melleo-Poinof. As prin-
cipais etapas da producZo estio indicadas na Figura 1 (ANANIMO,
1283b) e descritas ahaixp.

A cana & lavada para remo¢io de spolo e areia antes de se
procederl a extracio do caldo. Depois desta, é tratado auimica-
mente {(calagem) e termicamente. D mosto € constituido basicamen-—
te de caldo tratado & melago suplementado com nutrientes (prin-
cipalmente de nitrogénioc e fdsforo). Adiciona-se agrandes quanti~-
dades de leveduras (18 %) no mosto pavra a conversio dos agdcares
{geralimente 1P-18 %) em alcool, COp e subprodutos em reatores
rilindricos de fﬁnda ligeiramente cBnicos. 0 mosto fermentado §
ce;tri-Fugada resultandn em vinho dalevurade, aus 8 . diveciconade i
destilagdo e 10-2¢ ¥ do volume € constituido basicamente de le-
vedyras (leite), que & tratado com acide sulfirico (pé-de-cuba)
& retornado ac mosto (CAMHI, 1979, LIMA et #lii, 1982 e FINGUE-
RUT op 4774, 19833

FINGUERUT ¢ glis (4983) sugerem pelo menos tr8s aspee-
tos w serem estudados para melbor aproveitamento do processo
Helle-Boingf: (1) otimizac3o da fermentagdo alcdlica através do
controle da temperatura, pH, cmmpbsicﬁm g concentracdo de nu-
trientes do mosto, (P) avaliag8o do controle microbioldgice e
{3) selegio d.e leveduras mais resistentes a alteracdes suinicas

e fisicas (pH, temperatursa, etanol, agentes quipicos & etc).
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Figura 1. Esguema geral das etapas da producBo de dalcool utili-

zands o processp Melle-Polnod (ANONIMD, 19B3b).



1.2, Microrganismos Produtoves de Etznol

CORREY {(41978) cita em seu trabalgﬂ uma grande variedade
de bactérias, fungos filamentosos e leveduras capazes de conver-
ter agucar em etanol. As diferentes rotas metabdlicas adotadas
OV algﬁns desses mitrorganismos estBo descritas no trabalho de
DAMES (19435 .

Os ascomicetos dos génevos dAspergillus, Fusarium, fsai-
cillium e Meurovsporaz nio sSo indicados para a producl3o indug-
trial de =2alcool por fornecerem baixo rendimento alcedlico. A4s
bactéfias termofilas, além do baixo rendimento s3o menos tole-

rantes a concentrapio de etanol acima de 5 ¥ (ES8BER & KARGCOH,

tonay

Nessa forma, apenas as ieveduras € a3 Zymosonss oobills

¢t8m se mostvado promisscoras na produgio industrial de alcool.

A F. mobilis tem despertado grandes atengdes pela sua
capacidade de produzir rendimento alcodlico (97 X)) szupericres as
leveduras (B? %). Entretanto, esta bactéria possue a3 caracteris”
tica de menor toleridncia a concentragido de etanol (7 %) e baiwn
pH (5,86} do que as lepveduras (8-19 ¥ e 3,0 respectivamente). Ha™
quelas condigtes favorecem o desenvolvimento de muitos microrga™
nismos contaminantes. Dutra caracteristica negativa da & asobi”
lis € a capacidade de fermentar um veduzido numero de agucares

(ESSER & SCHMIDT, 1982 e EGSER & KARSCH, 19845 .



As espicies de leveduras comumente utilizadas para fer-
mentar agdcares 80 Saccharomveoes cerevisiae, . wuvaram (oarls-
bengenais), Schizosaccharomyess pombe e Elugvergayoes op (KDSA-
RIC ef alii, 19B3y, sendo o &. cerevisias preferido industrial-
mente por ser mais tolerante a mudancgas dss condicdes do meio

(ROSE, 1986, JONES «f afij, 1981, D'AMDRE & STEWART, 1987).
1.3. Metabolismo da Glicose

@ 5. rerevisias pode metabolizar a plicose por vias ca-
tabdlicas ou biossintéticas, dependendo das condicBes do meio.

Concentracdes de glicose {acima de 50~160 mg /L) pu au—

~ . -
A A b A Aov maead
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via Emboden-Aeyerhof (JONED wf alri, 1981 ¢ VAN DIJKEN & SCHEF-
FERS, 1984). A reacfo gslobal esta representada segundo a equa~

tE0 abaiwxo (LIEVENSE & LIM, 1982} .
CgHyply o o 2 LpHs0H + 2 Eﬂe + 2 ATP

Assim, cada grama de glicose poude tearicamente fornecer
0,31 grama de etanol. Entretanto, na pridtica o rendimento alcod-
Tico ndo ultrapassa a 906~95 ¥ do tedrico devide a necessidade da
levedura em utilizar nutrientes para a sintese de massa celular.
Além disso, quantidades de glicerol, acido succinico podem ser
produzidos (4-3 % do substrato total) dependends do tipo de le-~
vedurs & das condicdes da fermentag3c. A sintese desses metabd~

litos permite 8 regeneracio dpo NAD em anaerobiose (OUR%, 19773,



jie

Além destes produtos sic comumente praduzidos em quanti-
dades wmenores acidos oregdnicos, tais comop: acetico, pirudvice e
latico; 4dlcoois do tipo amilico, iscamilico, butanol, isobuta-
nol, n-propanol e seus respectivos esterss, bem como, compostos
como acetoina, acetaldeido, 2, 3-butanocdial e outros (PHAFF of
&li3, 1944 o FINGUERUT g¢& aiii, 19B5H).

Na ausmféncia ou indisponibilidade de carboidratos pode
ocorrer também, = oxidaglo de etancl, segundo a reagido slobal

indicada abaixo:

CoHgOH + 3 0p —reesew b g CO + 3 Hp0O + energia
2ng 2 2 2

ST BF &

etanol.

Entretanto, condi¢les de aerobiose & b%ixas contentra-
cles de glicose {(abaixp de 30-19¢ mg/L) favovecem o mecanismo da
oxidacB80 da alicose pela via dos icidos tricarboxilicos e cadeia
respiratdria. Nestas condigBes s3c produzidos 146-28 APT por mol
de 4glicose (LIEUENSE & LIM, 19B8), A estequiometria da reagio

estd descrita sbaixo:

CaHyply + &6 0p w=—o--- B & COp + & Hp@l + energia
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1.4. Fatores Limitazntes do Crgscimento das Leveduras e da

Producio Alcodlica

45  mudangas fisico-quimicas do moasto de fermentacio po-
dem ocasionar alteracfes favordveis ou prejudiciais as funciona-

mento celular da levedura, tais cama?
1.4. 4. Requerimento Nutricional

Tanto o melaco como o caldo de cana contém psg principais
componentes nutritivos (C:N:P) para a realizaclo da +ermentaclio
alendlica. Mesmp assim, freqlentemente ¢ necessirio suplementar
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uma boa fermentagdo. & proporcdo de P90:1:0,9 dos respectivos
componentes & exigida para a obtenclo de vinhos com alto teor
alcodlico (40-42 X)) (CAMHI, 1979).

s elementos, K, Mg, Ca, Zn, Fe, Mn e C1 sio requefidns
em quantidades wvariando entre @,1-1,0 mM, enguanto que Co, B,
€d, Cr, Cu, I, Mo, Ni e Va sio desejados no meio fermentative em
concentracdes de @,1-1090 pHM para aumentar a atividade do cresci-
mento da levedura e da fermentacio (JONES of alis, 1981). DOMBEK
& INGRAM (1986h) sugerem que o Mg na concentrac3o de 2,5 mM fa-
vorece o crescimento da levedura 2 a atividade fermentativa.

Em determinadas concentracBes alauns destes nutrientes
podem atuar como antagonistas g inibir o cresciﬁenta da levedura
4 da fermentacio alcodlica. (JONES gf al7y, 1981 & JONES & GRE-~

ENFIELD, 1984).
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Yitaminas como biotina e pantotenato, por serem comens-
tos essencisis s todas as linhagens de Faccharomsces, sio dese-
Jadas no meio fermentativo.

A suplementaclo do oxigénio e acidos graxps insaturados
em mostos de cervejaria favorece o aumento de viabilidade das
leveduras 2 a toleridncia ao etannl, enquanto gque a8 adi¢do de es-
terol e acidos graxos favorecem aumento da massa celulsr de le-
veduras (TYABRI, 1%843>.

Mesmo na presenca desses compostos, a leveduras requer
oxigénio para 0 seu créscimenta (JBNES et alii, 198B1). Entretan-
to, de zacordo com KOSARIC &f afif (1983) B TYAGL (1984) na pre-
senga desses nutrientes essenciais ndo hd necessidade de se adi-
ciénar origénio ro meio.

Apos a.ievédura cﬁnsumir o oxigénio inicislmente presen-—
te no meio de cultura em dafch, O processo se torna anaerdbico.
Nestas condi¢gBes, as leveduras s3o incapazes de reproduzivem
mais do gque 4 ou 5 geracles por causa da deficiéneia de lipi-
deos, acidos graxos insaturados e esterol (TYAGI, 1984).

Porem, =altas concentraclBes de oxigénio inibem as vias
fermentativa e respiratdria. TensDes de oxigénio superiores 3
39¢ mmHg inibem tantoﬁo crescimento celular como a sroduclo de
etanol (0OURA, 1974a, 1974b e fYﬁGI, 1984 . |

KOSARIC &f afii (1983) vecomendam a manutengB3oc de quan-
tidades de ©,05-0,1¢ mmHg de oxigénio no caldo de fermentagio
para =a produclc de componentes necessarios para biossintese de

acidos graxos poliinsaturados e lipideos da levedura.



1.4.2. bEfeito da Temperatura

JORES g& alii (1981) descreveram que as espécies de Sac—
charomycss  apresentam altas taxas de crescimento 3 temperatura
entre B8 e 35 BC e acimas de 49 BC n8o ocorre crescimento da le-
vedura. De acordo com NAVARRD & DURAND (1978) a concentraglp de
etanol dintracelular atinge valores maximos sob altas temperatu-
ras, induzindo a morte da célula.

Estima~se que a temperatura otima da taxa de produgio de
alcool, ocrorre 5 a 1@ BC acima da temperatura otima do cresci-
mento celular. Em meios ndo favordveis a fermentscio como altsa
concentracio de etanol, a temperatura dtima parz produglo de gl1-
cmél toarnz—-se main hadius €J§MES f alil, 19094Y)

CIFTCY . aflalij (i?Bﬁ) observaram gue a produtividade do
d1cool aumenta drasticamente de 39 a 35 DC, atingindo valores
maximos entre 42 e 42,5 9C. U fato da produclo mixima dg etanocl
grorrer 3 altas temperaturas pode ser devido ap fato de aue a
atividade da slcool dehidrogenase @ fTaveorecida a 40 20 {JONES gf
afii, 1981) e we aumento ds permeabilidade da membrana plasmdti-~
ca ocasionadeo pela alteraglio da composicR0 de 2Acidas graxos
(D°'AMORE & STEWART, 19B7). Ocorre um acréscimo de dcido graxos
insaturados com aumento da.temperatura proporcionando  otima
fluidizacio na membrana para as atividades celulares. Enquanto
que a quantidade de estercl ndo foi observada alteracles signiw

ficativas decorrente da variac3o da temperatura.
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0 mecanismo de aglno da temperatura sobre o comportamento
do &, cerevisiae ocorre ac nivel de membrana mitocondris (VAN

UDEN gf aiii, 1984) .
1.4.3. Efeito do Didwxido de Carbono

A presenca de COp em meio aerdbico e anaerdbico inibe o
crescimento da levedura (JONES ¢ z755, 1981).

Embora n8oc se conhega muito sobre a magnitude da  in—

fludncia do COp na produciio do dlcool, CHEN & GUTMANIS (1974)
notaram que concentracles de COR Supericres a 0,916 M em meio
com aeracdo e baixa concentracfo de glicose provocam driastica
inihieln nn cronciapnta dn 8 rorsessins

Segundo LYNEN (1941) o COp pode influir na permeabilida-
de e composicdo da membrana celular resultando em algumas alte-—
ragc8es na atividade enzimidtica, permeabilidade e no transportg

de sagiuta.
i.4.4. Efeito do pH
Muitas linhagens de §. gprovisias crescem em amplo  in-

tervalo de pH (2.4 a B,46) & fermentam em intervalo de pH wmsis

restrito (3,5 a 4,9) (JONES of r1J1, 1981).



A prépria levedura, acarreta a diminuic3o do pH do meio
(gH final = 3,5) devido & produgio de @cides orgfnicos. Entre-
tanto, o pH intracelular se mantém relatiéamente constante perto
da neutralidade (6,7 a 7,0) durante a fermentagdo em bafch (DOM-

BEK & INGRAM, 1987).
{1.4.5. Eteito da Concentragdo de 8licoss

Em condicBes aerdhicas e baixas concentracfes de glicose
(interior a 1,8 g/L) a levedura degrada o agdcar em gas carbdni-
ro e agua através da via do ciclo do acido tricarboxilico e ca-

deia respiratdria (efeito Fasfgur) {(OURA, 1974s, 1974b)
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' guperiores, implicam na repressio de sintese e atividﬁdes respi-
ratdrias (JONES wf alii, 19812, favorecendo a formac3o de etanol
e gas carbBnico através do efeito Cradtrgs (QURA 1974a, 1974b e
FIECHTER, 1981).

Concentragfes de substrato mais elevados, na faixa de
156 a P50 g/L, inibem o crescimento da levedura e atividade fer-
mentativa (JONES of alii, 1981). Porém, DOMBEK & INGRAM (1987)
demnnstraram in vifro sue as enzimas glicoliticas e as de fer-
mentacSo alcodlica mantém a2 atividade alta durante a fermentaclo
ém tultqra hatck.

Elevadas concentragBes de acgucar estSo associados a bai-
wa atividade de dgua (ay) e pressdo psmotica (BEUCHAT, 19833,
que podem dificultar a passagem cdo etanol para fora da célula

STREHATLANO & GOMA (1983).
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1.4. 4. Inibigl8o pelo Etanal

Alta concentra¢8o tinal de etanal & desejada por ofere-
cer diminuicdo nos custos de destilagSo e dificultar o desenvol-
vimento de muitos microrganismos contaminantes (BROWN of &lii,
1981), =além de proporcionar reaucﬁa'nms custos de investimento
da dimensZc da planta da usina de dlconl por unidade do produto
(INGRAM, 1984).

Porém, segundo ROLZ (1981, 1982) concentracles de stanal
acima de 70-80 g/L inibem completamente 0 crescimento de lesvedu~—
ras e niveis de etanol na faixa de B7 a 115 g/L provocam a total

inibic¢8o da produgioc de stanol.

SROLIN e I Y P ADEA Homror b b
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rimentos cam duas linhagens de Saccharomyces (5. cerevisias NOYC
479 =~ levedura de sake e 5. gvarus SD-~cye - hapldide resistente
a ciclohexamida) que o efeito do etanol atua mais intensamente
no crescimento da levedura do que na atividade fermentativa.

0 efeito do etanol no crescimento da levedurs pode ser
.analisada atraves da redugdn na velocidade especifica mawima de
crescimento e/ou decréscimo na viabilidade celular. A reduclSc na
velocidade especifica mdwima de crescimento provem da inibic3o
da sintese de proteina enauanto a morte da levedura resulta da
desnaturacdo das proteinas afetadas pelo etancl. Neste aspecto a
inibi¢Bo & considerada nio competitiva,

Para explicar o mecanismo da inibic%o pelo produte  IN-
GRAM (1984} propls duas hipdteses biasicas: ( {4 ) danos na  mem-

brana celular 2 ( B ) inibi¢30 das enzimas glicpliticas.
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Esta dltima hipotese nio tem apresentado signific3ncia
em estudos realizados In vifro na presenca de niveis de etanol
comumente detectados duvrante a fermentacga alcoolica (MILLAR gf
aliil, 1982 e LAURE of alii, 19B4).

Porém, ha controvérsias da hipdtése da concentraglo in-
tracelular de etanol apresentar indices bem mais elevados do que
a concentracSo de etanol extracelular ocasionando inativa¢Bo da
enzima 3dlceol dehidrogenase (NAGUDAWITHANA & STEINKRAUS, 19743,
hexoquinase (NOVAK &t afsii, 1981), perda da viabilidade celular
(NABODAWITHANA & STEINKRAUS, 1974) e inibi¢lo da reproducio da
levedura (NAVARRO & IURAND, 1%78).

NAGODAKWITHANA & STEINKRAUS (41974} compavraram o efeito
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produzido pelas leveduras. & viabilidade celular da levedurs foi
menos afetada no meio com o etancl adicionado (13,8 %) (p/v) em
concentracio de aproximadamente 30 ¥ superior ao eitanol produzi-
do (9.4 %) {p/v}.

Begundo NOVAK ef alii (49Bi} o etanol produzido induz
umz toxiridade de aproximadamegnte 2@-235 veres naipr que o etznol
introduzido ao meio devido a baixa permeabilidade do estanol pars
o interior da célula.

s mesmos autores sugerem gue a toxicidade do etanol &
maior no inicio da fermentacio por provocar a desnaturaclo das
enzimas, principalmente a hexoguinase devido & alta concentragio
de etanol intracelular (125 g9/L). No final da fermentacio essa
concentragio diminui drasticamente para valores de 21 g/l ¢ a

concentracio de estanol extracelular atinge valores de 45 g/L.
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Porém, existem fortes evidéncias de gue o etanol flui
livremente através da membrans celular, equilibrando rapidamente
a concentragdo de etanpl intra e extraceiular (INGRAM, 1986).
Através do estudo com carbono marcado (1490) BUIJARRD & LAGUNAS
(1984)_ concluiram que o etanol extracelular se difundse rapida-
mente para o interior da cdlula, atingindo équi}ibrio molar,

Da mesma forma, os estudos de DASARI p# afii {(1983) mos-~
traram que as dJdiferencas entre a concentracdo de etanol intra e
extracelular s8o insignificantes em todos os estdgios da Fermen~
tagdo. Os autores recﬁmendam certos cuidados na determinacio de
etancl intracelular. Esta anslise deve ser realizada com pré-
congelamento durante a coleta d3 amostra, alta densidade de cé-
luias a Ffim de reduyzir o ftsmpe d2 orepare da amosira ¢ subse-
auente Filtragdop, ﬁstes résultadns demonstraram serem concordan-—
‘tes com DOMBEK & INGRAM (1984} .

Qutros estudos propSem sue o etanol altera a organizacio
da membrana, mudificando 3 permeabilidade 2 as atividades das
enzimas & o sistema de transporte associados a membrans (LAURE
gl alir, 1984 o INGRAM, 1984},

VIEGAS of alii (1985) atribuem a discrepﬁncia gntre os
efeitns do elanol adicianadc 2 0 produzido zos subprodutos (aci-
do octandico e decandico) da.¥ermentac§o ai:mélicé em vinhos @
cervejarias, btstes compostos causaram significante decréscimo na

taxa de crescimento de Saccharomycss SAYINUS .
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Muitas pesquisas dndicam também, aue a tolerdncia a0
etanol esta correlacionada com o aumento do comprimento da ca-
deia de dcidos graxos e proporcsa de dcidos graxos insaturados
(Cig.47, esterocl (ergosternl) na membrana do g cprevisias (BEA™
VAN of alii, 1988, LAURE wf alif, 1784 e INGRAM, 19786) e proteo-
lipides (fosfatidilcolina e proteina) proveniente do 4. woryzae
(HAYASHIDA «¢ afii, 1974,, 1975). A diminuigdo de quantidades de
esterol na membrana celular afeta o transporte de agucar acarre-
tando inibigl8e no crescimento e fermentaclo (LAURE ef alis,
19843 . |

Em condicBes anaerdbicas, as leveduras sBo incapazes de

sintetizar &dcidos graxos e esterol. Assim, subsequentes Iraba-

e

"k

Thog tom ostudndm o efeitn da adicleo de virins lip Aridos
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graxns insaturados e estercl no meip de cultura com igveduras na
tentativa de obter alta produtividade de dlcool (ALTERTHUM & RO-
gE, 41973, THOMAS & ROSE, 1979 & BEAVAN of alii, 1%8BZ).

is e¢feitos de inibig8p do agucar e etanol indicam um si-
nergismo. Embors, n3o se tenha muitos conhecimentos sobre a in-
teracio destes compostos, a inibigic pelo etannl tem demonstrado
ser mais drdstica do gue a inibicdo pelo substrato (JONES ef

alii, 19B1 e CIFTCI #f &I4F, 1983).
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1.5. Estudos para Melhoramento de Leveduras de _Interasge

Industrial

Com intuito de obter leveduras com caracteristicas dese-
jadas, tal como, alta produtividade de etanpl, tolerSncia ao
etanol, temperatura e osmose, muitas pesquisas tem side feitas
visando a sele¢do de leveduras através de meios de culturs e ma-
nipulacBo genética cldssica, fus3o de protoplasmas, hibridiza-
¢80, transformacSo e DNA recombinante {ROSE, 1980, SPENCER &
SPENCER, 1983, CASEY »f alii, 1986, D AMORE & STEWART, 198B7).

fAs  caracteristicas da levedura de produzir alta concen-
trag8o de etanol e a talerdncia = este produto demonstram ser
inéependgmtes.__a_ maimria das celulzas tolerantes ao etancl nde
produzem altas concentracdes de etanol e vice-versa (D AMORE &
STEWART, 1987) indicando independéncia entre esses dois caracte-
res. HE evidéncias da existBncia de pelo menos quatro genes en-
volvidos com a tolerBncia ao stanol. |

Embora, n8o se tenha obtido resultados promissores para
o desenvolvimento de linhagens de leveduras com alta produtivi-
dade e toler@ncia ao etanol, 2s pesquisas desenvolvidas ateé ho-
je, indicam que alta tolerincia ap stanol pode ser obtida atra-
vés da adi¢So de componentes celulares e derivados ?isioldgicos
da respiracﬁd aerdbica. Assim, D AMORE & STEWART (1987) proplenm

o estudo bioquimico e gendtico com mutantes lipidicos.



2.'Cﬂn{aminante§ do Processo de Producfo do 4lcosnl

Os processos da colheita de cana de agucar, extraclo do
caldo da cana e fermentagio alcodlica enveolvem a participacio de
diferentes contaminantos bacterianos, em maior ou menoyr intensi-

dade dependendo do tipo & das tondigles de operacio utilizadas.
2.1. Contaminantes no Campo & na Colheita da Cana de Acucar

A Ccana utilizéda em usinas de agucar e dlconl, pode so-
frer ou ndo o processo de queima no campo, antes da colkeita.

A cana ndo queimada, cortada e despalhada apresenta dti-~
ma~ qualidade tcomo matéein 5rima: o8 residuns veartnis, tais co-
mo, folhas e palwifos, prbpmrcienam uma cobertura vegetal no so-
1o, combatendo a ernsBo e favorecendnp a censeruiagm da umidade.
Entretanto, estes podem interferir no brotamento das sogqueiras,
tavorecendo a proliferacSo de prasas e doengas, aumentando os
riscos de incéndios e dificultando as operagbes de mecanizagio
{RIGHI, 1975).

As  folhas e colmos de cana sadia podem conter i10%-108
bactérias POY grama 921@3~ 184 fungos por grama (DUNCAN & LCOL-~
MER, 1944} . |

BEVAN & BOKRD ({97%) isolaram aproximadamente 5¢ micror-
ganismos diferentes da canz de acdcar. Entre eles: leuconostoe
wesenteroldes, Pacilius cereus, Fseudomonas, Btrepfomycetos, Ac-

Linowycntow, Saccharomyces, Forula, Pichis e Penlcrlium,



A aueima das folhas de cana viss diminuir as  imppurezas
vééetaia e facilitar o corte {(RIGHI, 1975). Geralmente n3c fa-
vorgce a redugdo de microrganismos. Embora 3 temperatura ds cana
possa atingir BS BC, o Lewconostoc @Esenterujdﬁﬁ nag & totalmen~
te eliminado (BEVAN & BOND, 1971).

0 processe da gueima da cana pade remover a ocgra do col-
mo, que parece ter funclo bacteriostatica (BEVAN & BOND, 1971),
além de poder provocar rachaduras da casca da cana facilitando
a entrada de microrganismos (STURIELLO, 19835,

g acordo com EGAN (1%463) e STUPIELLO (1982) pode haver
uma rapida penetraclo e colonizagdo por Lguconosios nos tecidos
da cana, embora os mecaniswmos de entrada nido tenham sido bem
elécidadea.

No pracessﬁ de caiheita da cana, pode ocorrer contamina-
¢80 por bactérias no corte com machados ou ﬁodﬁes (TILBURY,
196%), por residucs do solo (TILBURY, 1973) e pela flora epifi-
tica da cana (MAYEUX, 1966, DUNCAN & COLMER, 1964 e TILBURY,
1975 .

0 tipo de processo utilizado na colheita da cana de agu-
car pode propiciar o aumento do nivel de deterioracl8o em decor-
réncia da  proliferaclo dos microrganismos nas regiﬁes da  cana

com danos fisices.
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i colheita mecanizada, por colthedoras gue seccionam o
colmo enm toletes curtos, causs o aumento dp grau de infeccio dos
toletes e consequentemente a deterioragln. Aproximadamente uma
hora e meia apds o corte mecanizado os microrganismos predomi-
nantes s8o: leveduras, Leswconosfoc, Xanthkomonas e Aerebactsr
{BEVAN & BOND, 1974).

{tbeservactes realirzadas por STUPIELLD (198R) mostraram
peyrdas de agicar de até 28 ¥ no decorrer de 4 dias apos o corte,
sendo maior a perda nos toletes menores.

A deterioracdo ocorre em meédia 40 horas apds a colheita
mecinica, enquanto gque no corte manual a detevioraglo ocorre em

média apds 79 horas (EGAN, 1948). No caso da cana queimada e

surtos {28 2

kil
ERe t L. ma

i

ool ozigw B lsmb o
BT B T 8T8

Ea s

o
h
)
¥
st
i
]
2
4
By,

nicdie e memon
to no patio das usinas deve ser no maximo 24 horas apds a3 co-~
1heita para evitar indesejdveis aumentos da microflora contami-
nante (STURION g¢ alif, 1975).

Colmos de tanas gueimados e cortados inteiros apreaénta~
ram a formagio de dextrana apds duas Semanas, enguantd gue canas
n3o queimadas isto n8o ocovreu (FERRARI e RODELLA, 19277).

Porem, a dextrana pode ser desradada pelo Fensfoilliuw
frequentemente presente na propria cana (BEVAN & BGND, 19274 .

0 aumento do tempo de armazenamento da cana contribuil
Para perdas de agucares devido a atividade dos microrganismos,
principalmente as bactévias laticas. Alem disso, pode ocorrver
acréscimo no teor das fibras com a eliminacio da dgua do  caldo
através da respivagio & transpiracidn com reflexns negativos na

extvacio dos aguravres (STUPIELLO, 1982).



D armazenamento apds colheits da cana pode acarvrefar a
elevac8o da contagenm bacteriana, orincipalmente em dias quenteas
e umidos, atingindo concentracBes de atéd 10% bactdrias BPOY grama

de cana (MAYEUX, 1948).

2.2. Contaminantes na Extragfo e no Tratamento Fisico & Quimice

do Caldo de Cana

Segundn TILBURY gf alii (1977) = perds de sacargse em
noendas de cana-de-agucar € de cerca de 1,9 kg de sacarose por
tonelada de cana, podendo atinagir 2,5 kg de sacarose por tonela-

da de cana devido a falta de limpeza nas OPRYREOSE d0 Processo.
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‘atividade de enzimas ewtracelulares, principalmente a invertase
(23 %) e atividade microbiana (48 %).

Além disszo, pods haver perdas de sacarose no hagaco,
torta de filtro, mel final, bem compo por perdas mecdnicas prove-
nientes de vazamentos em tubos, arrastes nos filtros, evaporado-
res e tachns de cozimento (PAYNE e ZAPERLON, 1974).

Para melhor compresnsio destas perdas de sacarose even-—
tualmente ocasionadas pela contaminacio microbiana nos Processos
envalvidos na producSo de agucar e dlcool muitos autores anali~

saram quantitativamente e gqualitativamente a flora microbians em

diversas etapas do processno.
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i contagem microbiana da dgua reciclada para lavagem do
colmo de muitas usinas freguentemente apresenta niveis elevados
de 108 Unidades Formadores de Células (UFC)/ml (ANSNIMO, 1983a)
que sip facilmente introduridos zo processo (STUPIELLO., 1982},
ao invéds de serem diminuldos com a retirada do solp e areia.

0 pH do caldo misto de muitas usinas brasileiras € moni-
torado de forma a manter a contaminagdo abaixo de 107  UFC/ml
{(ANGNIMD, 1983a), ou seja, valores de pH do caldo misto entre
4,79 e 5,80, proximos ao do caldo provenientes de cana maduras,
gsadias e recem cortadas (pH ap redor de 35,5) (BAYMA, 1%73), que
indica um baixo teor de dcido produzido pelos contaminantes,

Foi observado também, gue as bactérias laticas s3o pre-
drnminantese no  salde mistn 2 sue ae . resroduzesn  feoilments nos
"pquipamentos de extraglo do caldo.

PEDERSON & HUCKER (1946} notavam predominancia de L. me—
senteroides seguidos de Facillus sp., Achramabacter, Flavabacte-
rium, Hicrococcus e Escherichiz no caldo de cana,

FAVILLE (1947) isolou do caldo de cana 742 coldnias for-
madoras de gomas em Agar com 18 % de Agdcar e classiticou-as em

4 grupos distintos de acordeo com as caracteristicas macroscdépi-

cas: tamanho, elevaglo, toloragds, eto.



Posteriormente, Mc CLESKEY & FAVILLE (1947) estudaram
mais detalhamente 1462 coldnias das 740 isoladas por FaAVILLE
{1947), identificando-as comb sendo Leuconuséor mesenteragides .
flhservaram também, que a2 producio de goms foi favorecida.é tem-
peratura ambiente (25 » 32 2C) e a baina temperaturs (8 a 18 20)
em meios de cultura com alta e baixa acidez, respectivamente.

TILBURY (1973) analisou a deteriorac8o do caldeo de cana
em condi¢Bes naturais, durante 10 dias. Verificou que a tantagem
inicial de bactérias ldticas foi de 1069 a 189 por ml, atingindo
107 a 10% por mL no 30 e 40 dia apds a colheita, com predominén-
cia do Lewconostor. Entretanto, nos dias posteriores de incuba-
¢io do calde, o género predominante ¥oi o Lactpbacillus. & con-
taéem dos demaig_micrgrganismm: zumentou de 103 a 107 por mit do
caldo para 1% por mL, a#ds 10 dias de incubag¢ic. E o pH do cal-
do foil reduzido de 3,1 a 4.3,

Segundo Mc MASTER & RAUND (1977) 3 quantidade de Zcido
ldtico no raldo misto pode aumentar em dias com chuvas.

LIMA e alif (1974) isolaram e identificaram microrga-
nismos em caldo bruto, caldo misto e dgua de ewbebicBp. 8 flora
mivrobiana encontrada foi canstituida de leveduras como: Candida
didensis, £. fabiani,_ﬂ, Interaedia, €. sanfamsrias, Criptococe—
ciy  kwvetringli, Hansenula pafsmaph&, Klosockera cafticis, Rodho-
torula pallida, R. rubra, Saccharomsces uvarum, Torgloesis por—
vexica e Trichosporon cutansum 8 bactérias comn: Legconostor cie
trovarus, L. dextranicum, L. mesenteroides, Enferobacter asroge-
ags, Faclllus coagulans, B, circulans, B. megatherium, Paracslo-

bactruw asrogenvides e Fsgudomonas Incosnita.
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Anilises microbioldgicas em caldo de cans misto flocula~
dao, feitas por BEVAN & BOND {1971 revelaram a presenca de trés
tipo de microrganismos: Laucnnéﬁﬁgc mesenteroides, levedura
(Hansenulla sp ou FIchkiaz sp) 8 um pequenc microrganismo com for-
ma de bastoneie (n8oc identificado). & levedura pargce contribuir
rom os fatores de crescimento para o Lewconostoc, que produz
dcido latico, enguanto gue o microrganismo com forma de bastone-
te remove o excesso do acido ldtico, utilizando-o como substra—
to. A interac8o destes microrganismos indica ser uma triplice
cimbiose por propiciar um meio favordvel para 0 trés.

EGAN (19585), BEVAN & BORD (1971}, LIMA of aFii (197471,
ANONIMD (19B83a) e outros constataram a predomindncia das bacté-
ri%a 1gticas em vdrias etapss do processp do agdcar g 2lcool,
devido a3 suas caracteristicas scidofilicas e de tolerdncia a
solucBes ricas em acucares, Além dissp, muitas espeécies produzem
polissacarideos capsulares e excretam gomes extracelulares gue
protegem as celulas dos efeitos letais comp agquecimento & produ-
fos quimicos. Dessa forma, as bactérias ldticas podem sobreviver
nac diferentes etapas de tratamento do caldo de cana.

Oz tratamentos de calagem e térmicos podem permitir uma
reducio substancial na contagem microbiana., No processo de cla-
rificag8o pode hkaver um decréscimo de 99,999 % de leveduras e
células vagetétivaa de bactérias. Porém, as bacterias produtoras
de dexitrana e bactérias esporuladas costumam sobreviver a este
tratamento (SKOLE wf alisy, 1277). Neste caso, os niveis de con-

taminantes observados foram sempre inferiores a 5,0.10¢ ml, com

predomindncia do grupo das bactérias laticas (ANGNIMD, 1983a2.
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BEVAN & BOND (197%1) também verificaram 2 sobrevivéncia
de dctinomycetzs, Leuconostor g grande ndmero de Bacillus apds a
tlarificac8o e tratamento térmico a 72 BC.

YOKOYA wf alii (1984) tambem notaram a presenca de Lo~
conostor  mesgntergides no caldo de cana tratade a 143 BC. Os
autores sugeriram provavel reinfecglo seguida de reproduglo des-
tas durante o resfriamento do caldo para a fermentagfa.

0 c¢aldo de rana € considerado de md qualidade quando o
pH decresce substancialmente devido & provdvel formagfo de dcido
acético e dcido ldtico, bem como, pelo aumento de goma e de agi-
cares redutores {(EGAN, 19468B). & forma¢3o de goma pode acarretar
préblama§ nas etapas de operagio das.usinas e agucar g alcool,
“tais como: entupimenfn em canalizagles, bombaz e centréfugag
(LIMA of alil, 41974, AMORIM E OLIVEIRA, 1982 e STUPIELLO, 1%982),
hem como, dificuldades na clarificagBo, evaporacgio e cristaliza~
¢80 do agdcar (ANONIMO, 1971, SILVA, 1974 ¢ AYALA gf wlii,
1977).

A presenga de dextrans no caldo, alem de poder provocar
reducio nm taxa de cristalizacBo ou sm casos mais extremos ndo
efetuar a cristalizagHio pode acarretar alongamento no cristal de

aclcar (ANBNIMO, 1971).
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SILVA (1988) anslisou qualitativamente & «quantitativa-
mente os microrganismos aercbicos presentes no caldo de cansz
previamente clarificado 2 pasteufizadu, coletados na entrada e
saida da torre de resfriamento. Os resultades mostraram que o
numero € a variacBo de contaminantes aumentou paralelamente com
a reducio do pH do caldo. O Le&bonaétac apresentou elevagio de
44 % em vrelaglo a0 seu ndmero inicial enquanto que o de Lacfoba-
cillus e de leveduras foi reduzida‘a 24 % e 44 X% respectivamen-
te. A papulsclo microbiana representou predomindncia bacteriana
({88 %), Graw positiva (87 %) e do grupo das laticas (5@ %). A

distribuicio populacional das bacteérias identificadas apresentou

a seguinte ordem decrescente: Lacéfobacillus (38 %), Hicrooraceas
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€87 %Y, fonr

sty (AR ¥y, Baefllus {3 2Y o Enferpdact R
(1 X3). Us lactobacilos predominantes foram 03 heterofermentati-
vaos (98 %) e termoddricos (7% %} destacando-se o L. Fermentum e
ps leuconostogues produtores de goma, senda que houve gredomi-
nancia de Lpuconostor mesenfergides subsp. assenferuides.

Normalmente o melaco, subproduto ds fabricaglo do sgucar
das usinas de alcool anexas, £ diluido com caldo de cana e agus
para o preparo do mosto a ser fermentado.

0 nimero de microrganismos encontrados por SQUZQ of alks
(1977 nas amostras de melago de cristal e demerara apds trés
anos de armazenamento fol 162 e 513 microrganismos por grama,
respectivamente. Estes microrganismos foram identificados como
hartdrias dos géneros Bacillius, Fatsrobacfer e Sarciad, fungos

filamentosos pertencentes ans géneros Ascerglllus, FPeaicillium,

Cladosporium, Papulaseora, Honila e Bliocladium e espécies de



39

leveduras, tails como, Dsadida melinii, Lrypfocacous albidus var,
#1bidug, Lryctococcus Iafirmominiatus, Debarvomyerss cantareily,
Hansenula henricii, Hansenula ranadensis, daosporidium wargarif i~
ferum, Rhodotoruls graminis, A. pallida, Bporobolomyces rossus,
forala sp e Torulopsis candids. Apesar da constatacdo destes mi-
crorganismos no melago de agucar ¢ristal e de demerara, nio foi

observado diminui¢do drastica na quantidade de sdlidos soliveis,
2.3, Contaminacl®0 na FermentacSo Alcodlica

A contaminagdo microbiana nas dornas de fermentascio das
usinas de dlcool tem sido citada por alasuns autores do Brasil.

‘ SERRA  wt . alii (1??9} ssoregveran umz excecerleate revisio
bibliogréfica scbré esse assunto,

Segundo os autores acima, NEVES (1938) foi o precursor
do assunto no Brasil sobre as infec¢Bes acdtica, ldtica, butiri-
ca e dextrdnica em fermentagles alcodlicas a partir de caldo de
cana de agucar ou de melaco. NEVES (1938) foi guem descreved, o%
principais sintomas caracteristicos de cada tipo de contamina-
c30.

Posteriormente} ALMEIDS (1940) descreveu os fatores gque

propiciam o aparecimento dessas infeceBes na fermentacSo alcod-

lica de caldo de cana.
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GALLTI (19641} identificou varias bactérias envolvidas na
cantaminsc3o de fermentzgles s3lcodlicas. As bactérias responsa-
veis pela contaminacio scetica pertencem ao genero #Acegfodactier,
sendo  as principais espécies 4. acwéi, A, pasteurianum, &, ace-
fosum, A. kintzegianum e A, suboxydans. As especies responsdvels
pela fermentag8o latica mais comuns foram L. acidophifusz, L.
bulgariceus, L. gelbruckii, L. casel, L. Igischwanii e 5. lacfrs.
ﬁs_ bactérias'_responséveia pela fermentaglo butirica mostraram
ser dos wgéneros Clostridium, sendo as principais as espécies £7.
pastauriantus e L. saccharcbutyricum. & fermentaclo dextrinica,
conhecida como ganSicx, fol devido ap Lsucongstoc mesenfesroiges
g a ?ermgntacﬁo levinica foi causada pelas bactérias dos géneros
Eaéjlfuﬁ,.ﬂaraéasfer 2 Strapbocoscus.

Dando . sequéncias a estes trabalhos SERRA gf alii (1979
estudaram a floculac3o de fermentos em varias destilarias do Es-
tado de 530 Paulo e verificaram a presenca de varias espéries de
Bacillus em mostos fermentados. Destes isolados, um deles foi
identificado come Sporolactopdbacillus sp, resistente a tratamen-
tns &cido (pH 1,9 - B,8) e térmico {(prowximoc de 108 RC). B
efeito desta infeccBo resultou em um aumento proaressivo do tem—
po de Fermentac3o e um decrdscimo de aproximazdamente 13 %  no
rendimento alcodlico. le acordo com os autores essa contaminagloe
foi proveniente do uso de dAguas residuais com recirculacdo con-
tinua péra lavagem de canz de agucar, onde a contagem de microar-

ganismos totais apresentou 2.8.19¢ UFC/mi..
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Posteriormaente, os mesmos autores (SERRA gt alii, 19893,
notaram novamente a presenca de Sporolactobaciilug sp em outra
usina de dlcool do Estado de Siﬁ Paulo, com praocesso Meglle-Boi-
nok. 6 presencaz destas bactérias provocou a floculagdo do  fer-
mento, tempo de fermentacBo mais prolongade, acidez mais alta e
menor rendimento alcnélisp.

Foste dltimo aspecto foi atvibuido principalmente ac nu-
mero elevado (em torno de 198 UFC/ml) de bactérias contaminan-
tes. Para combaté~los, foi realizado um rigoroso tratamento qui-
mico, o6 que resultou tambem em um indice elevado de leveduras
mortas (aproximadamente 50 %Y. Portanto, a simples reduclo de
bactérias atravéé da aplicacfo de agentes guimicos pode nio me-

cofiticn.

Thovay o vondimenta a2l

s géneros das bactérias contaminantes mais atuantes na
fermentacio aleodlica, sesundo ANDRIM e OLIVEIRA (12820 s30:
Aestabacter, Lactvbacillus, Clostridium, Pacillus, Asrobacter,
Sfr&#tarawauﬁ e {guconosfor. A temperatura entre 32 ¢ 49 oC fa-
vorere o crescimento dessas bactérias em forma de cocos e basto-
netes acarretando quedas na porcentagem de viabilidade de leve-
dura e no rendimento alcodlico. Isto & relevante a temperaturas
acima de 34 °C onde o nivel de bastonetes apresentou  valores

mais elevados.



ALTERTHUM wf alii (1984, 19B3) estudaram a contaminagiEo
bacteriane de bacilos & cocos comumentes encontradas nas micro-
destilarias de dlcoc]l cow processo de veciclagem de células.
Eles pbtiveram reduclies abruptas de quace 180 X 2 40 % no rendi-
mento =alcodlico nas fermentacbes contaminadas por bacilos g co-
cps, respectivamente. & concentrac3o bacteriana aumentou de 197
a 16%Y UFC/ul e a morte de levedura {foi drdstica, atingindo valo-
res em torno de P9 % e 74 ¥ na presenga de bacilos e cocos, vres-—
pectivaﬁente. £ curioso notar que mesmo na auséncia de contami-
nantes a viabilidade de leveduras decaiu, chegando a apresentar
valores de ateé 54 ¥ de celulas mortas. Porém, o rendimento al-~
codlico foi ligeiramente aumentado em relagio a fermentacio do
primeirn ricta. Por putro lado., nz dltime reciclacem o rondimen-
“to alcodlico foi reduzide em 416 ¥ embora 3 porcentagem de lewve~-
duras tenha melhoradno ligeiramenie,

RODINI (1985} identificou &4 bacterias presentes em
amoatras de mosto fermentado de usinas de dlcool do pais, onde
populagio bacteriana apresentava niveis de 187 UFC/mb.. A’presen*
¢a de Leuconostoc arseateroides fol notads apenas em destilarias
onde o caldo nlo era tratado por aguscimento ou por hiocidas.
Além disso, a incidéncia de Lguconosfor foi pouco representativa
(1,9 ¥ de um total de isolados)y. As destilarias que empregam
tratamento térmico no caldo de cana apresentaram uma populacHo
arande Be bastonetes paporuladang (42,1 %) e pequena de Lacfoba-

c¥rius sp (3 43,
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GALLD (1989) notou também uma maior quantidade de bacts~
rias Fram positiva em farma de bastonetes cowm predoninincia  de
Lactobaciluy e PFacillus nas ampstvas coletadas nos  seguintes
pontos: woste a ser adicionado nas dornas, weio fermentativo,
fermentado e laoite delievaduras antes & apds a adiglo de Hp80,.
flutras bactérias idsoladas forem: Microceccus, FPediococcus,
Shreptovecous, Slaphyliocovnuy, Leuconestger v alguns iuclados de

Enferabacter.
3. Adigic de figentes Antimicrobisnos nas Dornas de Fermentagio

Industrialmente, wmuitos produtos quimicos e antibidti-~
caé, principalmente a penicilina, Qam gendn utilizados na tenta-
tiva de controlar a infeccEp bacteriana na fermentaclo alocodli-
ca. 0 desempenho da maioria desses agentes anti-microbianos tem
sido insatisfataric.

A nivel de laboratdrio, diversos estudoes foram realiza-
dps nesse sentido. SATO =2¢ a/7F7 (19B¢a) obtiveram um aumento no
rendimento alcodlico de 10 a 12 ¥ com a aplicagfio de diversas
associaches de antibidticos: penicilina B potdssica, hexacloro-
?énﬁl e cloranfenicol nas concentractes de 4 £88 U, 4 mg e 3 mg
por litro respectivamente.,

A aplicacio de sulfato de sminosidina ¢ lucensomicins
(FARMITALIAY na concentracis do 0,4 ma/L realizsdos pelos mesmos
agtores (198¢b) nio apresentou praticamente nenbuma agio de de~

sinfetante,
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FURLETTY @f alii (1981) sugerem que a utilizagdo de 44
ppm  de dois biocidag, 2-~hidroxietil 2, 3I-dibromopropionato e
g-(tiocianometiltin) benzatiazol nas dornas de fermentacio nip
interferem no metabolismo fermentativo e na viabilidade celular
das leveduras, embora hﬁa tenha sido realizados andlises refe-
rentes aps contaminantes, tal como, visbilidade dos contaminan-
tes ou controle dos principais metabdlitos.

AMORIM & OLIVEIRA {19825 recomendam a 3&1;5& de penici-
lina V-dcida no meio fermentativo para o combate de cocons 2 mi-
Crocpons,

ALTERTHUM  w¢ o727 (1984, 1985) constataram a ineficibn-
ciz da penicilina V-dcida (56@ UIL) zpbre bacilo Sram positiva
p?éﬁent&s ro mesto de melaco de cana. Embora, a utilizac8s degte
antibidtico tenha contribuido para a estagna¢BSo do nimero dessszs
bactérias, o rendimento alcodlico nfo foi melhorado, apresentan-
do valores semelhantes ao da termentacio sem tratamento com hio-
cida.

ALTERTHUM o¢ a7if (1984) citam também, a ineficifnecis de
2¢ ma/L de Bioquim BD-78 no contrple de baciérias Sram positivas

com formas de bastonetes 2 cocos.



MATERIAL & MaETODOS

i. CULTURAS DE MICRORGANISHOS

{ic microrganiemos utilizados nos experimentos foram 1i-
nhagens de Saccharomyeoss cerevisiae e bactérias liticas obtidas
junto & FundagBo Tropical de Pesquisas e Tecnologia #Andrd  To-
swllo (FTPT}. As designacBbes e a procedéncia dos microrganismos

utilizados estio indicadas no Quadro 1.

Quadro 1. Microrganismos utilizados nus experimentos

B R TR i i i Rk agpiasdsrelunisponpunieinusctisiipuic fheiiiuiniiin o I LA e NP NP SR SR S S M M L Jup s gris S

microrganismas colegio procedéncia
Hareharosyces cerevisias FTRT 6122 NRRL Y-2342
Saceharomseeys cprevisiag FTPT 2472 Mosto de Usina
Lavtobaciilus sp FIPT &4%4 Mosto de Usina
Levconpséos sp FTPT Q367 Caldn de Lana
FIPT = Fundagio Tropical de Pesguisa ¢ Tecnolouda André Tosello, Campinas, SP.

=
e s/
2
[ 4

#

Horthern Regional Research Labarabory, USD8, FPeoria, Iliipois, US54
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8. CARACTERIZACAO E IDENTIFICACSD DAS BALCTERIAS

A caracterizac3o e identificacfo das bactédrias ldticas
foi  feita de zcordo com as recomendacdes descritas por HARRIGAN
& Mo CARCE (1973), INGRAM (1%973), [GARVIE (19284, 1984) e KANDLER
& WEISE (19864). | |

Ds meios de cultura e reagentes utilizados para a iden-
tificagdo dos isolados, FTPT @347 e 04694, e as respectivas bi-
blivgrafias adotadas encontram-se sumavrizadas no Quadro 2.

fs testes vrvealizados para a identificacdo dos géneros
das bactérias ldticas estB8o indicados em forma de chave dicotd-
mica na Figura E..

-

£ ddmptificngfn do Lpgeonoefor o 6o facfobacities a ni-
vel de espécie foi feita segundo os testes de produclo de dcidos
a partir de diversos tarboldratos recomendados por GARVIE (i9B&)
g KANDLER & WEISS (1984). A chawve pava a diferenciac3o das su-—
bespécies do Leuconostoc e das espécies do Lactobacillus estd
indicads nas Figuras 3 2 4, respectivamente.

Foram realizados tawmbém, btestes adicionais, comes dife-
renciacio do crescimento de bactédrias a diferentes temperaturas
{45, 37 ¢ 45 B0), concentraghes de etanol (3, 18 e 13 ¥ (v/v)) &
concentracdes de cloreto de sddio (3,9; 46,85 & 7,086 ¥ (p/v)).

Estes festes foram sempre realizados a2 partir das cultu-
ras crescidas em Man, Rogosa & Fhargs dpar (MRSA, Merckd incubz-

das A 30 8L durante 24 hovas.



Quadre 2. Relacio
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dos testes para identificagio das bactdrias

liticas szgundo Mc FADDIN (19883

TR D0 T TR At etk W S e M A e s me W WAL W ek e e ek A ML Al Sl b e P AW e e

T DT RS L rbn ey Tt [ sk e e L e S R e e i LR e domly vy e i i e . . M St

W“wﬂwmm“*n—q“-”lltA—;u-I'-“—(‘n‘-ﬁ“*"“M‘-\-M—v“mwﬂh—‘—m“mm‘—‘—qmmm«nﬁm—-—wmmﬁn——w”mmmn—mw&h“

P T I I I D T I T NI T IR I DT IR M e i e o e e A Mt sy e M M ded e et 990 e Ao o st o e M e o e A e T At A e e e e
R e e A e e e e o I L . R R R S R N I R I O L N N S O T N P o I I O O R L e e i o o I Db M e o e et i o — e e

testes meio de cultura
gorfologia HRS dgar
toloracio frag HRS Agar
25pOT0S HRS 4gar
catalase HRS égér
sotilidade MRS dgar
gelatinase Mutriente Gelatina

hid;élise de amidn
producio de COF¥
desaminacio da arginina®
reasio no leite

produgio de dcides
tesperaturs

tolerascia a Nall

tolerancia a etargl

daar Amidn

caldo #RS

taldo de Argining
Liteus Hilk

Prenol Red Agar Base
taldo KRS

caldo HRS

calgo MRS

snl. cristal violeta, iodo Lugal ¢ safraninz-o
verde malaquits e safranisa~o
$o1. de Hallp 3 ¥

o

ol do iodp {gwn]
sol. Balli)p saturada
resgente de Messier

e

sn}. de agdcar teste™¥ 18y
sol. Nall 3,0; 4,5 7,9 %

sol. LpHg0H 5, 16, e 15 ¥

DA DN T TN T M M M L M o i s e me Um i b e me w Thr TR MU M MM M S MU s SMp ok e e e A A A ALt dk sk ) e [y AR AR W P ok ek o Ty g Y B e s oy v e St
e e e R s s - e fr s rumn s o el el i g e ol B e e A frrs A ol e e B ]

* segundo SKERMAN (19587}

#% segundo SILVA (1988)

¥##% meucares testes: L-arabinoze, celobivse, esculinz, frutose, galactose, alicose,

tactose, #altese, manitol, wanose, melizitose, rafinose, rami-

nose, ribese, salicing, sacaruse, sorbitsl, treainee ¢ xiloze.
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firam +
ratalase -
Cocos . bastonztes
Legvonogtoe, Pediococcus e Streptococcys Lackobacillus
teste de £0 _ teste de Ky
teste de C0p
) T
Leyconastar Fediocoetus % -
Etreplococcus hetefc?erﬁentativa Lhosoferzentztivn o
- 4 heterpfermentativa

““%N\\NHJ”,,ﬂw”’

teste de Ny

farnltabiva

reacio oo Jifwus wilk

aegativsﬂggﬂpﬂrﬁﬁm‘m“hﬁzzzﬁi?icacia
levemente reducio e
icido tozaulagdo
Legconostoc Streptococcus
Pedfiscocens

Figurs 2. Chave para classificachn dos géneros das bactérias 1a-
ticas segundo HARRIGAN & Mo CANMCE  (4973), INBRAM

{1973), GARVIE (1984, 1984) =& KANDLER & WEISS (1984}
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glicose
!
L. gesenteraides subsp. sesenferoides
L gesentaroides subsp. dextranicun
L.&esenteroides subsp. cresoris
L paramesentervides

£ lactis
L peuos
frutose
- +
{.cremoris
saLarose
;‘"”” +
. - L. penos '
tre§isse
’/‘ ”’M\*
L lactis !
arabinpse
- 4

L dextrasicus
producio de goma

- +
L parapesenberoides | pessnteroides suhsp, sesenferoides

Figura 3. Chave diferencial da producio de dcidos a partir de
giversos carboidratos pars identificacio do Lewuconogs-

tor a nivel de subespécie segundo GARVIE {1984, 1984},
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frutose
. TR
L .zanfrancisco naliose
L .vaccinoskercus
1 : =
ribose L. froctosus rihose
L. kandleri .
", . + | :"“"W— ¥
L.ganlrancisca L.vaccinostercus panitol L .viridescens galactose
- 4 ' - ' ¥
L .fructosus L.kandleri L froctivorans SRCATOSE
L kalatalerans
Loketir -
Logivor L.bifergentans ) Rangse
L.collinoides
melibicse - ¥
) L. brevis lactose
e + arshinose L Suchaersi
L. fruckivorans L kefir Loailgardii £ +
L.halptolerans o + L.reuters L.ovenfusys L. fersentun
L.minor L.bifergentans L.collinnides L.divergens
] grabinose
celohiose trealose
- 4
= 3 L.hilgardil melezitose ~ +
L. fructivorans {.winor M&M fusus L. divergens
L. haletolerans ' 7 %
L.brevis L. buckaeri
panpse L.reuteri
= + : xilose
L. fructivarans L. halofolerans
# +
L. revterf {.brevis

Figura 4. Chave diferencial da produclo de dcidos a partir de diversos carboidratos para identificacSo

do factobacillus heterofermentative 2 nivel de espécie segundo KANDLER & WEISS (19R4),



3. FERMENTACTES aLCUALICAS

0 ¢tvrabalhko experimental das fermentacles alcodlicas foi
dividido em trés partes: (3.1.) preparo do indcule, ¢3.2.3 en~
sajios de fermentacdo alcoolica e (3.3.) andlises fisicas, micro-

bioldgicas & guimicas (Figura 5.

3.1. Preparo do Indculo

Os micr&rganiaﬁaﬁ {Quadrao 13 Foram inicialmente reativa-~
das em calde MRS. Apos 84 horas de incubscio & 36 2C, os wmi-
croréanismaa foram inoculados em calde de cans diluido a 12
QB;ix € enriquecido com R4% ug/mi. de uréia e 24 po/ml de dcido
fosforico, a pH 4,5 (DAHiYﬁ gt aliy, 1989}, previamente esteri-
lizados a 121 2C por i35 minutos. Os microrganismos foram trans-
feridops consecutivamente 2 cada 24 horas no meio acima (por no -
minimo trés wvezes), visando z sua adaptacdo a esse substrato.
Aliquotas de 8,1 ml da suspensao de leveduras foram inopculados
em evlenmegyer de 500 mi contendo 252 mi do mesmo substrato {(po-
pulaclo inicizl = 198 UFC/nL) e 9,1 wi da suspensip de bactérias
foram transferidas em tubos de ensaio contende 7,¢ ml do  sabs-~
trato, obtendo-se assim, um iﬁéculﬁ de 187 UFCme..

A incubag3o dos microrganismos foi feita & 30 2C por 24
& 26 horas. Apds a Termentagdo, a suspensso de celulas foi cen-
trifugada =& 9 082 rpm e 4 2C durante 3 minutos para a obtencio

do indculo da etapa seguinte.
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SUBSTRATD

&, cerevisias NRRL Y-2342 ou
&. varevigsiag FTPT 0472
CONTAMINANTES: ... ... . ........ -
Leaeonoséor FTRPT 63467 ou
Lactobacilius FTPT 0494

¥
INCUBACAD: 32 BC / P4 a 24 hovas

: i
CENTRIFUGALAD: 5 069 rpm / 4 BC 7 5 min.
e QESCARTE DO SOBRENADANTE

¥

CONCENTRADD CELULAR

BURSTRATO e -

RESSUSPENSAD DAS CeLULAS

¥
BISTRIBUILAD EM TURDS EM FORMA DE L

"""""" - FESAGEM DOS TUBQOS
INCUBACAD: 28, 30, 32, 34, 34, 38 e 42 2¢C

————-—a-PERAGEM DOS TUBOE

-»-LOLETA DE AMDSTRAS

PARA ANALISES FiSICAS, MICROBIOLOGICAS E QUIMICAS

Figura 5. Etapas envolvidas noszs sxpevrimentos da fermentaciEo zi~
codlica por leveduras na auséncia e na presenca  de

contaminantes.



&
3.2. Ensalos de Fermentaclo alcodlica

0 indculo fFoi ressuspenso com 130 mlL do  substrato de
caldo de cana descrito no item 3.1. & quantidades de 15 ml foram
imediatamente transferidas para tubos em forma de L (47,5 mm de
didmetro x 17@ mm de comprimento). Agulkas hipodérmicas foram
inseridas nas rolhas de vedac3o dos tubos (Figura 4) para a li-
beracfo do COp produzido durante a fermentaclo.

Os tubos inoculados com os diferentes microrganismos
(Quadro 3) Yoram incubados aem asitacSo em um incubador evadien-
te de temperatura (Scienéidfic In&&ﬁtries fne ., Figura 73 nz fai-
xa de 28 a 40 9C, de modo a obter entre cada tubo uma diferenga

de tempevatura de P 80

Guadro 3. Indcule das fermentacles alcodlicas

wmum—wm“m—-—mm‘m—-—ﬂ-ﬂn——wm“—"mmhwmuﬂwm-mw—mm‘-—““:—n—-wwﬁ——mﬂm-—-—muﬁ-ﬁ-—wmm—“”
mmw.—w—nwnm“wwmuu"“mm_—.n...a--._wm....-—...........__—...-«..w._._...._..-.-—-w»..«.-Mw-.._._-.....-.....-.—-ﬂmm—wu“

ensaios microrganismos
i E. cergvigias NRRL Y-234p
a 5. verevisias NRRL Y-B34R2 e Lacéobacillus FIPTOATS
3 B, cerevisias NRRL Y~B342 e Lewconostor FTPT 8347
4 5. cergvisiag FTPT 28472
3 $. cerevisias FIPT 0472 e Lactobacilius FTPT $494
& F. cerevisiae FTPT Q472 e Leuconostor ETPT @347

.....-.«..-n--..n-..-—.m»....._-.._..-.m.--_.mmm«-——.wm....._-..-...»w......._.......-....-.....-»m_—.w.—m—w.—..—.—.—nnm—.—._u—wm—mu-
‘..._...._m.»..-\._—-.,..»“a-_—-mmu._-»m«_‘-mwm_--wmm-»--.—wma—_w‘-w-..muu-nmmmmw‘-—u_mn—mnu_mm_qnm



Figura é.
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Tubos em forma de L utilizados nos ensaios de fermen-—
tac30: (a) inicio da fermentacdo, (b) final da fermen-
tag30 por §. cerevisias NRRL Y-23242 e (c) final da

fermentacio por 5. cerevisias FTPT @472,
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Figura 7. Equipamentn {(Srienféifir Indugbries Inc.) utilizado pu-
ra @ incubagip dos microrganismnns a diferentes tempe~

ratuvras.



3.3, Andlises Microbioldgicas, Fisicras & Quimicas

As analises realizadas para as amostras de substrato

inicial (8i) e de substrato termentado (8F7 foram as seguintes:
3.3.1. Andlises Microbioldgicas

3.3.14.1. Andlise Hicroscdpica de Leveduras — As contagens dos
nimerps de células wvidveis, mortas e com brotamentos no inicip e
teérmino das fTermentagles alcodlicas foram efetuadas através da
coloragBo com azul de metileno SLEE gf alii, 1981) utilizando-se

camava de Aoubausr.

3.3.1.2. CLontagens de Leveduras e Bactédrias - As contagens dos
nimerps de unidades formadoras de coldnias (UFCY foram feitas
por plaqueamentos de acordo cem a metodologia descrita em ﬁNﬁNIa
MO (1983b). A contagem total de ;élulas foi feits pov Plaﬁuea*
mento em Flate Couné Agar (PCAY. As leveduras foram contadas nos
plaqueamentos feitos em PCA suplementado com 1€6 FglmL de tetvra-
ciclina & 169 ngmL de claranfenicol (PCA+). As bactérias foram
contadas nos plagueamentos em MRS suplementado com 1@ pasmi  de

artidiona {(MRS+).



fAintes e apds cada fermentagfo, aliguotas de 16 mi Fovram
centrifugadas a 7 @00 rem e 4 8C por 15 minutos. (s sochrenadan—
tes foram preservados em um congelador pafa posteriores andlises
quimicas. O precipitadoe foi utilizado para =z determinacdo da

massas celular seca por gravimetria.
3.3.2. Andlises Figicas

3.3.2.1. Determinac8c de COp ~ Os tubos em L foram pesados em
balanga semi-aznalitica, no inicio e no final de cada Jermenta-
¢80, para mediv s perda de massa decorrente da liberacieo de Coo

durante a fermentacZo.

'3.3.2.2. Massa Celular Seca -~ O precipitado foi lavado duaz ve-
2es  com scluclo de NHgaOH 4N e posteriormente com dsua destilada
a 4 2C. As células lavadas Toram reéssuspensas em etanol 25 BGL e
transferidas para uma placa de Pefrs (dimetro &8 mm) previamen-
te tarada. As células foram submetidas a secagem suressivas  em
estufa a 35 8C por 24 horas e estufa a vicup z &6 o0 oy 24 ho-
ras. #pds o vesfriamento em dessecador, as placas foram pesadas

em balanga analitica (THOMPEON ¢ alrii, 1977).
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3.3.3. Andlises Quimicas

3.3.3.1. Determinag8u Qualitativa dos Acidos - A andlise quali-
tativa dos dcidos presentes no substrate inicial & no fermentado
foi realizado por cromatogratia de camada delgada (CCDY. Os pa-
driies & amostras foram previamﬂﬁte néutralizadas com sil de clo-
reto de amdnio (BLOCK ef alii, 1955). Aliquotas de S pL de cada
solugBo foram aplicadas sobre uma placa de silica fi&ﬁﬁ!gei &80
{Merck} com uma espessura de 238 pm. A concentragio dos padries
utilizados (acido fdrmico e dcido acdtice) foi de 4,0 mgsuml. As
amostras do substrato inicial e do fermentado foram diludidas a

i:i e 4,0.:2,5, respectivamente. O splvente de eluiclec +0i sta-

) x . i H DT sl : -
Y
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A revelacdo do cromatograma Foi feita com solugln indica-
dora de pH, com a seguinte formula¢lo: verde de bromocresnl #,73
9, metanol B® ml ¢ 8 gotas de solucdo NablH 30 % para cada 100 mbL
de revelador (TOUCHSTONE & DOBRBINE, 1983). Este revelador foi

aspergido sobre as placas epluidas & previamente secas.
3.2.3.2. Determinag8o dos Apdcaress

3.3.3.2.1. dndlise Qualitativa ~ A andlise qualitativa dos agd-
cares presentes no substrato inicial e no fermentado foi reali-
zado por cromatografia de camada delgada (CCR)Y. ﬁuantidades de 5§
pL dg padrBes de agdcares e amostras fovam aplicadas em plsca de

Kieselgel 6088 (Mevck) com espessura de 2590 pm fic concentragBes
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ribose 1,0 mg/ml, glicose 2,0 mg/ml., melezitose 2,% mg/wl, saca-—
rose 2,0 mg/ml e frutose 3,9 mg/mlL. Somente as amostras do subo-
trato inicial foram diluidas com dgua (1,¢:2,5). O eluente uti-
lizado foi clorofdrmio:dcido acéticec:dgua na proporclo de
36:35:3. Apds o eluente ter percorrido 15 c¢m com as amustras,
procedeu~se a revelagleo do cromalograma com a solucdo preparada
d¢a seguinte maneira:
Reagente 1: 1,0 g de difenilamina e 1,0 mL de anilina digsolvi-
dos em 16@ ml de acetona.
Reagente 2: acido fosfdrico BS %.
Os reagentes { e 2 foram misturados a umz proporclc de

7:1, imedistamente antes do uso (STEFANIS 3 PONTE, 1948).

J frds a aslicac8e da soluclo necime por asperzin, z» piacn

" foi revelade por aquecimento a 1920 2C durante i5 minutos.

3.3.3.2.2. Andlise Guantitativa -~ Os acicares foram guantifica-

dos em duas categorias.: -~

3.3.3.3.1. Agidcares Redutores - Amostras com tecres de 9.1 3z 1.0
mg de agdcares foram quantificadas peio método colorimétrico de
MILLER (195%9), através da reducfo do dcido dinitrosalicilics. A
curva de calibrac8o foi feita com solug3o de glicose na +aixa de
concentrac¥o de 0,05 a 1,5 a/L. A leitura foi realizads a A =
549 nm. no espectrofotémetro (Lausk & Lowh - modeloc Spectronic

263,



3.3.3.3.2. Agucares Totals - Amostras com teores de 1 2 18 mg de
agdcar foram previamente tratadas com solugBo de invertase 1.0
g/l a pH 6,@. Apds a incubscHo a 40 9C por 3% minutos, o produte
resultante foi analisado pelo meemo método descrito no ftem an-—
terior (3.3.3.3.1). A curva de calibrag8o para esta andlise foi
feita com solugde de sacarose na faixa de concentracdn de €,95 a3
1,9 g/L ¢ a@edida colorimetricamente a A= 540 nm. Os padrbes
foram hidrolizados com a enzima invertase, ds mesma forma que as

amostras,

3.3.3.3. Determinacfo de dlcocl ~ O teor de etanol foi determi-

naqm por cromatoarafia gasesa (Instrumentos Cientificopns C8 Lida.
- ‘ggdelg 7Y zeooplado um intesrador (Instrumsntne CigntPirns
L6 ttda. -~ modelo CGEGL). A pre-coluna FAD-2499 e coluna
PAC-2626 foram utilizadas sob fluxo de gds de arraste (Np) @ 40
mi/min. 0 intervalo do eletvdmetro foi marcado para 10-11 s/my
.e a chave atenuadora fol Tixada em 2. As temperaturas utiliza-
das foram: vaporizador a 145 20, coluna a 135 2C e detector de

ionizacl8o de chams a 162 BC. A curva de calibracio foi  feita

por patdronizacio externas,

3.3.3.4. Determina¢io do pH ~ A calibracHe do potencifimetro foi
feita com solugles tamplo de Ffostato a pH 7,8 e 4,6 a temperatu-
ra ambiente. Apds esse ajuste, foi determinade o valor do pH das
amostras anteriormente congeladas e resfriadas a temperatura ap~

biente.



4. EFEITO DA TEMPERATURA E DO ETANDL SBOBRE 0 (Leuconpstor

mesenteraides subep. mesenterpides.

0 indculo de Lewconosfoc e o meio de fermentac3o {oran
preparadeos segundo descrito anteriormente {item 3.1

fpds o cultivo de_adaptégﬁa do Legcenogsioe neste meio, o
fermentado {ol centrifugado a 5 068 rom e 4 BC por S5 minutos. 0
precipitado foi ressuspenso em 130 ml de meio de fermentaclo
previamente filtrado em papel Mafman nB 1.

As curvas de crescimento do Lsuconosbor foram obtidas

nas seguintes condigles:

A 1 Pree ot gmme Lo

J{J;a'“d"l.,“)l:“"#‘ﬂl" - THir:mumyr mo T::.mn:«\wﬂ% (RSt )
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Volumes de 13 ml da suspensio de {guconostos no meio de
fermentaclo foram distribuidos em 7 tubos em forma de L {(Figura
3). A incubaclo foi feita a um gradisnte de temperatura na Taixa

de 28 a 4¢ 8C.

4.2. Crescimento do lLeguconostor a Diversas ConcentragBes de

Etano}

A influneia do etanol sobre o Leuconostor Toi observada
através do cresciments da bacteéria em meio de fermentaclo acres-
cido de etanpl na faixa de concentracBo de @ a $ ¥ (v/v). A in-
cubagdo foi feita em banho maria a 3¢ B0, em cubetas previamente

desinfetadas com s8lcool etilico 70 ¥. O trescimento da bactéria



foi monitorado por leituras de absorbBncia em um g@spectrofotime-
tvo {(Baush & Lowmt -~ modelo Spectronie 20, A= 400 nm, a inter-
valos de 39 minutos.

Da mesma forma, ¥oi realizado também, leituras de treg-
cimento de Leuconostéoc em caldo contendo. triptora 1,5 X (p/v3,
extrate de levedura 2,9 ¥ (p/v) e glicose 2,9% {p/fvy,

A determinacBo da populaclo inicisl de bactériaz foi fei~
ta através de plaqueamento em MRSA+ (ANSNINMG, 1983b), neo inicio

de cada experimento.

9. RELACA0 DA CONTAGEM DE 5. rerevisiog NRRL Y-2342 E BE

Lteucronostor DURANTE & FERMEMTALRD aLC04LICA

0 preparo do indculo e o meio de fermentaglo uwtilizado
neste ensaio foi feito conforme descritp no ftem 3.1.. & fermen-
tagdo foi feita em erienmeyer de 258 wbh contendo 13¢ mb do meio
de fermentagBo, & 306 2C. Foram coletados 1,41 mL de amostra, =
intervalos de tempo, para a realizacSo das anilises microbiold-

gicas conforme foram descritas no item 2.3 4



RESULTADOE & DISCUSSAQDR

1. IDENTIFICAGCXD DAS BACTERIAS LATICAS

fis barteérias ispladas, FTPY 0347 e FTPT 4694, apresenta-
ram as caracteristicas relevantes de bactdrias ldticas de acordo
com HARRIBAN & Mc CANCE (1973 e INGRAM (1%73): coldnias com
farma circular, bardaé Iisaé, elevag3o convexa, toloragdo branca
a transldcida, de aspecto viscoso a leitoso com tamanho de apro-
wimasdamente um milimetro (FTPT 8347) ou trés milimetvos (FTPT
05694); morfologia das cdlulas com forma de coco-bacilos (FTPT
93673 ou bastonestes (FTPT @&?43;'raa;§u Gram posiiiva; «uséncia
de espord% e testes de: catalase, motilidade, gelatinzsse e hi-
drélise de amido negativos.

Os resultados obtidos dos testes mencionados no Quadreo 2
para a identificacBo das bactérias estBo indicados na Tabela 1.

De acorde com estes dados & o esquema da Figura £, o
iepladn FTPT 0347 sode seyr identificado como bactéria do género
Lourgnostos por apresentar morfologia celular em forma de ceoco-
bacilos, divisio das células em um plano (Figura 8a), producdo
de LCOp a partir de glicose, ndo slteracBo no Jrémus milk e n3o

apresentar arginina desaminase.
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Segundn 2 chave de utilizaclo dos carboidratos pelos
leuconostoques, indicada na Figura 3, e as anidlises adicionais
das caracteristicas do isolade FTPT 6367 a diversas candicdes de
cultivo (Tabela 1), ele foi identificado como £ mesenteroides
subsp . meseaferoides por epresentar principalmente as caracte-
risticas de producfo de goma a partir de sacarose e de 2cido a
partir de arabinose. Esta dltima caracteristica o distinaue do
L. wmesenteroides subsp. dextranicus e Lactobacillus caafusus,
que possuem morfoleogia celular e testes bioquimicos similares ao
L. wmesentproides subsp. mosenteroides (SHARPE of &lfi, 1972 e
GARVIE, 1975), mas sio incapazes de fermentar a arabinose (GAR-

VIE, 1986 e KANDLER & WEISS, 1984).

E!&’!bﬂ?‘.‘-‘«: m Z Pl et

am g ey
TR

rTfoe mewenfeorgfodre schen S aans
Croides seds multo similar ao L. gesenteroides subsp . awsenberol~
des, © primeiro ni3o possul a capacidade de produzir goma (GAR-
VIE, i9B4 ¢ 198647 .

0 L. peros e o L. mesenferoides possuem z capacidade de
realizar 2 fermentac3c maloldtica em vinhos. Porém, a suhespsé~
cie wmesenferoides nio ¢ utilizada neste processo, por nio apre-
sentar crescimento a baixos pH & a altas concentracBes de etannl
(GARVIE, 19B4). Por nip apresentar crescimento 3 toncentracio de
i ¥ (v/v), o isolado FYPT €347 tem veforgade a sua identifica-

£330 como Leowcongstoo mesenteroideys subsp. mesenfersides.



Tabela {. Resultados dos testes realizados para identificac3o

das bactériag laticas.
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FTIRT £347
coco-hacilos
turvo honogdneo
¢.8-1.8 i

FTPT #4424
bastonetos
turve con sedimento
8,5 » t,5-2,9 an
+
ARG

nimero da  batdria isolada
porfolsosia da celuls
crescimenta em caldo
dimenzio da célula
divisio #m um plano
reatio en Jifmus milk
producip de C0p a partir de glicose
producio de NHq a partir de arginisa
producio de gome z partir de sacarose
producio de dcido a partir de:
{~arabinnse
celobiose
esculina
frutose
gulactose
glicose
lactose
maltoge
v
manose
melezitose
raftingce
ramingse
ribose -
gaticing
sacarose
sorbital
frealose
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+ resultado positive

- resultadn negativo

4 resultadn ligeiramente positivo

nd nio determinado

i inalterado (levemente dcido)

ARC acidificacio, redugdo 2 coaaulagin



0 outro isolado, FTPT @494, pode ser identificado conmo
pertencente ao género Lacfobacilluy por ter apresentado as se-
guintes caracteristicas: células em forma de bastonetes, divisSo
celula; em um plano (Figura 8b), producSo de gds a partir de
glicose e capacidade de acidificar, redupir e coagular o Iiftmus
milk que condizem com © esquema da Figura 2.

A Figura Bb ilustra também as ctélulas da cultura FTPT
9694 que spresenta algumas estruturas filamentosas.

O0s testes de prnduaﬁo de acido a partir de agtcares (Ta-
bela 1) foram positivos, sendo gue arabinose, rafinose, raminose
¢ xilose apresentaram altera¢fes fracas na mudanga do pH  do

m&@a. Comparando e¢sses resultados com os dados de KANDLER &

..... I Lty
....... 7

Temn i A w EAY e d SRR D S G WF W ECR R -

FE ey

(Figura 4). Embora este nZo seja produior de dcido o partir de
esculina, wmanitol, melezitose, raminose, saligina e sorbilpl.
Além dissp, a bactéria em andlise n¥c apresentou resultades con-
cordantes com dois importantes teéteﬁ indicados para a sua iden-
tificag8o: produslo de NH3 a partir da arvginina 2 a nEo ocorrén-
cia de crescimento a 15 BC.

No entanto, com referéncias a outras caracteristicas,
comoe 0 Aabifalb (isolados de material fermentado e de leveduras),
crestimento a alta temperatura (45 EL) e diwmens8o da célulz (6,5
x 1,5-2.,9 ym), o isolado FTPT 94694 se assemelha ao L. fermenbur,

de acordo com a descricio de KANDLER & WEISE (19843,
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Figura 8.
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Microfotografias das bactérias ldticas utilizadas como
contaminantes nos experimentos de fermentac3o:

(a) Leuconostoc amesenteroides subsp. messnteroides
FTPT @367 e (b) Lactobacillus fermentum FTPT 0694 .

Aumento de 34600 vezes.



Por ter sido isolado de mosto fermentado com sérios pro-
blemas de formagsoc de goma (canjiquinha), d isplado FTPT 0474
pode ter alterado algumas de suas caracteristicas para a melhor
adaptacio a este meio.

0 isolado %TPT 04674 assemelha-se ao L. Frufivorass (L.
hoterochiochii) e L. homohiochkil por apresentar caracteristica de
tolerincia =2 altas concentra:ﬁes_de etanol (186-13 X} (INGRAM, &
BUTTKE, 1¥84). Por outro lado, o isolado FTPT 2694 difere destas
bactérias por fermentar wvérios carboidratos enquanto «que L.
Fracbivorans e L. homokiochkil Termentam um veduzido ndmero de
acdcares (KANDLER & WEISS, 419846).

4 confirmagio definitiva de que o isolado FTPT 0494 &
Laé&abaci!?a% Ferrmran fiey 9ﬁ£ari: coyr aobtide pov anslieea da gni-
miotaxononmia efuu.porc&ntagem de 6 + £. Entre os iactobacilos
heterafermentativos obrigatdrios, apenas o £. Fermeatum FPossue

arnitina no peptideoslicane da parede celulsr e alta porcentagenm

de § + C (58~54 %) (KANDLER & WEISS, 1%86).
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7. FERMENTACBES aLLOALICAS
2.4. Carascteristicas do Substratec Inicial (8i}

0s wvalores de pH e dos agucares dos substratos inicial
est80 indicados na Tabela 2. Ds ensaios das ?armentaéﬁes foram
conduridos em substratos a pHs proximos de 4,5, De acordo com
CAMHI  (1979), JORES of al77 (1981) e KEIM (19832 o desenvolvi-
mento daz maioria das leveduras & favorecido a pH ao redor de
4,5. 0 teor de acucar no inficio das fermentagdes se sitou ao re-
dor de 12¢ g/L, ou seja, em niveis de substrato nBo inibitdrios.

e acordo com ESBER & SCHMIDT (1982) concentracdes de agudcar na

faivz e 3.8 o 458 as f

14

vorgeem 2 praoadurio de stannd

)

Tabela 2. Caracteristicas do substrato inicial

e T i e it ke A Ty oy Pk e ik A AR e e ke et Ak WM T B e i med e N N e T P T S e b o e T T T T D MM A MM MM M R M DT TT R T A e AS ZE NN
T v ke e s dew e m ek o gl s e oY T S U U TR OISO O I Gl e e e i T0 T IS T e e T e e D D e B e e e e e SR o i ik ik ke e e e S s R

teor de agdcares {g/L)

ensaio* pH totais redutoraes
i 4,56 123,3 45,2
2 4,58 120.9 a7.0
3 4,49 142,14 39,14
4 4,31 ia2i.8 42,1
5 4,28 igd. 1 43,1
b 4,34 129, 9 4%,4

e o o Ak b ot T o e o i A i b e A e AAA N e e s i AW W N T T e WA bt S VTe e mme T SR DU S AT A oy T oD TAL AN A% RS 1T LT TR nE O UT
s e me T e omm e g gen me amwome T ogh e M M T i o o T me OO QR 00 S S0 TN I T TS Ten i IO ITTE T T o we T e S i o  ew S R el el

% wide Material & Métodos, Quadro 3, p. 44,
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2.2. Caracteristicas do Indculo

As caracteristicas de uiabilidade, maorte e brotemento
das leveduras inmculaﬁas nos diferentes ensaios de fermentacdo
estic indicadas nw Figura ¥ e Tabela 1 do fApéndice.

s dados indicam'alta porcentagem de viabilidaﬁe de le-
veduras (acima de 97 ¥) sendo que aproximadamente 10 a B9 ¥
apresentaram célula com brotamento.

A gquantidade de indculo de leveduras utilizada nos en-
séios toi na ordem de 108 UFC/mL e de contaminantes foi em torno
de 107 UFC/mlL (Figura 1@).

Através de um extenso lzvantamento microbioldgico das
am;stras cm]etadas_@é diversas etapas da produclo de dlcool das
gsinas durante a safra de 82/83, a Coordensdoria de Processos da
COPERSUCAR observou gque para obter bos condug3o na farmentagdo
alcodlica, niveis de leveduras superiarss a 108 UFC/mi = conta-
minantes inferiores a 109 UFC/nlL devem ser mantidos nas dornaé-
de fermentagBo (ANSNIMO, 1983a).

Assim, o teor de leveduras nestes experimentos foi fina-
do dentro dos valores estabelecidos pela COPERBUCAR. Entretanto,
o nivel de bactérias foi superior ao recomendado com O iétuitc

de simular uma fermentacdo contaminada,
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A wmassa celular seca do indculo de §. cerevisiag NRRL
¥Y-PRA42 e FTPT @472 foi em média de 4,0 ¢ 6,9 g/L, vrespectiva-
mente <{(Tabela 3). Embora estes valores ndoc reflitam o wvalor
real da massa celular seca, devido & presenga de precipitados
formados durante z esterilizagdo dolcalda g2 cana, os resultados
indicam que a linhagem FTPT 8472 produz mais biomassa gue a li-

nhagem MNRRL Y-2342,

Tabela 3. Valores de massa celular seca dos indculos

et et s ey s Sy R AE P St W e e vl e sl ikl e MM A o T ek s e fok A RN B sy YV W by ek Aks SR I MW T m i ek S Sl S MW Biw DA ST TR D T ToD ASR o o o koo o
e e e s e e e e T D L T e R T NN O NIRRT T T I T D T el T i S0 D G0 Bl S e i e e S S e sl s e sl i e e o s

ensaio massa celular seca (g/L)
2 4,33
3 3;84
4 &, 68
5 3,89
b 3,96

o ek e ek Al A Pl e Py e ek L MMM AN T e A S AR R WA g mm mmd e sk et WAL 4R W R e T T M W STy e e T T T oM L e mn T NI O S o
R T M T L T o Em e rm T I N e e I D L N U s R RS R RIS i e e n S R0 Do Do 3 v e e =l il i il i n, e



2.2. Tempo de Fermentagio

A conversio do agucsr a étanel pelo processo de fMeiig-
boinpt decorre em um tempo varidvel entre B ¢ 18 horas (LOPES,
1985). Assim, os valores de tempo adotados como término de fer-
mentacdo para ambas as Iighagené (NRRL Y~2342 e FTPT é#?&) fica—
ram na faixa de 14 a 17 horas, nas diferentes temperaturas uti-

jizadas {(Tabela 4}.

Tabela 4. Relac8o da temperatura e do tempo de fermentagdo

mn—a—uu-wum-—.-—-;---“-u-m-—-—-.--mwm—-.-...4-—-.;.-»a—uMmm-w--.——u—...._.—“wmmwm_—._-_.-—.«..mw‘w"mw—--——.‘ =

temperaturs (2C) tempo de fermentacdo  (h)
&8 17,0
3¢ 16,0
32 15,9
24 15,0
38 14,9
ae 14,9

e v it o A 1w e S e i e i A sur e vy S by S ASC s e e g ek L itk WM mRr mm mm P S S S ek o o e Sen T T T T A M T TR O I LD N T e o T e e LD
e e e e e e e T I T T I N N N R I RN E R R I A i nl e W e =l S el m s i e s i mim L L L R e v ime wea o e s
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2.4, Adndliges dos Microrganismos no Término das FermentagSes

2.4.1. Caracteristicas de Viabilidade, Morte e Brotamento das

Levedursas

As caracteristicas de viabi}idade, morte e brotamento
das leveduras, em termos porcentuais apds o término das fermen-
tacles alcodlicas pelas linhagens NRRL Y-2342 e FTPT €47% encon-
tram-se representadas na Figura i1 e Tabelas 2 a 7 do apéndice.

Esses resultados indicam gue apenas a 42 2C a porcenta-
gen de leveduras mﬁrtaa Poi significativa, sendo gue a morte foi
mais acentundas no ensaio com & cgrgvisias NRRL Y-2342 realizado
nn  preesncan de {fﬁiﬂﬂﬂﬁfﬁf.ﬁ non onaning rop 8 seorowfarize FTRT
472 na presenga de ambos os contaminantes.

Dependendn da fase de crescimento en qde as celulas de
leveduras se encontram, estas podem apresentar maior ou menor
resist8ncia teérmica. Segundo VAN UDEN (1984) as cdlulas de
leveduras na fase estacionaria apresentam maior resisténcia

térmica do que as células em crescimento exponencial.
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A porcentagem de celulas de leveduras com brotamentce ob-
'tida nas diferentes temperaturas da Figura i1i, estZo plotados na
Figura 12, Os valores midximos de células com brotamento obtidos
na 5, cersvisizs NRRL Y-2342 ocorreram a 34 ¢ 36 BC. Observa-se
também, que no ensaio da fermentacio alcodlica realizada na pre-
senga de contaminantes, os valores méximos de ce2lulas rom brota-
mento foram inferiores aqueles obtidos nas fermentagBes realiza-
das na ausdncia de contaminantes fFigura 12-1). Isto indica gue
a presenga de contaminantes zfeta adversamente o desenvolvimentos
80 Saccrharomycsy cera?fﬁiae NRRL Y-2342.

Nos ensaios de ?ermentaéﬁo por & cerevisias FTPT @472
os wvalores miximps de byotamento foram obtidos na faixa de tem-
pe;atura entre 28 & 32 9C (Figura 12~11}. Esses valores méximos
foram maiores 4o que oS obtidos com o &, reroevisiae NRRL Y-2342
¢ nic apresentaram diferengas significativas entre os ensaios
realizados na presenga ou na auséncia de contaminantes.

UOs resultados obtidos contrariam os de AMORIM of afif
{198%) que indicam que n aumento da temperstura (no intervalo de
33-38 8C) implica toncomitantemente num ncréscimo de brotamento

das lewveduras.
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2.4.2. Concentrac8o dos Microrganismos

Os resultédos das contagens de S.VEerevisiae NRRL Y-234p2
e de bactérias ldticas apds o término das fermentacGes (ensaios
1 a 3) est3o indicados na Figura 13-I1. A contagem de células
totais e a de leveduras vidveis feita por plaqueamento apresen-
taram wvalores semelhantes. Isto era de se esperar, pois a con-
centra¢3o de leveduras utilizada no experimento foi aproximada-
mente dez vezes maior que a concentrac3o de bactérias. Nota-se
também, que os antibidticos (cloranfenicol e tetraciclina) adi-
cionados na quantidade de 100 Pg/mL ao meio PCA para a contagem

de leveduras n3o acarretaram inibi¢80 no desenvolvimento das le-

rondd e 2
WIS NSEYE Swi VoD WS oo Es El e amwT

"ensaio da fermentac3o alcodlica com cultura pura (Figura 13-Ia),
onde os plaqueamentos com e sem antibidticos resultaram em valo-
res proximos. Assim, as contagens de células totais foram ex-
cluidas dos outros ensaios de fermentac3do (ensaios 4 a &).

Os dados dos ensaios 4 a & representam 0s resultados das
contagens de §. cercvisias FTIPT 0472 e de bactérias l3ticas apds
o término das fermentacBes alcodlicas (Figura 13-11).

As contagens de leveduras obtidas por Pplaqueamentc e mi-
croscOpia apresentaram valores semelhantes. Isto indica que n3o

ocorreu floculacdo ou aglomeracio de células na fermentacio.
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Come indicade na Figura 13~Ib, os resultados das conta-
gens de Lactobacillus no final das fermentagdes por 5. carevisag
NRRL Y-P342 foram praticamente isuais nas diferentes temperatu-
ras wutilirzadas, com exce¢gdo a 4¢ 8C. Nota-se que a concentragio
final de lLactobacilius aumentou ltigeiramente. Por outro Iado, &
concentracio de Lactobacillus decaiu cerca de 12 % nas Ffermenta-
cOes por B, cerevisiae FTPT @472 a temperaturas de 34 a 38 EC e
nas demais temperaturas, se mantiveram praticamente constante
(Figqura 413-IIh). Entvetanto, a razio do logaritimo da centagem
de leveduras e de Lacfobacillus entre o inicio e término das
fermentagles apreséntaram valores praticamente constantes ao re-
dovr de 1,9 a 4,3 (Figuras 10 & 13-b}.

‘ J&  ps  resultados das contaaens de Leucongsfos  {(Figura
" 43~c} indicam que o microrganismo ndc sobreviveu até o final das
fernentagdes. A auséncia de Lgucoaosfor tem sido notada tambem
em amostras de mosto fermentado onde o substrato inicial sofreu
algum tratamento térmico (RODINI, 19835) ou dcido (pH B,5) (KAJI
& CANHOS, 16864).

fils dados confirmam os resultados obtidas. por  TILBURY
(1975) onde os nimeros de [guconostos ficaram reduzidoa g os de

tacritgbaciilus prevaleceram apds 5 dias de incubacdoc em calda de

cana, em condigoes naturais.
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De acordo com YOKBYA & alisy (1284 o© cultivo de
Leyronostor em  quantidades iniciais de até 38 wvezes a de
Baccharomyces 5p. L-3 em nmeio tGﬂtEﬂdQ.SatarOSE 20 ¥, szis
minerais e vitaminas, n3o puderam ser recuperadas np 78 dia de
incubaglo, sende 4que ja no 32 dia a proporgdc de leveduras e
bacteriass apresentou um valor 1@ vezes superior ao do  inicisl.
Entretanto, as ceélulas de Lacltobacilius incubadas nas mesmas
condigfes, puderzm ser recuperadas e apresentaram um crescimento
durante o pericdo. Ainda no mesmo trabhalho, em experimentocs onde
o numero de contaminantes inicial foi por volta de 4 vezes maior
do gque o numerc de leveduras, os autores mostraram gue apds 3
dias de incubac3p o© numero de lesvedurss ulirapassou o de

[ ——

Contaming

ey & b B

Ak gen A v R a
Ll HEW W Ldd W IR ial o A &

)

R e e A o e R
Eu il LA, £ £ & kile WAF L

n;!\'
e

supgrar o de leveduras, enquanto gque a presenga de [Leuconastoc
ndon pode ser detectado.

MUNDT & HAMMER (41944) notaram também alterzcdes na
porcentagem de distribuiclio populacional em uma cultura mista de
Lavconostoer mesenteroides, Pedigocorcus e Lactabacillus fermenlfum
gquando cultivadas em meioc Rogosa S; {RiFew) com & sem 2 adicBa
de 7 % de etanocl. Na auséncia de etanol, a populacio de (.
mesentaroides, Pediccoccus e L. Ffergentum Ticou distribuilda em
8a, 13 e 4 ¥, respectivamente. Porém, 3 adiglo de etanol ao meio
propiciou a predomindncia de £, fermgntum com uma drastica
reducio ne populaglo de L. mesenforoidfes, enquanto gque a de

FPediocorrus permangceu constante.
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£2.4.3. Densidade Celular

Apesar ﬂbs indculos das duas 'leveduraﬁ terem sido
praticamente idguais (Figura 19) ¢ ambas as linhagens possuirem
_dimenaﬁaa semelhantes (3,0-4,0 pm de largura por 4,0-5,0 pm de
comprimento), o incremento de massz celular seca da  linhagen
FYPT @472 foi superior aoc da NRRL Y~-£342, em todos os ensaios,
exceto nas temperaturas mais altas (38 e 49 8C) (Figura 14).

0 incremento da massa celular seca apresentou valores
menores com © aumento gradual da temperatura, ficando ainda mais
acentuado nas fermenfac%eﬁ realizadas com a linhagem FTIPT @47E.

Isto indica que temperaturas elevadas afetam adversamente 3 re-

il 1 a m o RN B . i

e omran it oY ee am - -

Produvar  daz loveduves e esicdo o tunfirsss op dedes Jdu Figurs
i1 onde aparece uma alta parcentagen de célulaa mortas a tempe~
ratura mais glevada guando comparada as outras temperaturss, no
tinal de cada fermentacio.

Segundo ESSER & SCHMIDT (4982 fermentazcdes realizadss a
temperatura acims de 42 2C inibem o crescimento da levedura e a
praducio de etanol,

Temperaturas ns faixa de 28 a 32 BC Tavoreceram a repro-

dugio das leveduras e consequentemente 3 producio de massa celu~

lar.
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Nota-se tambédm (Figura (4}, sue nos snsaios realirzados
na presenca de Lacfpbacilifus o incremento da massa celular seca
foi geralmente superior aoc obtido com a cultura pura. Isto pode
ser devido a produg3o de polimeros pelas bactérias ou & ocorrén-
cia de simbiose benefica para o crescimento da levedura {por
exemplo, a producdo bacteriana de vitaminas ou compostos que fa-—
vorecem o crescimento da }evedura}.

A presenca de Lguconostor favoreceu também o aumento da
massa celular seca dg linhagem NRRL Y-2342 auando comparada &
fermentagio com cultura pura ou na presenca de Lactobacillus.
Porém, =8 4¢ 2C o incremento de massa celular seca foi ligeira-

mente inferior & obtids com 3 cultura contaminada com farfgha-
el lor (Figuyra 14-T3

J& nos ensaios de fermentacio a!coéiica por 8. ogrgvi-
gige FTPT 8472 n3o houve diferengas signi?icativas nos resulita-
dos obtidos na presencs ou auséncis de Leucososfor, indicando
que ele pouco influl sobre esta linhag&m {Figura 14-115.

Us wvalores de massa celular sscs apds o término de cada

fermentacdio ectio indicadazs na Figura 18-z,
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£2.9. Valores de pM

Em geral, ps valores de pH das amostras fermentadas se
mantiveram praticamente constantes dentro de um mesmo ensaio, na
faixa de tempersturas 28 a 38 20 (Figura 15). A 4¢ BC, houve
menor redugio de pH, provavelmente devido & estagnag8o na repro-
dusBo ou & autdlise das levedurss com a toncomitante liberaglo
de compostos aminados. Como foi visto anteriormente, os valores
de wviabilidade de leveduras (Figura {1} e de masss celular seca
{(Figura 14) ficaram ﬁenareg a 40 2C. Portanto, € de se supor 1
existéncia da relacfa direta entre o desenvolvimento da levedurs

€ a producdo de scido, nas ctondicOes do ensnic. Segundeo DIOMEFK &

THBRAM  (19B7). a acider produzida pelne lovedursg n¥n £ o 2

11t

oy
" principal de sua morte nss fermentacdes alcodlicas, pois o pH
intracelulér s& mantém constante independentemente da quantidade
de 3cidos orgénicos extracelulares produzidas pela mesma.

Bs wvalores de pH apds o término das fermentagtes alcod-
licas por 8. cersvisias FTPT 9472 foram menores que os obtidos
pela fermentaclc por 5. cersvisiss NRRL Y-2342, em toudas as tem—
rperaturas. Além diseo, nEoc houve diferengas significativas en~
tre os ensaios com cultura pura & culturs contaminada (Figura
15-I1). Porém, nos ensaios com a Tinhagem MNRRL Y-2342, os pata~-
mares de pH foram diferentes para as trés situa¢Oes: o patamar
da curva do ensaio contaminado rom o factobscillus Ticou a um pH
mais elevado seguido da culturs pura e da tontaminada com o Loy~

sonosifocr a patamares mais bmiwos (Figura i%-1I},
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() 8. cerevisice NRRL Y-2342, (I} S.cersvisige FTPT 0472, () eculture
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Isto indica que nem sempre o baixo valor de pH do wmsis
fermentativo pode ser associado com a presencs de bactérias la-
ticas, apesar destas produzirem geralmente dcidos orgdnicos .

Diversos fatores podem estar associados aos patamares de
pH obtidos, tasis como, pruduéﬁo de metabﬁ?itma @ o transporte de
ions HY atravds da membrana celular. No caso do Leuconostoe, ele
pode ter afetado a levedura indiretamente, produzindo grandes
quantidades de dcidos ne inicio ds fermentaclo, e assim, tef
promovido certa toxicidadé & levedura. Us dados da Figura 412,
mostrados anteriormente, reforgam a ideia de que estes contami-
nantes afetam o desenvolvimento da linhagem NRRL Y-2342 e pouco

influem na linhagem FTPT 8472.
-8‘6. dnalise Qualitativa dos Acidos

Embora 0 sistema de solvente EEOH H2O.NH3I 23 34
fieezia:iéb ndo tenha possibilitado uma nitida separaclc guanti-
tativa do dcido formico (R ©.76) ¢ do dcido acético (R¥ ©,75),
pode-seg concluir pela Figura 16, gue os valores obtidos nas
amostras fermentadas foram praticamente o dobro dawguewles obtidos
nus substratos, ocu seja, 3 producdo de acidos foi por volta de 4
gs/i, em todos os ensaios, Estes valores foram apraximadamente 12

vezes maiores gue os oblidos por FINGUERUT gf alis (1985 .
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0 Zcido 1ldtico € citado como um dos subprodutos da
fermentacso alcodliva (PHAFF ef alif, 19466 e FINGUERUT gof xfiy,
198%5) . A cada 1@0.Kg de etanol produzido ;elas usinas cooperadas
a COPERSUCAR, s8p produzidos 1,53 Kg de dcido ldtico, reduzindo
deste wmodo & quantidade equivalente de dlcool  (FINGUERUT ¢
alii, 198%).

Sob este aspecto, era de se esperar que houvesce
quantidades minimas de aproximadamente 9.4 g/L de dcido 18tico
no caldo fermentado, ou seja, ©.983 mo na aliquots aplicada &
placa. Com a revelacio nlo foi possivel detectar o dcido ldtieco
produzido vpela levedura e nem pelos contaminsntes, o que indics

que o método wutilizado nSo ¥oi sensivel o suficients para a

Gelecgdo destle produlo welabdlico. Imbova, sia Léenica nio
'tenha fornecide dados gquantitativos, € de supor gque se 0%
contaminantes produziram os diferentes tipos de dcidos, estes
teriam valores infimos, pois n8o houve nenhuma diferenca nos

gcidos detgctados na fermentagdo por cultura purs g a

contaminada.



Figura 14.

Cromatograftia de camada delgada des dacidos orgidnicos.

(I} 5. cerevisize NRRL Y-2342, (I1) §. cerevisias FTPT 0472, (P1) solucio pa-
drio de dcido formico, (P2) solugin padrin de dcido acetico, (Si) substrato ini-
cial, (Sf) substrate fermentado por §. cerevisrae NRRL Y-2342 a 38 ©C e por 5.
cerevisiae FTPT @472 a 34 9C, (1) e (4) cultura pura, (2} e (5) culturz
contaminada com Lactobacillus e (3) e (&) cultura contaminada com Leuconostoc .
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2.7. Degradacio ¢ UtilizagBo dos Acucares

Para analisar a degrada¢do e utiliza¢8eo dos agdcares pe~
las duas leveduras estudadas, na suséncia e presenga de contami-
nantes foram vyealizadas andlises gualitativas e 'quantitativas

dos agdcares presentes no inicic e no términe das fermentagfies:
2.7.1. Andlisc Qualitativa dos Agdcares

Através da cromatografia em camada delgada puderam ser
detectados os seguintes agucares no substrato inicial (5i): me-

lezitoge, celobiose, sacarose, glicose ¢ frutose {(Figura 47 e

05 agdeares residuais detectados no mosto fermentadn por
&, cerevisizs NRRL Y~2342 com cultura pura e na.pregenca de £fac—-
fobaciiivg foram: glicose, frutose e riboge.

Nas amostras ?ermentadas.par . cgrevisias NRRL Y-2342
na presenca d8 Leuconostos {(Figura 47~1) g nas fermentagles por
8, rcerevigias FIPT @478 (Figura i17-11), aléeém dos agucargs resi-
duais citados antericrmente foram detectados também, os agidcares
do substyrato inicial, cama:lmelezitaﬁg, celobiose & sacarose,

bem comn, um agucar desconhecido de baiwg peso molecular e Rg

igual a @,462.
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Em meio de fermentac¥o contendo di~, tri- ou polisacari-
deos € necessdrio a presenca de enzimss hidroliticas para a con-
versio destes cnﬁpostms em hexoses. De acordo com PHAFF of alii
(1966), se uma hexose nio for fermentada por uma levedura, os
oligossacarideos correspondentes a essa hexose também n¥o serfo
hidrolizados. _ T

Sob este ponto de vistas, quantidades aprecidveis de gli-
tose presentes no término das fermentacles per 5. cerevisias
NRRL Y-2342 contaminada com Leuconostor e por 5. cerevisias ETPT
@472 provavelmente inibivam a sintese e/ou atividade de enzimas
hidroliticas das ligacBes glicosidicas BUi-4), a{i-P) g g(1-3)
dos dissacarideos (sacarose e celobiose) e do trissacarideo (me-~
lesiloge}.

A ligac8o glicosidica a(i-2) ds sacarose e da melezitp-
S8 pode ser quebrada pelsz invertase, lacaliza&a na superfdicie
celular. Apds a hidrdlise, as hexoses permeiam para o interior
da ceélula e sfo fosforiladas peia hexoquinase formando Fruto-
se-6F (PHAFF wf a7, 1964). PAZUR {(1970) menciona que a melezi-
tose € utilizada pelas leveduras de panifticacio.

PHAFF ¢f aIXi {1966) e PAZUR (i%7@) citam gue normalmen-
te a R celobiose nio @ ?ermeqtada pelas Ieveduras, embora seja
um otimo substrato para o crescimento da celula atraves da via
respiratoria. No experimento realizado,a f-celobiose fui_uti!im

zada pela linhagem NRRL Y-23472.
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Embora as leveduras utilizem pentose através da via res-~
piratdria, nSo se conhece leveduras que possuem capacidade de
fermentar as pentoses (PHAMF &f alii, 1944). (s dados da Figura
17 indicam <que as leveduras em estudo também ndp utilizaram a
pentose do tipog ribose.

Assim, as bactériass podem ser favorecidas em relaglo as
leveduras, na competigdo pela utiliza¢lo dos agdcsres do tipo
pentose  (BRYAN-JONES, 4975). Nas condigBes do experimento, os
contaminantes em estudo, também nfo utilizaram pentose {ribose),
provavelmente devido a presensa de glicoseg residual (Figura 17},

Quanto ag composto desconhecido detectado no cromatogra-

ma da Figura 17, na revelagdo com soluglo de anilina ¢ difenila-

i BUELONE & AUIL4G0 TOSFOCICE, #%Ce LUNMPUSBLY apreseniod &

il
ok
=
&

mesms colorag3o ds mancha da frutose (cor-de-rosal}, o que refor-
¢a a idéia de gue este seja uma eritrulose cu diidroxiacetona
por pertencerem ao grupo dos monossacarideos cetose de baixo pe-
s0 molecular. |

Ds valores de Rp dos agdcares padrbes obtidos experimen—
talmente apresentaram boa concorddncia com os dados da literatu-
ra (STEFANIS & PONTE, 1968} (Tabela &) realizados com ¢ mesmp

sistema de solvente CHCl4:CHaUOpH:HaO (38:35:57.
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Figura 17. Cromatografia em camada delgada dos agucares.

(I) 5. cerevisiae NRRL Y-2342, (I1) 5. cerevisize FTPT @472, (P) soluches pa-

droes de aglcares (a-melezitose, b-celobiose, c-sacarose, d-glicose, e-frutose e
f-ribose), (Si) substrato inicial, (5f) substrato fermentado por §. cersvisiae
NRRL Y-2342 a 38 OC e por §. cerevisiae FIPT 9472 3 34 9C, (1) e (4) cultura pu-

ra, (2) e (5) cultura contaminada com Lactodacillus e (3) e (&) culturz contami-
nada com Leuconastoc.

895



Tabela 3. Valores de Ry e coloracio dos agdcares correspondente aos

Cromatogramas ilustrados na Fipura 17,

!-l-n-u-—-ﬁ”mﬁ—.uﬁw—iu—I-l-l-ﬂ-\-unhw—u-’_-‘m”_‘mnmﬁ-—w-—ﬁm_ww" A AT D I S N I I S T A e o et s e s e et e e S i e st
m--n.-n.—_-m-..-._-.—...—-u—-_.—m-—.—...-._..........—--u-—-.-....n--.-.........-—---a--.-.m-«w--.-.m-.'.-.._....—.wnu—.mm-‘.._m.—-..mu-—-..—m—-.-—-m_

valores de Rp

(I} 5. cerevisiae MRRL Y-P342 (11} 8. cerevisiae FIPT 0479
padries P i1 S# 8i2 s2 si3 sp3 p 814 884 Si5 §i5  Sis  §8¢ cores

relizitose @,18 90,10 -~ 0,40 -~ ¢.4f 9,11 8,18 ¢,11 0,10 0,10 ¢.10 0,10 0,18 preto
celobiose 9,18 €18 -- @,18 -~ §,1% 0,28 9,17 0,18 9,47 0,18 0,18 6,18 6,18 a3zl
sacarose 2,285 9,24 - 0,85 — 8,26 9,25 8.4 6,24 0,24 0,24 0,25 0,24 0,24 preto
QIiCﬁse 9,3 6,35 8,35 e,33 8,36 0,3 0,36 $,74 6,35 90,35 9,35 8,35 9,34 0,35 preto
frutose 2,40 0.40 0,40 2,41 0,41 0,41 0,44 8.7 0,46 6,49 0,40 0,40 ¢,40 6,38 rpsa

ribose 0,47 -~ 0,48 -~ @48 - 9,50 @45 -~ 0,48 -~ 0,47 0,48 4,48 azul

B R R i a——

-ﬁ-mmw”—-ﬂm«-"mvﬂ-ﬂﬂmwﬂmm—m”u-nl-.-'—u--_mwn&mwﬂhm_-ﬁm“n—ﬂm—mmm—uw—ﬂ
MmN e D

.--w-.-._.-.-m.-_‘mn_——«-—w“_--wu-hm_‘..—._-..-m‘_-.-.-.-«-..u-ﬁ-—n*_uﬁm_u-«_—mmu-—“

padrBes de acdcares

i substrato inicial

¥ substrato fermentado

. nfp identificado

4 cultura pura

5 cultura contaminada com Lactobacilltus
6 cultura contaminada com Legrnnss oo

L) I\ S
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Tabela &. Compara¢Bo dos valores de Rg experimental (Tabela 5) e
de literatura (STEFANIS & PONTE, 1948) obtidos na cro-
matografia de camada delgads dos acdcares padries com
zistemd de soclvente CHCIg:CHaCOpH: HaU na proporcio de
30:35:5 (v/v/v).

e T SRR D I I M N e T i T SO T NS D MM S S S o o U B T A e e i o s e A e o e T [ SRS A e e v o e et e e g o

R x 109 dos agucares padriss

aglicares I 11 literaturs
éalszitase IEB . Po o i
celobiose " 59 ' 50 ———
sacarose &9 7i ‘ 74
glicose 1900 ige iee
frutose 1114 ' 118 143
ribose 131 132 —

I e e o I T T S TAR M s e b e e ol e TR S TR AT CEUL ML ik i vy i e o e e o M S M s ke e e e e v R v VB R S ek ek e e e i A AL AP A i e iy o
e e o e e U A e o e R e e e e e i B e L R L L D L R R A e A I MO N R IE I IO I LTI g M e s s T T DT T T M I w e e e

(1) & (11} s5e rzferem aos valores experimental dos padries ob-
tidos na cromatografia da Figura 17.
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2.7.2. Andliise Quantitativa dos Agldcsres Residuais

O0s tecores de agdcares tﬁtaia detertados apds ¢ término
das fermentacles variaram entre 2 & 28 g/L (Figura i8-5).

0z enszaics de fermentaclo sor & cerevisias NRRL Y-2342
apresentarzam teores de agdcare§ redutores muito semslhantes aos
de acucares totais {(Figura 18~Ib). Isto fci também constatzdn
nas andlises dps agucares por cromatografia em camada delgada,
onde a éacarosei gue € um agucar nio redutor, foli guase comple~
tamente hidrolizads a sgucares redutores (glicose e Frutose)
{Figura 1{7-1), restandn praticamente apenas 2 frutose no +Final

das fermentacdes. Esta evidéncia indica gue 2 linhagem NRREL
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No entanto, isto n3o foi observado nas fermentacSes destaz linha~—
gem contaminads com fruconoséons na faiwa de temperatura de 34 =
38 BC, e também em todas as fermentacfes pur 5. ceorsvisias FTPY
@472, As concentracles de agdeares totais atingiram valores de
até cinco vezes maiores que ps de agdcares redutores nos enspips
realizados com o 2. rorgvisiag FTPT 9472 (Figura 18-1Ibh). Entre-~
tanto, a altas temperaturas (38 e 49 BL) os valores de acidcares
totais @ redutores se aprowimaram. Isto pode ser devidc-em parte
porgque  essas temperaturas de fermentaclo estdo ssis priximas &
temperatura dtima da atividade enzimdtica da invertase. Begundo
KEELP (1%75) a temperatura atima para a atividade da invertase

em solugBes diluidas de sacarose @ 85 BC,
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Outro aspeecto que diferencia estas duzs linhagens do le-
veduras € o perfil de utilizagSoc de agucares a diferentes tempe-
raturas. A linhagem FTPT €472 consumiuy meihcr 0% agdcares a tem-
peraturas mais bzixas (28 a 35 €Y, deixando maior teor de s5uU~
car a temperaturas elevadss (38 e 4¢ 2C). O comportamento da li-
nhagem NRRL Y-2342 n8o foi t3o drdstico guante s primeira, mas,
O agucar residual foi maior a baixas temperaturas, mostrando um

comportamento oposto a2 linhsgem FTPT 0472
2.8. Producdo de Etanol e de Didxido de Carbono

As  concentracdes de etanol e COp obtidas a diferentes

&% apds o tdrming das Zerme
Figura 18-c. 0Os valores de etanol ¢ [0z obtidos no final das
fermentacdes variaram respectivamente 486-55 g/L e 46~5& g/l {5,
cerevisiar  NRRL Y-2342) 2 35-53 a/L e 43-51 g/L (5. ceorevisizes
FTIPT @472).

Embora a técnica de determinacHo de COp adotada nio seja
muito sensivel, ela.foi utilizada porque permite a libera¢do da
COp produzido ¢ assim, evitar qualquer tipe de inibicSo sobre as
celulas que possam advir deste metabdlito. Apesar disto, pode-se
averiguar «que os valores de COp e‘etanal produzidos pela & ce-
revisiae MRRL Y-2342 foram bastante proximoes, como era previsto
pela zquaclo global da conversSo da glicose a stanol e COp (ftem
1.3 da Revisdo Bibliogrdfica, p. 9). No entanto, os valores de
€Oz = de etanol produzidos pela 5. cerevisiae FIPT 0472 a baixas

temperaturas (28-32 2C) apresentaram diferencas bastante signi-
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ficativas. Com esta linhagem, os valores de COp liberados #ofam
maiores <que os de etanol produzidos, indicando aue parte do caz
pode ser proveniente do anaboplismo (utilizacSo da glicose para 3
produc8o de massa celular). Isto pode ser constatado na Figursa
14, pelo incremento da massa celular desta linhagem no intervalo
dge tempevatura citado (28 a 32 9Cy.

Segundo ROLZ (1982) o crescimento de leveduras & inibido
completamente a concentragles de etano! superiores z 70 g/l
Quando o teor de etanol atinge niveis de B? a 115 9/L hd uma to-
tal inibic8o da producSo de etanol. Come 2 concentragio de sota-
nol nos experimentos foi mantido abaiwxo de 06 grs/L, espera-se gue
nenhuma inibi¢3o drdstica pelo produto tenha ocorrido nas condi-

o= i
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nSo Ffoi favorecida a baixas temperaturas. a&ltas temperaturas

como 49 BC mostraram ser prejudiciais para a 1iﬁhagam FTPT @472,
Entretanto o 5. cerevigias NRRL Y-2342 teve a produgfo de etanol
favorecida 2 altas temperaturas, bu seja, na faixa de 34 a 48 8¢
sendo que B produgcSo mixima ocorreu na presenca de

Lactebacillus.
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Figura 18. Efeito du temperatura sobre os proditos fingls de fermentagdo.
- (1) S.cerevisioe NRRL Y—2342 (IS S-zerevisiog FTPT 0472, ga) massa de
lular seco, (b) oglcar total (—) e redutor (m--), (¢) etanol —) & did-
xido de carbono (---3, (0) cultura pura, (&) presenga de Loctopacillus e
() presenga de Leufonostoc.
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€.9. Relag¥o entre os Coeficientes de Rendimento Celular (Yysg),

Rendimento Alcodlico (Yp,g) e Produtividade Global (Pr)

Os coeficientes de rendimento celular (Yxsg): coeficien-
tes de rendimento alcodlico (Ypsg) 2 pfodutividade glabal {(Pr)
foram calculados com os dados apresentados na Figura 418, sesundo
as equagles indicadas no ﬁpénqice (item 2). 0s resultados
cbtidos est3o representados na Figura 19. O aumento de
temperatura acarretou um declinic nos coeficentes de rendimento
celular (Yyss) (Figura 19-a). Isto pode ser explicado pela que-
da da viabilidade celular a altas temperaturas, principalmente

f0S ensaios com o 5. cerevisias FTPT 0472, Por outro lado, a re-
du%iﬁ de massa celular seca do £ corguisyss NBRL YwuD242 » nltan
temperaturas nfc  foi tﬁé acentuado, porém o consumo de agdcar
permaneceu @levado (Figura 18-Ih). ‘
Embora os valores do coeficiente de rendimento alcodlico
da fermentac3o por $. cerevisias NRRL Y-P34g tcultura pural? nio
tenham apresentado diferencas dristicas nas diferentes tempera-
turas, nota-se que o melhor rendimenteo alcodlico foi ohtida a 3B
8C (Ypyg = 0,47). Coincidentemente a produtividade global apre-~
sentou valor miximo a 38 8C (Pr = 3,4% g/L .h) {(Figura 19-Ib). Qs
valores maximos do coeficiente de rendimento alcodlico e produ-
tividade global para a linhagem 5. cerevisias FTPT 2472 {(culturs
pura} foram obtidas a 34 20 Yp,g = 0,47 e Pr = 3,29 g/L.h (Figu-
ra 19-11Ib). A produtividade obtida na faixa de 1 % 4 g/t..h, esta
de acordo com os valores indicados por ESSER & SCHMIDT (198823,

em fermentac3o alcodlica tipo Safed,
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0 fato dos valores de Yp,g e Pr terem sido menores a
baixas temperaturas em contraste aos valores de Yx/8, principal-~
mente para a linhagem FTPT @4?23.indica que uma maior quantidade
de wmassa celular de leveduras n3o implica em um aumentp na pro-
dugdo de etanol.

0 pertil do afeitg da temperatura sobre o coeficiente de
rendimento  alcodlico (Yp,yg) e produtivdade global (Pr) maximos
dependeram se a fermentacl3o foi realizada com cultura PUTR OU Na
presenga de contaminantes, em algumas das condicBes testadas,
Vide as fermentagfes do 5. ceorevisiac NRRL Y-2342 na presenga de
Lactobacilius a 32 9C e do 5. cersvisiae FTPT 2472 na presenca
de legconostor a 346 8C (Figura 19-b & 19-c) . Nestas duas condi-
tBes, Yo e e Pr mivimos feram obtidos 2 uma temperatyra diferen-~
te a da cultura pura. |

Os valores de Yp,g wdximos obtidos na fermentac3o de am-
bas as 1eveduras'contaminadas com iactgéaci!!uﬁ {ensaios 2 ¢ 5)
foram cerca de & % superiores quando tomparadas as corresponden-
tes fermentaglBes com cultura pura. Jd a2 diferenga de valor da
produtividade global mixima nessas condigcles, foi menor com o 5.
cerevisias NRRL Y-B342 (4,2 %) e maior com o 5. cerevigsire FYPT

2472 (11,3 43,
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rendimento celular, (b) rendimento alco lico, {c) produtividade global,

(©) cultura pura, (&) presenga de Lectobacillus e (O) presenga de Leuconostoe.
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Por outro lado, na presenga de lewconostor, 2 produtivi-
dade global mdxima apresentou valores superiores (3,4 e {{,t ¥
para as linhagens NRRL Y~2342 e.F?PT e47e, respe%tivamente) &
valores de Yp,g mdximos foram menores (4,8 e 3,2 X, para as li-
nhagens NRRL Y-2342 e FTPT 0472, respectivamente), quando compa~
radas com as fermentacﬁes_cam cultura pura correspondentes. Es-
tes resultados indicam gue apesar do Leaconostor ndo sobreviver
ate o final da fermentaclo, ele & responsdvel pelo cansumo  de
uma parte dos agdcares presentes, para z formac3p de biomasaa e
acidos, segundo foi constatado pelo abéixamenta de pH na fermen-
tagSo (Vide Figura 15), ¢ assim afetands o rendimento alcodlice

" glohal.

Resultados semelhantes foram abtidos pov KAJT & rawune
(1984) em ensaios de fermentaclo alcodlica POY SRccharomycss sp
L~-5 na presenca e ausBnecia de tontaminantes, simulando o proces-
80 Helle-Poiact. 0O meio de cultivo utilizado foi 20 X de saca-

rose, sais minerais e vitaminas. Apesar do Lewconostor nip ter

apresentado viabilidade apds o tratamento com Hp5804, pe valores

de pH & rendimento aleodlico apresentaram valores ligeiragmente

menores quando comparados & culturas sura. As fermentagtes na

presenga de LACEpbacillus n3o apresentaram disturbios, embora o

numerc desce microrganismo tenha aumentade ligeiramente.
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ALTERTHUM of alid (1984, 1985) realizaram ensaios de
fermentac3o com sistema de reciclagem de cdlulas contaminadas
por bacilos e cocos Gram positivos & notaram quedas no rendimen-
to alcodlico de quase 160 e 40 ¥, respectivamente. Porém, o de-
senvolvimento da levedura foi fraca, apresentando 34 X de célu~
las mortas, nos ensaios de pru&é g & contaminac8o foi aumentada
de 107 a 10% UFC/mL. BORZANI (1984) nstou atravéa dos dados ex-
perimentais obtidos por ALTERTHUM €8 27i1 (4984,1%85) que 2 con-
centracio mdxima de contaminantes de cocos Gram positivos permi—
tida nalFermentacia sem Hue este caduse danos zo rendimento al-
codlico ¢ de 2,6. 167 UFC/mL.

Meste trabaihn, fol constatado sue uma contaminagio bag-
teriana n80 necessariamente influj attyeraament s sohye 3 fermpn-
“tacdo alcodlica por leveduras.

Devido ao fato gue as diferentes condicBes experimentais
conduzivram a diferentes tempos de fermentaclo (Tabela 4}, og re-
sultados obtidos poderio ser melhor comparados se apresenéadn%
na forma de produtividade glchal (Tabela 7).

Pode-se observar gque ra presengs de Leuconosfor ou Lac-
tobacillus foram obtidos melhares produtividades na maioria das
condigfes testadas. Essa diferenca foi mais acentuada na  faiwa
de temperatura de 32 a 40 2C, onde ao invés da inibicHo ochserva-
da por ﬁHDRIH.& OLIVEIRA (1%B2) o ALTERTHUM of aiii (1984, 1985)
foi constatade um ligeirp efeito benéfico sobre as levaeduras,
mesmo nos rfasos onde os rendimentos alcodlicos nip expressam  a

mesma tendéncia.
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Tabela 7. Produtividade glohal (Pr) obtidas nas diferentes

condigBes de fermentaglo.
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temperatura (8C) 28 39 3z 34 36 38 49
gnsaio produtividade global (g.t~1 . n 1)
i 2,58 3,01 3,190 3,28 2,59 3,69 2.87
2 2.3% 3,93 3,41 3.43 3,44 3,44 3,44
3 2,82 3,45 3,28 3,43 3,47 3,81 3,38
4 2,21 2,33 3,06 3,29 2,65 g.52 2,43
S 2,24 2,8¢ 2,74 3,71 3,360 3,04 2,35
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3. EFEITO DA TEMPERATURA & DO ETANOL SOBRE Leuconostor

mesenteroliodes subsp. mesenterpides

A populacio inicial de [euconostoc mesenteroiges subsp .
wesenteroides dos ensaios com caldo de cana foi de 107 UFC/mlL e
com meio de triptona, extrato de levedura e glicose fai.de 198
WFL/ml,

As curvas de crescimento do leucpacstor obtidas a dife-
rentes temperaturas estd3o representadas na Figura 20, andé estao
plotados os dados de Ln A em funcBo do tempo (Figura 2P-aj), e os
pardmetros de Ln A, temperatura e tempo em forma dwo superticie
de resposta (Figura 20-b). Estes dados indicam que a temperatura
ét;ma de crescimento & de EQ 8C e oue n rreacimentpn & seriamente
afetade a temperéturas.superiarEE a 34 2C. Observa-se também,
que em meio de caldo de cana a fase Jag foi relativamente longa
{cerca de 4 horas) e que houve pelp menps duas fases de tresci-
mento da bactéria.

A partir desses dados foram ralculadas as velpcidades
especificas mdximas de crescimento (UMgx? & os resultados estdo
p}otados na Figura 21 {(Ln Kd versus 177}, segundo a equacio de
Arrkenius descrita no Apéndice (item 2). Estes dados indicam o
valor do coeficiente da reta-igual a 12,4 ¢ a energia de ativa~-
¢dp equivalente a 24,4 Kcal/mol. Pode~se verificar que.a tempe-
ratura dtima de crescimento (30 SC) ohtida pele pontn mixime da
curva de Arrhenius coincide com a temperatura onde 0 valor de

uMgx fol maior (pmgx = 90,21 h1).
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Figura 21. Velocidades especificos maximas de crescimento (kd)
do Leuconosioc mesentercides subsp. mesentercides o

diversas tempercluros (28 — 40 °(C) representadas pelo
equocaa de Arrhenius.
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0 pmgx do Lewucoaostoc cultivado em meio rico {triptona,
extrato de levedura e glicose) foi de 0,53 h™!, indicando due ©
meio de ca1dp de cana suplemenfadn com N e P, a pH 4,5, nio &
adequado para o desenvolviments satisfatdric do Leuconaestoc me-
senferoides subsp. gesenteraides .

0 efeito das diferentes'cancentraaﬁes de etanb} no tres-
cimento de Leuconsstor mesenferoides subsp . sEsenleroides 3 tem-
peratura otima (3@ 2C) estd indicado na Figura 22-a. 0s valores
'de Ln A obtidos nas varias concentragBes de etanosl (8-9 % (w/v})
em fungdo do tempo est3n tamhém ilustrados na Figura 28-b em
forma de superficie de resposta.

Os wvalores das velocidades especificas mdximas de cres-—
ciéento obtidos nas diferentes concentragfies de etanol Estgﬁ in-
dicados na Figura 23. Esses dados, indicam que qualquer suple-
mentacioc de etanol provocou uma diminuic3o na taxa de crescimen-
to e que uma adic3o de 3,9 % de etancl_reduz o valor de umix &
metade do valor sem o etanol. ConcentragBes de etanol superiores
8 6,%¢ ¥ implicou na complets inibig3n do crescimento de Legco-
aosloc mesenferoides subsp. mesenferoldes.

Como a concentragdo de etancl encontrada no final das
fermentagles foi em torno de 5,0 % (p/v), este deve ter sido o
principal raz8c da ndo detecc¥o do Leuconostor ao término das
?ermentacﬁes..

MUNDT & HAMMER (1964} constataram que a adigl8o de 7,0 %
de etanol no meio RGOS 5L (Pifceo) induz uma reducio de 3% % da

populacio de L. wmesenteroidss apds 24 horass de incubagSo.
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4. RELACZO T4 CONTAGEM DE Saccharoaners cerevisias NRRL Y-2734p £
DE fewconostoc meseateroides subsp. @esaateroides DURANIE A

FERMENTACAD ALCOSLICA :

A contagem relativa do S5 ré?&Viﬁi&EINRHL Y-2342 e do L.
wesenteroides foi acompanhada 2m uma fermentagido alcodlica rea-
lizada nas condiclies descritas no item 5 de Material & Métpdos,
p. S93.

Os resultados das andliaces mitrabialdgicas das amostras
coletadas em virios infervalos de tempeo da FTermentag3o éstﬁa in~
dicados na Figura 24, Figura 25 e ApEndice Tabela 8.

Uma elevada porcentagem de leveduras com brotamento foi
detectada no inicio da fermentacso, sendo que o valor mékimn fei
obtido apds 4 horas de incubaclo. A porcentagem de células wii~
veis sem brotos fol praticamente igual a de células com brotos
€Figﬁfa 24y, 0 desenyolvimenta da levedura acarreta mudancas na
compas{cﬁa do meio, causando um.éumEﬂta na concentragio de etm—
nol, o que desfavorece o desenvolvimentsa de Leucanostoc mesents~
rofldes {(Figura 223, 5e§undo foi coﬁstatadc anteriormente éFigura
235, |

A viabilidade-das_células dé levedura permaﬁeceu prati-
camente constante sendo que aéds 12 horas ﬁe.inaubacﬁo ag colu—
ias praticamente nfo apreszentaram brafamentn, provaveimente de-—
vido a.alteracﬁes rno meio resultantes do esgyotamento de nutrien-

tes ¢ do acdmulo de metabdlitos produzidos.
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0s dados da Figura 25 indicam que os resuiéaﬁus de con-
tagens de ieueduras pur plagueamento e microscopia sio similiares
€ que a contagem de Lewconvstos mesenteroides subsp . maﬁ&nf&faiu
des decresceu com o tempo de incubacic, desaparecendo cowpleta-
mente nas amostras coletadas a 24 horas. Isto pode ser resultan-
te de dois fatorves: |
i~ Nas .primeiraa 4 haraﬁ, a levedura cresceu.mais intencamente
(Figura 24), enquanto o Legronosfoc permanecey em fase Fay
nesse periodo (Figura 28), causando a tonsequente diluivgio da
bactéria nas leveduras.
8- Apds 4 horas de cuItiuo; Bnuve um acimulo de étanai produzido

pelas  leveduras em crescimento intenso, vesultands na inibi-

cio do crescimento subsequente do feuconosfoc
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Caracteristicas de viabilidede, bro-—
tamento & movrte de S, cerevisias NRRL
Y-—-2342 {na presenca de Leuconostoo
mesenteroides asubsp | mesenteroides?
em diferentes tempoas de incubagciEo -1
32 QU . (1) levedura vidvel, & com
brotamento e (i) levedurs morta.
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CONCLUSSES

Os isolados FTPT 9347 e FTPT @é?#,'utiiizadaé comn contami-
nantes das fermentacBes alcodlicas, foram identificados como
sendn Louconustoc messnicroides subgp. mesenbteroides & Lao-
tobacilluy fersentwr, respectivamente.

0 crescimento celular das leveduras tanto na ausdncia guanto
na presehca de contaminantes foi adversamente atetado & 40

BC e favorecido = temperafura;.na faiwa de 28-32 00,

8 efeito da temperaturs zobre a produgio de massa celular
'aeca, pH e etanol foi muito maipr sohre a iinhagem FTPT

eare.

Nas fermentacfBes realizadas na ausbnris de contaminantes, a
linhagem FTPT 0472 prcduéiu mais biomassa e apresentou maior
_pnraentagem de brotamento, acarretando maior reducSo do g H
no  caldo ' fermentado. A linhagem NRRL Y-2342 produziu mais
gdlcool @ aprssentou m#iar ﬁear de hidrdlise e cnnﬁﬁmﬂ de
acdcares;. Ambas as linhageha apresentaram o mesmo valor de
coeficiente de rendiments alcodlico mdximo (Yp,g = 0,473,
parém a produtividade global mdxima foi maior (1t %) pPara a

linhagem NREL Y~P34p2.
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Ambos 08 contaminantes prejudicaram a povrcentagem de viabi-
lidade de células com brotameanto do & cerevisias  NRRL

Y-2342. 0 mesmo n¥o ocorreu com a linkagem FTPT 0472,

. Apds o0 término das fermentacBes, entre s bactsrias teska-
das, apenas o lactobacillus pode ser vecuperado através de
contagens em placas, e nfo foram detectados células vidveis

de Leuconosfor,

Entre fatores <4que contribuem para 2 morte das celulass de
Levconosfor em fermentacles alcodlicas, destacam~se 23 baixa

velocidade especifica maxima de crescimento (pygy) destas

bactérias em caldo de cana suplementado com nutrientes N &

¢.21 k™1 e o

#

P, a pH 4,5 (fase Jay de 4 horas ¢ HMEX
efeito adverso do élcaaI.ICmncehfracﬁes de 3 % de etanol sio
capazes de reduzir a'veldcidade especifica midxima de cresci-
mento em mais de 50 ¥, ConcentracBes superiores a & ¥ impli-

cam na interrup¢do do crescimento de Lsuconosfoo em caldo de

cana suplementado com nutrientes. Outvo fTator adverso, & o

incremento de temperatura, sendo que a 34 B0 z velocidade
gspecifica mixima de crescimento de Louconostor 8 reduzida

em mais de 56 ¥, nas condicBes do ensaio.
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Cpma O Lleuronosfor wmesenteraides subsp . aegenterogides  foi
sensivelmente afetado na presenga de swtanol em cancenéfac&es
bem mais baixas gue o normalmente atingida em usinas de A1~
cool, @ de se supor gue esfa bactéria nio caﬁsa distdrbios
significativos nas dornas de fermentaclo. Pordm, este causou
um aumento na porcentagem de morte das leveduras o 40 2c,
bloqueon parcialmente a dearadacBo de acdcares e reduziu o
rendimenta alcaélicb (4,8 e 3,2 % para as fermentaches Ccom
as linhagens NRRL Y-2342 e FTRT €472, respectivamente) quan-—
do comparadas com as correspondentes fermentagles por culbtu-~
ras puras. Entretanto, uaicreg_da produtividade globai maxi—
ma Foram superiores f3,1 2 11,1 X paraz as 'linhagens NRRL

Y-2342 2 FTPT 8472, rospectivamente) .

Apesar do La:faéacif!as-ter permanecido com células vidveis
no final das fermentarBes, este propiciou um aumento na pro-
dugio _de massn celular seca da levedura e de rendiments al-
coélicc miaximo (6,8 X) em relagd0 a ambas as culturas puras.
Porem, a proﬁutividade global miéxima fo0i menar na fermenta-
¢30 por 5. ocerevisias NRRL Y-2342 (5,2 X} e maior na fermen-

taclo por §. cerevisiae FTPT @472 (14,3 %).
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APENDICE

1. NOMENCLATURA

A = fator de frequéncis ou fator pré-exponencial

Ea = energis de ativagio

kd = pMax = velocidade especifica maxima de crescimento ke
P = atanai.produzidn {g/L)

R = constante uniQeréal dos gases {(1,98717 cal/mol . K)

8 = cancentracio de agdcares totais {(g/L} ‘

8i = gubstrato inicial

Sf = sgubstrato fermentado
T = temperatursa

X = roncentracio de massa celular seca (gl

]

Yx/8 toe?iciente de rendimento celular

coeficiente de rendimento alcodlico

H

Ypss
Pr = produtividade slobal (gL~ 1p" 1)

"UFC = Unidade Formadora de Coldnia .



2. EXPRESEBES MATEMATICA

{1} Coeficiente de rendimento celular (Yy,g)

Yys/8 = ingremento da massa telulsr seca (gl

agucar consumido (g/L}

{8y Coeficiente de r&ndimentm altaé}ita £?p/53

Ypsg = etanol produzido (g/l.3

agucar consumido {g/L)

{3} Produtividade {(Pr)

Pr = etanol produzido (o/L)

tempo de fermentacio (h)

{4  Equaclo de Arrbenius
in kd = Iin A& - Ea 1

RT
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Tabela 1. Porcentagem das cavracteristicas de wviabilidade, brota-

mento e morte de leveduras dos indeculos de fermentagio

el b e s ki i T T BT T oy oy e b sl Mk b ik A MM R A T o TR T e o mi ek sk i it A AN MR SR AR MR W AT A M M g SR A W mem e e e Y s e ek e i e st
o I s e e e e T N T e e TR I NN R RS T I I N N R N NN N RE RS R R E S EEE

gnzaio () 63

A A A A A PP ATr o o e s ki kil A A SRS S S R e e (e e vky i i ALk G e W W e v e bl WL A M A A AR PG A AN A REA MR B T e e e s i ke il i i

1 B2,5 16,8 ,.e &,90 e, e,7
2 85,4 13,7 2,9 2,0 9,0 9,7
3 79,3 i8.4 0,2 ¢,9 2,3 i.8
4 88,3 i1,7 .8 @, 2,9 2,9
5 84,3 12,9 @,0 &, é,3 8,35
b 83.8 16,9 &,9¢ 2.2 9,2 0,9

. . g Ay o S ik A LA 4l v e o o e ok M k MAC A T T s o e Ak M. T ST SR ey i i s e e e A M T TR T ST T S M Meme e e oo o rm S s

e T T T e e e e A A A T T e e R O I A A e e e R I T T AR S e e e hem e i T 0D T e T e e e e

-3y

celula mie ou tamanhn maior que 2 metade da ceélula mBe vidvel.
célula com brotamento, cslula mie e célula filha vidveis. -

célula com brotamento, célula_mﬁe morta e célula Filha vidwel.
celula com Bratamenta, célula m3e vidvel e celula filha morta.

célula com brotamento, celula mie e cé£lula filha mortas.

- ®© O & O O

célula mie ou tamanho maior gque a metade da célula wie morta.
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Tabela 2. Porcentagem das caracteristicas de viabilidade, brota-

mento da Ssocharomycss cerevisize NRRL Y—-2342 apds o

término das fermentagSes alcodlicas (ecultura pura)l

&8 25,8 3.4 9,2 e.2 8.8 R.4
30 95,0 3,5 0,4 e,4 .0 2.7
32 ¢i,8 7,3 @,.1 2,¢ 9,1 e,7
34 B4,% 14,0 2,9 @.t ¢,0 1,0
36 82, 4 15,9 ¢,2 2,0 8,6 8.9
38 84,4 13,1 $,2 e, $,8 2.4
43 B5a, o 8,1 &.7 B,8 2,4 18,4

0 célulalmﬁe pu tamanho maior qﬁg a metade da célula mie vidvel.

8 csiula com brotamento, célula mie e célula Filha vidveis.

€ célula com brotamento, célula mie morta e celula tilha vidvel.
8 célule com brotamento, célula mie vidvel e céluls filha morta,

§ cérula conm brotamento, célula m¥e e célula filha mortas.

® célula mie ou tamanho maior que a metade da céluls mie morta.
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Tabela 3. Porcentagem das carvacteristicas de viabilidade, brota-—
mento # morte da Ssocharomyess cgrevisias NRRL Y-2342

apis o término das fermentagles alcodlicas {cultura

contaminada por Lacfobacilius).

28 95,7 3,4 0.0 @2 6.2 0,6
30 96,1 3,4 0.0 2,0 0,6 - ©,5
ag 92,4 6,6 - 6,0 0,0 0.2 2,8
34 90,7 8,7 2,1 2,0 0.0 e,5
36 50,3 8,7 0,1 2,1 0,0 2,8
38 93,1 5,0 0,2 9,1 6,4 1,8
10 83,7 4,4 1,0 0,1 2,6 10,2

mmm-...w._-_-—-—mm.n—.w_-—_.,...mu»mw._...—_._.«..n«-u..-..-._._uummw—-m—u——»am.ﬂ«w.—m_-u—-m,@wm.—.w.———.
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célula mie ou tamanbo maior que a metade da célula mie vidvel.
célula com brotamento, celula mie e ¢8lula Filha vidveis.

célula com brotamento, célula mie morta ¢ célula filha vidvel.

0
b
3
8 célula com brotamento, célula m¥e vidvel & célula filha morta.
& céiula com brotamento, célula mie e célula filha mortas.

@

cdlulz m3e ou tamanho maior que a metade da célula mBe morta.
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mento & morte da Szroharomycess cerevisias NRRL ¥Y-234p

apis o©

Porcentagem das caracteristicas de wvisbilidade,

término das fermentages alcodlicas

contaminada por Lewconostoc) .

96,6
94,3
94,1

GE, B2

célula mie
cé}alé com
célula com
célula com
célula com

celula mie

27 2,0
3,4 2,0
5,0 .0
6,8 0,1
8,5 0,2
6,4 9,0
4,3 1,5

ou tamanho malor gue a
brotamento, celulz mae
hrotamento, célula mde
hrotamenta;.iélula mig
brotamento, céiulé mae

ou tamanho maior aque a3

0,9 @, 1 ¢,6
¢,0 .9 6,3
@,1 0.0 2,8
e,2 2,9 8,9
2.9 0.1 1.1
.8 2,3 1.2
@.3 3,7 14,4

mebade da célula mie vidvel.
e.céluia filha vigveis.
morta e ¢élula Filha vidwvel.
vizvel elcélu}a filha morta.
e célula filtha mortas.

metade da célulz m3e morta.

o
)

H

brota—

{cultura



Tabela 5. Porcentagem das caracteristicas de wviabilidade, brota-
mento e morte da Sacrhairomzcss cereviglfas FTPT  847p
apds o teérmino das fermentagSes alcodlicas (cultura

puray.

W TR T TR M MW AT AL AR SEE WAL AN U LS B MAU LS B LbL M Ak e bk Ad it el i e e e md e T W SR TR AT MW W AT B GMA Ak AAE WA Mk ek e e M TR TS ot AT S i T AR AR VPR AP RN R
R N m e S T e e e e e e e e O L T E I I O O I I m IE S Ar S I0 o0 I Mo e oo o 7 S BT T n aem e am g ae

A A S B A B Y AL VB Ol ke gl ol Ul e ol S TR s e e b e e e T TOR TR TR A A L L LS LA LS A AR G R A Ak MM AR A s e T T T T VR R SRAC AR M APL B AT RS WM AME A S

28 81,8 18,0 2,0 2,0 2.0 e,2
30 82,1 17,7 0,0 0.0 2,0 .2
a2 - 79,9 19,4 0,1 2,0 ,3 o1
34 80,7 16,7 ®,0 0,0 @,1' | 0,5
24 83,9 15,6 0,0 2.1 0,1 ¢,3
Y 84,2 13,3 2,0 2.4 e,1 ¢,
40 89,1 4,3 0,1 6,5 ®,5 5,5

M Mk Mokt ekl g ikt et ek ks ek e e e e b fem e e e g e vk e e AmA Ty WER W e e Y TR PR M WM TR WS S R URE M S AW PN W A B BUd Y AMY e A S b e S e ik e b e
R L N Em s e N I I L S L N S e L L D N N L I L I N T N N T L I L N N e e e e

célula mio ou tamanho maior gque a metade da célula mBe vidvel,
célula com brotamento, célula m¥e e célula Filke vidveis.

celula com brotamento, céluls mBe morte e célula filha vidvel.

')
6
8 céilula com brotamento, célulzs mie viavel e célula filtha morta.
8 célula com brotamento, célula mie e célulz filha mortas,

8

celula mie ou tamanho maior que a motade da céiula mis morts.
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Tabela 6. Porcentagem das caracteristicas de viabilidade, brota-

mentos e morte Saccharomyces cavevisias FTPT Q472 apis

e término das fermentacdes alcodlicas (cultura conta-

minada por ia:toéaci!!aﬁ).

@
&
@
34 81,5 16,2 0,1 0,1 2.3 1.1
- 38 gﬁ,i 8,7 0,2 &, @,2 B, 4
40 80,0 7.7 ¢, b 8,3 1,5 $,9
O «célula mie ou tamanho maior que a metade da célula m¥e vidvel.
8 célula con brotamento, célula mie 2 céluln filha vidveis.
8 célula com brotamenta, célule mie morta e célula filha vidvel
8 célula com Brotamenta, célula mie vidvel ¢ célula filha morta.
& célula com bratamento, célula mie e célulz filha mortas.
€ célula mie ot tamanho maior que z metade da célula nie morta.



Tabelia 7.

mentec &  morte do Saccharosyces cergvisias FTPT

apds o término das Ffermentacles alcodlicas

Porcentagem das rparacteristicas de viabilidade, brpta-

contaminada por feuronosfor).

T T T T T T U AN MMM ik s by e v LR AT MU AR A Mk s e S M AN U Ak A e wm W R A AL ASE A A Wk e o Ve P AR ST AR
rrget= R et it nbuis e il et LR i R - RS R g ~ i e i g

L B DGR SR A M W ks ke it e Yy Y TR A A RS UL WA M e i iy S o P T A RS MM Ak ek s e [ e VR W A AN A A A rh T P I TR T R AT A i i vk o i v v

38

ag

34

34

SIS RN Ih e e o v Lk B MW M Ak e W s fmr mmm e mna e v maromwe rm TR S M WAL kel 4R AL bt ik ik i e o fip W R A AL SRR b A b mr dem fo ek R et N A i e RS
S WS S G e e e e an Tl e R e o oy T e D R R Sem P W e i e el e e ek e e e e e e en e B R I D RN IR N L IS i e e e e D T T M e ms o

78,3 21,5 2,0
79,9 19,1 0,1
81,7 17,3 0,2
83,2 15,8 0,0
85,5 13, 4 0,0
85,9 11,3 a0
77,9 9,4 6,2

celuia mi3e ou tamanho mainr gque a
celula com brotamento, célula mie
cédlula com brotamento, célula mie
célula gom brotamento, c8lula mie
célula com brotamento, rélula mie

célula mie ou tamanho maior que a

0,0 8.1 0,1
0,3 2,0 e, 6
e,z 0,0 .6
8,0 0,2 .8
0,8 2,0 8,9
®,8 e,7 g1
2,0 1,3 11,8

metade éa célula mi3eg viavel.
e célula filha vidveis.
morta # célula filha vidvel.
vidvel e célula filha morta,
e c#lula filha mortas.

metade da célula nie morta.

G472

{cultura
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Figura 8. Porcentagem das caracteristicas de viazbilidade, brota-

mento, morte do §. cergvisrias NRRL Y-2347 4 temperatu-~

ra - de 3¢ OC em diferentes tempos (cultura rontaminada

POY Leucanostor mesenteroidess subsp . sesenteroides)

EEsETmnmEEn

8 e o DO

78, 6 20,8 0,0 8,1 0.1 0,4
88, 4 10,8 0,0 o,0 2,1 0,7
93,1 6,4 0,0 .o 8,2 2,3
98,3 1,3 e,o 0,0 2,1 6,3
9%, 0 %,5 0,1 e, o, 1 2,3
99,5 °,p 0,0 5,0 0,0 2,3
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célula mie ou tamanho maior que & metade da célula mie vigvel.
c€lula com brotaments, célula nfe e célula filha vidveis.
célula com brotamente, célula mie morts e célula filha vidvel.
célula com brotamento, célula mie visdvel 2 cédlula filha morta.
célula com brotamentn, célula mie e célula ?ilha mortas,

célula mie ou tamanho mpior que metade da célula mie morta.



