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RESUMO

A contaminagao bacteriana nas destilarias de etanol € um problema crénico que
afeta o rendimento, na medida em que esses microrganismos competem pelo
substrato a ser convertido em alcool pelas leveduras e liberam produtos indesejados
no meio. A adigao de acido sulfurico ao indculo € a pratica mais utilizada no controle
dessas bactérias, contudo € uma substancia de baixa eficacia, que também afeta a
levedura. Antibacterianos utilizados complementarmente devem levar em conta a
seletividade; o espectro de acao; e ainda restricdes em fermentagdes que utilizam o
excedente de levedura para racao animal. Nesse contexto, esse trabalho se propds
a estudar diversos biocidas, com base na literatura e desempenho em outras areas.
Foram realizadas fermentagbes por bateladas em frascos agitados em condigdes
operacionais padrao (pH, temperatura, concentracdo de agucares) com recuperagao
de células ao final de cada ciclo, reproduzindo o processo industrial. Os indculos
contendo leveduras e bactérias foram tratados com os seguintes produtos: peréxido
de hidrogénio aditivado com prata; cloro oxigenado; triclorocarbanilida; cloreto de
benzalconio; digluconato de clorexidina; maitenina; salinomicina, e agentes
quelantes EDTA e HEDTA, além dos produtos referéncia (beta acido de lupulo e
monensina). Ao final das fermentag¢des foram analisadas a populagcéo de bactérias,
a viabilidade da levedura, e os teores de acido latico e etanol. O biocida a base de
peréxido, na dose 1.000 ppm ndo mostrou a mesma eficacia registrada nos testes
preliminares in vitro, que apontaram CIM de 200 ppm para bactérias laticas; os
biocidas triclorocarbanilida (80 ppm) associado ao cloreto de benzalcénio e
clorexidina (50 ppm) tiveram desempenho inferior ao reportado na literatura. O cloro
oxigenado na dose 100 ppm afetou tanto a bactéria quanto a levedura. Os extratos
vegetais (lupulo e maitenina), dosado a 30 ppm, se mostraram inécuos a levedura, e
exibiram efeito bacteriostatico sobre bactérias. Os antibiéticos ionéforos (monensina
3 ppm e salinomicina 6 ppm) foram os mais efetivos na inibicdo das bactérias,
preservando a viabilidade e metabolismo da levedura, com maior producédo de
etanol. Os agentes quelantes na concentragdo 1.000 ppm nao foram efetivos na
desfloculagdo microbiana, nem aumentaram a produgao de etanol.

Palavras-chave: Fermentagcdo etandlica. Contaminagdo bacteriana. Biocidas.
Descontaminacéo de levedura. Tratamento de melaco.



ABSTRACT

Bacterial contamination in ethanol distilleries is a chronic problem that affecting the
yield, once these microorganisms compete for the substrate to be converted to
alcohol by yeast, as well as release undesired products in the medium. The addition
of sulfuric acid to the inoculum is the most used practice to control such bacteria, but
is a substance of low efficacy, which also affects the yeast. Antibacterial used in
addition should take into account the selectivity; spectrum; and also restriction in
fermentation that uses yeast surplus for animal feed. In this context, this work
proposes to study various biocides, based on the literature and performance in other
areas. Batch fermentations were performed in shake flasks under standard
operational conditions (pH, temperature, sugar concentration) with a recovery of cells
at the end of each cycle, reproducing the industrial process. The inoculum containing
yeast and bacteria were treated with hydrogen peroxide plus silver; oxygenated
chlorine; trichlorocarbanilide plus benzalkonium chloride; chlorhexidine digluconate;
maytenin; salinomycin, and chelating agents EDTA and HEDTA, indeed the
reference products (beta hops acid and monensin). At the end of fermentations were
performed analysis of population of bacteria, yeast viability and lactic acid and
ethanol concentration. The peroxide-based biocide in the dose 1000 ppm did not
showed the same efficacy recorded in preliminary tests in vitro, which showed a MIC
of 200 ppm for lactic acid bacteria; the trichlorocarbanilide biocides (80 ppm)
associated with benzalkonium chloride and chlorhexidine (50 ppm) had
underperformed reported in the literature. Oxygenated chlorine at dose 100 ppm
affected both the bacterium as yeast. The plant extracts (hops and maytenin), dosed
at 30 ppm, exhibited bacteriostatic effect on bacteria and proved harmless to yeast.
Antibiotic ionophores (monensin - 3 ppm and salinomycin - 6 ppm) showed higher
bactericidal effect, preserving the viability and metabolism of the yeast with increased
ethanol production. Chelating agents at concentration 1000 ppm were not effective in
microbial deflocculating and not increased ethanol production.

Keywords: Ethanol fermentation. Bacterial Contamination. Biocides. Yeast
decontamination. Molasses treatment.
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1 INTRODUGAO

As alteragbes climaticas e o acumulo de substancias toxicas provocadas pelo
uso de combustiveis fosseis em paises com grande frota de veiculos tém
aumentado a importancia e a demanda de alcool combustivel — renovavel e menos
poluente (BALAT; BALAT, 2009). A fermentagdo, processo pelo qual leveduras
convertem os agucares em alcool, é a etapa mais critica da produgao do etanol
(KELSALL; LYONS, 2003). Desse modo, medidas devem ser tomadas para
aumentar a produtividade industrial desse biocombustivel, o que exige melhor
controle microbioldgico da fermentacdo (BASILIO et al., 2008).

Uma dessas premissas € manter as células de levedura operando com alta
viabilidade, metabolismo eficiente e, consequentemente maior produtividade. Nesse
sentido, controlar a contaminacao bacteriana e manter o pH adequado do mosto é
fundamental para proteger a levedura, de modo a obter eficiéncia e baixo custo de
producao (OLIVA-NETO et al., 2013).

O sistema de reciclo de células adotado nas destilarias brasileiras, embora
seja vantajoso em diversos aspectos, submete as leveduras a condi¢gdes de estresse
por varios fatores que outros processos de produgdo de etanol ndo enfrentam
(AMORIM et al., 2011). Substancias contidas no meio fermentativo, como acido
latico, sulfito, e etanol, em presenca de alta acidez e temperaturas elevadas, tém um
efeito sinérgico negativo sobre o metabolismo da levedura (DORTA et al., 2006).

Assim, inovagdes tecnoldgicas na fermentagdo alcoodlica correspondem ao
uso mais restrito do acido sulfurico e o controle da produgao de acido lactico. Isso
passa pela pesquisa e desenvolvimento de novos agentes quimicos e estratégias
alternativas para controlar a contaminagao bacteriana (OLIVA-NETO et al., 2013;
NARENDRANATH; BREY, 2009).

Nesse contexto, esse trabalho se propés a avaliar novos produtos destinados
ao tratamento do mosto e da levedura, de modo a conter o crescimento de bactérias

produtoras de acido latico e diminuir o uso do acido sulfurico no processo.
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Revisao da Literatura



21

2 Revisao da literatura

Aspectos relevantes da matéria-prima, do processo e produtos utilizados na

fermentacao etanodlica sdo abordados a seguir.

2.1 A importancia do etanol combustivel

Atualmente, uma das preocupagdes mundiais € a busca por fontes de energia
alternativas ao petréleo, combustivel féssil ndo renovavel, de reservas limitadas e
que contribui para o efeito estufa (ALVES et al., 2012). Nesse contesto, os
biocombustiveis tém recebido atengdo crescente por serem renovaveis e menos
poluentes, com destaque para o etanol produzido a partir de substratos obtidos de
fontes vegetais (CAVALHEIRO et al., 2012).

O etanol ja € o biocombustivel mais utilizado para transporte em todo mundo,
€ com programas em varios continentes, a demanda podera exceder 125 bilhdes de
litros em 2020 (BALAT; BALAT, 2009). Nos EUA, o etanol de milho é usado como
aditivo oxigenado de gasolina em substituicdo ao éter de petroleo (PILGRIM, 2009);
e no Brasil, o alcool de cana abastece a crescente frota de veiculos com motores
flexiveis, que aceitam alcool ou gasolina em qualquer proporgcéo (BANCO..., 2008).

A diminuicdo de emissdes de gas de efeito estufa, pelo o uso de etanol de
cana em substituicao de combustivel féssil, equivale a 27,5 milhdes de toneladas de
CO;, anualmente, uma vez que a planta absorve o gas carbbnico ao realizar
fotossintese (GOLDEMBERG et. al., 2008).

2.2 Matérias-primas para produgao de etanol

As matérias-primas disponiveis para producao de etanol via fermentacado sao
classificadas em trés grupos: agucares, amidos, e materiais celulésicos. Os agucares
podem ser convertidos diretamente em alcool etilico por leveduras ou bactérias,
enquanto que o amido do milho deve ser primeiramente hidrolisado por enzimas
especificas até agucares fermentaveis. Finalmente, os materiais celulésicos, como
residuos agricolas, necessitam de processos de hidrolise mais complexos, antes de
serem fermentados (LIN; TANAKA, 2005).
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De importancia industrial, destacam-se a cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) — a matéria-prima basica do alcool brasileiro, e o milho (Zea mays),
utilizado nos EUA. O rendimento em etanol da cana pode chegar a 9 mil litros por
hectare cultivado, enquanto que o milho rende no maximo 4,4 mil litros na mesma
area (WHEALS et al., 1999).

Outra vantagem do etanol de cana é o balango energético. A relagdo entre a
energia renovavel obtida por energia fossil utilizada é de 8,9, enquanto que no etanol
milho é de apenas 1,3 (MACEDO, 2007). O alcool de cana no Brasil também tem o
menor custo de producio relagdo ao etanol de milho dos EUA, e o produzido de
beterraba na Unido Europeia (BURNQUIST, 2007).

2.2.1 Melaco

Para a producéao industrial de etanol, os melagos de cana ou beterraba se
destacam por sua relativa abundancia, carater renovavel, disponibilidade, facil
transporte e manipulagdo, além do baixo custo (ERGUN; MUTLU; GUREL, 1997).

O melago de cana € obtido da centrifugacdo do xarope cristalizado para
producgéo de agucar, contendo em média 80% (m/v) de sdlidos soluveis, devendo ser
diluido em agua para se obter mostos de 20% (m/v) de agucares totais antes de ser
enviado a fermentacéo (TANG et al., 2010; AMORIM; BASSO; LOPES, 2009).

O melacgo diluido € um substrato prontamente assimilavel por S. cerevisiae,
pois 0 agucar predominante é a sacarose, a qual pode ser hidrolisada em seus
monossacarideos constituintes (glicose e frutose), pela acdo da enzima invertase
presente na levedura (POWER, 2003).

Embora contenha grande parte dos nutrientes essenciais ao metabolismo da
levedura (Tabela 1), os melagos também carregam uma série de ions metalicos
como calcio, sddio, ferro, cobre e aluminio, alguns dos quais, em alta concentracao,
podem ser toxicos e causar inibicdo desse microrganismo (LIU et al., 2008).

Além disso, a qualidade e a composicdo dos melacos podem variar de acordo
com a matéria-prima que lhe deu origem, a regidao geografica, o tipo de tratamento
do caldo, as condi¢gdes de operacdo da fabrica de acucar e estocagem. Desse
modo, a fermentacdo de mostos de melaco ocorre de modo diferente a cada
batelada (PIGGOT, 2003).
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Tabela 1 - Composicao tipica de melago de cana-de-agucar.

Substancia Concentracao (g/100)
Agua 17,0 — 25,0
Solidos totais 80,5-82,3
Sacarose 30,0-40,0
Acucares invertidos 9,0-30,0
Outros carboidratos 2,0-5,0
Nitrogénio 0,5-8,2
Fosforo (P2Os) 0,2-1,30
Oxido de calcio 06-1,5
Oxido de magnésio 0,07 -0,4
Potassio 3,5-5,0
Cinzas 3,5-15,0
Sulfato 1,6
Gorduras, esterois e fosfolipideos 0,1-1,0
Acidos nao nitrogenados 2,0-8,0

Fonte: OLBRICH (1963); TECLU et al. (2009).

O aluminio contido no melago é convertido & sua forma téxica (Al*®) pela
acidez da fermentacao, diminuindo a viabilidade da levedura, os niveis de trealose
celular, e a taxa de fermentacao. Efeitos também observados em alta concentragéo
de potassio, como os mostos de melago de cana (AMORIM; BASSO; LOPES, 2009).

O calcio, aplicado na forma de cal (CaO) no processo de produgao de agucar,
€ responsavel por diversos efeitos negativos na fermentagdo etandlica. A partir de
0,18% (m/v) ocorre diminuicdo na taxa de fermentagcdo e em concentragbes de
2,16% a fermentacao é praticamente interrompida pela possivel inibicdo da enzima
invertase da levedura (CHOTINEERANAT et al., 2010). Em concentragbes
superiores a 1 mM a captacdo de aminoacidos é reprimida, e acima de 25 mM inibe
o crescimento da levedura e a producao de etanol e biomassa (HEGGART et al.,
1999 apud RUSSELL, 2003). Esse elemento também potencializa a floculagao entre
as leveduras e bactérias do género Lactobacillus (AMORIM; BASSO; LOPES, 2009).

A contaminagdo microbioldgica também estd presente em melagos, pois
microrganismos do caldo podem sobreviver ao processo térmico e proliferar na
superficie umida dos tanques de estocagem (INGLEDEW; AUSTIN; KRAUS, 2009).
Significativa diversidade de microrganismos, entre fungos, leveduras e bactérias foi
identificada por Pillai et al. (2011) em melago de fabrica de agucar indiana, portanto,

€ de se esperar que metabdlitos microbianos sejam comuns em melagos.
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A dextrana — polimero de glicose produzido pelo género Leuconostoc é
contabilizada como agucar redutor, mas nao & fermentavel, e aumenta a formagéao
de espuma nas dornas (PIGGOT, 2003). O acido latico — composto organico de
baixa massa molecular produzido por Lactobacillus e inibidor da levedura (OLIVA-
NETO; YOKOYA, 1994) foi detectado em concentragdes entre 0,05 a 0,88 % (m/v)
em melagos de usinas de agucar do estado de Sdo Paulo (VENTURA, 2007).

Desse modo, tratamentos térmico e fisico-quimico tém sido sugeridos para
controlar a contaminagdo microbiologica em melagos, antes de ser enviado a
fermentacdo (AMORIM; BASSO; LOPES, 2009; TANG et al., 2010).

2.3 O microrganismo da fermentacao

Embora algumas espécies de bactérias possuam metabolismo fermentativo,
como Z. mobilis, a levedura Saccharomyces cerevisiae € virtualmente o Unico
microrganismo de uso comercial para produgao de alcool (ZANDY CKE, 2009), pois,
mesmo em presenga de oxigénio, metaboliza altas concentragbes de glicose pela
via fermentativa, denominado efeito Crabtree (RUSSEL, 2003).

Leveduras s&o classificadas como fungos ascomicetos unicelulares
eucarioticos, nao filamentosos, e heterotréficos (utilizam compostos organicos como
fonte de carbono e energia), e se reproduzem por brotamento. Apresentam formas
esférica, ovoide a elipsoide; tamanho de 1 a 5 ym de largura e 5 a 30 um de
comprimento, ndo possuem flagelos ou outros meios de locomogéao, e tém parede
celular rigida formada por mananas (PELCZAR et al., 1996; WALKER, 1998).

Legras et al. (2007) identificaram 575 gendtipos diferentes em 651 linhagens
de S. cerevisiae isoladas de vinicolas, cervejarias, destilarias de etanol e
panificagdo, coletadas em 56 regides dos varios continentes, o que constata a
domesticagédo desse microrganismo pelo homem ao longo da histéria.

O amplo uso dessa levedura se deve as caracteristicas de interesse
industrial, tais como: utilizacdo de varias fontes de carbono, crescimento rapido,
metabolismo aerdébio e anaerdbio, alto desempenho fermentativo, permanéncia e
dominancia no processo, facilidade de manipulagao genética (LALUCE et al., 2012).
S. cerevisiae também ¢é tolerante a altas concentragdes de alcool, bem como é
reconhecida como segura para ser utilizada como aditivo em alimentos e racao
animal (LIN; TANAKA, 2005).
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Nas fermentagdes industriais para producdo de etanol sdo empregadas
leveduras selecionadas (PELCZAR et al.,, 1996). Linhagens especiais de S.
cerevisiae tém sido obtidas usando-se técnicas de isolamento, sele¢ao, hibridizacao,
fusdo de esferoplasto, ou métodos de clonagem, de modo a terem caracteristicas
como: fermentagdes de alto desempenho; boa dispersdo em agua; baixo nivel de
autdlise; alta viabilidade; baixa producéo de glicerol, tolerancia a pH acido, altas
temperatura, altos teores de acgucares e alcool, e pouca formagdo de espuma
(INGLEDEW; AUSTIN; KRAUS, 2009; BASSO et al., 2008).

2.4 Fermentacao etandlica

Fermentagdo € um termo geral para a degradacédo anaerébia da glicose por
organismos, para obtenc&o de energia em forma de ATP (NELSON; COX, 2011). Na
levedura, o piruvato obtido da quebra da glicose sofre a agcdo da enzima piruvato-
descarboxilase e, na segunda fase, o acetaldeido é reduzido pela alcool-

desidrogenase, e convertido em etanol e gas carbénico (Figura 1).

Figura 1 - Rota bioquimica simplificada do metabolismo da glicose a etanol em

levedura.

Glicose
CGH1206

2 NAD g 2 ADP + 2P
2 NADH, 2 ATP
2 Acido Piravico
(3C)

COZ Q C02

2 Etanol
C2H50H

Fonte: Adaptado de Nelson; Cox (2011).
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Em condigbes anaerdbias, o rendimento da fermentagédo é 0,511 g de etanol
por grama de glicose metabolizada. Os dois ATP’s produzidos na glicolise sao
utilizados na biossintese de células de levedura. Portanto, a fermentacao etandlica é
um processo microbiano no qual o produto € sintetizado durante a fase primaria de
crescimento do microrganismo (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Adicionalmente ao etanol, outros subprodutos, como glicerol, acidos
organicos, e alcoois superiores também sao produzidos durante a fermentagao
alcodlica. Esses produtos secundarios, bem como o crescimento das células
desviam alguns intermediarios glicélicos para as vias metabdlicas correspondentes,
diminuindo o rendimento de etanol (BAl; ANDERSON; MOO-YOUNG, 2006).

2.5 Processos industriais para producao de etanol

Basicamente, um processo fermentativo consiste em preparar um meio de
cultura adequado, leva-lo a um biorreator e adicionar um microrganismo especifico
para conduzir o processo biolégico e, ao final, obtém-se o produto desejado, o qual
normalmente deve ser recuperado e purificado (SCHIMIDELL, 2001).

As fermentacbes podem ser operadas por trés processos distintos: em
bateladas, continuo e batelada alimentada. No processo em bateladas, o substrato é
adicionado no fermentador e, entado, as leveduras sao inoculadas. Apds 0 consumo
dos acgucares, ao final do processo, 0 meio é removido do fermentador. Na
fermentacdo continua, o substrato é adicionado continuamente no tanque, com
remocgao simultdnea de porcdo do fermentado. No processo batelada alimentada o
substrato é adicionado gradativamente no fermentador, que recebeu previamente o
in6culo, até atingir o volume util do tanque (ZHANG, 2009).

Produtos microbioldgicos, principalmente produtos de pregos relativamente
baixos, como o etanol, sé sdo economicamente viaveis se forem obtidos em grande
escala (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Embora a producdo de alcool via fermentacdo seja um processo
relativamente simples, conduzi-lo em larga escala e com alta eficiéncia exige uma
notavel combinagdo de microbiologia e engenharia, de modo a corrigir prontamente
os problemas recorrentes nas destilarias e garantir altos rendimentos (LYONS, 2003;
INGLEDEW et al., 2009).
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2.5.1. Processo de fermentagao Melle-Boinot

No Brasil, as destilarias de etanol empregam o processo fermentativo Melle-
Boinot (Figura 2), em bateladas ou continuos multiestagios, no qual as células de
levedura sao recuperadas ao final de cada fermentacdo (GOLDEMBERG; MACEDO,
1994). Isso torna desnecessario gastar agucar para propagacao de levedura a cada
novo ciclo fermentativo, possibilitando rendimentos de até 93% (WHEALS et al.,
1999; AMORIM et al., 2011).

Figura 2 - Esquema do processo de fermentagao etandlica Melle-Boinot.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Atualmente as destilarias brasileiras sao projetadas com fermentadores de
grande porte (400 a 2.000 m®), a maioria operando no sistema batelada alimentada
(70%), ou continuo multiestagios (30%), ambos com recuperagdo de células com
taxas superiores a 90% (AMORIM et al., 2011). Outra importante vantagem desse
sistema é que opera com alta densidade celular (10-15% v/v), o que permite menor
tempo de fermentagéo.

Contudo, no periodo da safra da cana, de 250 dias em média, as leveduras
séo recicladas em torno de 500 vezes sucessivamente, submetendo as células a
constantes condicbes de estresse, como temperatura, acidez, etanol, entre outras
substancias inibitérias (AMORIM et al., 2011; BASSO; BASSO; ROCHA, 2011).
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2.6 Extracao de levedura de fermentagao para nutrigao animal

Nos processos com reciclo de levedura se consegue trabalhar com alta
densidade celular (AMORIN et al., 2011), e o excedente de levedura das
fermentagdes pode ser extraido na forma de creme e secado até se obter o farelo de
levedura (FERNANDES et al., 1998; YAMADA et al., 2003).

A producédo de levedura destinada a nutricdo animal vem ganhando atengéo
nas destilarias brasileiras, especialmente a partir dos problemas relacionados a
"doenca da vaca louca", ocorridos na Europa. Assim, a busca por novas fontes de
proteina, livre de contaminantes, abriu oportunidade para o setor sucroalcooleiro
explorar esse subproduto (AMORIM; LOPES, 2009).

Produtos de alto valor agregado, como levedura viva, inativa, parede celular,
hidrolisados, e levedura enriquecida com minerais tém sido introduzidos na criagao
de ruminantes, aves e suinos. Os principais beneficios estdo relacionados a maior
produtividade, além da regulacdo da microbiota intestinal (GRAHAM et al., 2009).

Embora as caracteristicas nutricionais da levedura sejam de grande interesse
na nutricdo animal, possiveis contaminantes, como toxinas, metais pesados, e
residual de antibioticos tém despertado a atengcdo sobre a qualidade desse
subproduto da industria alcooleira (FERNANDES et al., 1998; VENTURA, 2009).

2.7 Contaminagao bacteriana na fermentacao etandlica

As contaminacgdes que ocorrem na fermentagcado etandlica podem ter origem
em leveduras selvagens (BASILIO et al., 2008) e, principalmente, bactérias laticas
(GALLO, 1992; INGLEDEW, 2009b; NARENDRANATH; 2003). Esses problemas sao
especialmente sentidos nas fermentagdes continuas, onde a dificuldade de assepsia
torna a contaminagao mais severa do que nos sistemas em bateladas (AMORIM et
al., 2011; ZHANG, 2009).

O fenbmeno da contaminagao nas fermentagdes é estudado desde o século
XIX, por Pasteur, que associou a formacado de acidos organicos nos vinhos a
presenca de bactérias nos mostos. Ele concluiu que o agucar servia de alimento
para os microrganismos e cada substancia formada era devida a uma espécie que
se desenvolvia naquelas condigbes (KETCHUM, 1988).

Do mesmo modo, a agroindustria da cana-de-acucar enfrenta sérios

problemas de contaminantes, pois a matéria-prima carrega consigo uma grande
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quantidade de microrganismos que fazem parte da sua microbiota (DUNCAN;
COLMER, 1964). Uma vez dentro do ambiente industrial, essas bactérias se
desenvolvem em tanques, tubulagdes e trocadores de calor, e podem entrar nos
reatores de fermentagdo de varias maneiras, dependendo do processo e padrao de
cada industria (REED; NAGODAWITHANA, 1991).

Nas destilarias de etanol anexas a fabricas de agucar as bactérias chegam a
fermentacao principalmente por meio do mosto, mas também pelas aguas de
diluicdo do melaco e levedura (CAMOLEZ; MUTTON, 2005). Uma vez que as
fermentacgdes industriais, pela sua dimensao, ndo sdo conduzidas em condi¢cdes de
completa assepsia, a contaminacao bacteriana esta sempre presente e, dependendo
da intensidade, compromete o rendimento industrial (LIMA et al., 2001). Além disso,
a fermentacdo de uma destilaria de etanol combustivel geralmente é operada com
menos cuidado do que seria devido a um sistema bioloégico, causando disturbios e
alteracbes no meio afetam a levedura e, consequentemente, as demais etapas do
processo (INGLEDEW, 2009b).

As interferéncias que as bactérias provocam nas fermentagdes ocorrem em
funcdo da vasta diversidade da microbiota bacteriana que incide nas destilarias de
etanol, composta principalmente por lactobacilos Gram positivos, homo ou hétero-
fermentativos (GALLO, 1992; SKINNER; LEATHERS, 2004; LEJA; BRODA, 2009;
LUCENA et al., 2010).

Experimentos conduzidos por Oliva-Neto e Yokoya (1994) com fermentacdes
contaminadas por bactérias durante 15 ciclos fermentativos mostraram aumento de
2,7 vezes na acidez produzida, decréscimo 26 pontos percentuais no rendimento em
alcool e diminuicao de 64% na viabilidade da levedura. Narendranath et al. (1997)
inocularam cinco espécies de lactobacilos comuns em fermentagao etandlica em
mosto com 10° UFC de levedura/mL e registram perdas entre 3,8 a 7,6% do etanol
produzido, dependendo da espécie contaminante, além do desvio de 1% do acucar
(p/v) para o crescimento das bactérias. Em fermentagbes inoculadas com S.
cerevisiae, Lactobacillus paracasei e L. plantarum, Hynes et al. (1997) registraram
perdas superiores a 6%, calculadas com base na relagdo estequiométrica entre o
etanol e o acido latico. Kelsall e Lyons (2003) relacionaram a populagédo de bactérias
contaminantes em fermentagdes industriais de milho com perdas de etanol, as quais

atingiram 1,5% da produgdo anual em destilaria contaminada com 10° bactérias/mL,
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enquanto que Amorim et al. (2011) relatam perdas de etanol de até 3% em relagéo a
producao diaria quando a fermentacgéo esta contaminada com 108 bactérias/mL.

As bactérias laticas sao acidodfilas, micro aerdfilas ou aero tolerantes,
desprovidas de movimento, possuem exigéncia nutricional complexa, excretam
acido latico como principal produto do metabolismo, além de acido acético, entre
outras substancias (KANDLER; WEISS, 1986). Além de desviar parte do agucar que
deveria ser convertido em alcool, os subprodutos dessas bactérias afetam o
metabolismo e o crescimento da levedura. Assim sendo, a contaminacao bacteriana
constitui a maior causa de queda no rendimento das fermentacdes para produgao de
etanol. (NARENDRANATH, 2003).

Portanto, em qualquer tipo de fermentacdo a contaminacdo é indesejavel,
uma vez que variagdes na quantidade e na viabilidade da levedura, ou na diminuicéo
da velocidade de fermentacéao, resultardo em perdas consideraveis com queda na
eficiéncia e na produtividade e aumento dos gastos com insumos (AQUARONE;
SATO, 2001; OLIVA-NETO et al., 2012).

O acido latico inibe a levedura de diversas maneiras (ESSIA-NGANG;
LETOURNEAU; VILLA, 1989), dependendo o pH e outras substancias presentes no
meio. Em condigdes de anaerobiose, a forma anibnica do acido latico pode ser
transportada para o interior das células pelo sistema simporte de transporte de
prétons com estequiometria acido:préton 1:1. A forma nao dissociada do acido latico
€ capaz de atravessar a membrana plasmatica por difusdo passiva, em meio
contendo glicose (Figura 3), mesmo em auséncia de um transportador
(NARENDRANATH; THOMAS; INGLDEW, 2001).

Uma vez no interior da levedura, onde o valor do pH encontra-se acima do
valor do pKa do acido latico (3,86), esse se dissocia, liberando H* que acidifica o
citosol da célula, afetando a viabilidade das leveduras de modo diretamente
proporcional a acidez intracelular (IMAI; OHNO, 1995).

Para manter a homeostase intracelular (pH interno), o excesso de prétons
deve ser transportado para fora da membrana plasmatica através da acédo da
ATPase, que consome de 10% a 15% da energia de manuten¢cdo em forma de ATP
(HOLYOAK et al., 1996; CARMELO; SANTOS; SA-CORREIA, 1997).
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Figura 3 - Esquema de difusido passiva do acido latico em meio acido e excrecéo de
H* dissociado do ion lactato em S. cerevisiae.

Acido latico (pKa = 3,86)
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Fonte: Adaptado de Narendranath; Thomas; Ingledew (2001).

O consumo excessivo da energia de manutencao pode levar a perdas em
crescimento celular e outras atividades metabdlicas essenciais. Em situagcdo de
estresse acido prolongado, a célula perde a sua capacidade de manter seu pH
interno e suas atividades fisiologicas, e isto leva a inibigdo do crescimento e
finalmente a morte celular (BRUL; COOTE, 1999).

A concentragéo inibitéria minima (MIC) do acido latico para S. cerevisiae € de
2,5% (m/v) ou 278 mM, contudo concentragbes mais baixas, entre 0,2 a 0,8% (m/v)
ja provocam estresse na levedura, afetando a taxa de crescimento e o consumo de
glicose (NARENDRANATH; THOMAS; INGLEDEW, 2001), especialmente na
presenca de outras substancias encontradas nas fermentacdes industriais, como
etanol, acido acético, acido sulfurico e sulfito (DORTA et al., 2006).

Maiorella et al. (1983) registraram a diminuicdo de 80% de biomassa de
levedura em meio com 38 g/L de acido latico. Mesmo em meios suplementados com
extrato de levedura ou mistura de aminoacidos foi verificada inibicido completa do
crescimento da levedura na presenca do equivalente a 49 g/L de acido latico
(THOMAS; HYNES; INGLEDEW, 2002).

Graves et al. (2006) verificaram que o efeito sinérgico de diferentes

concentracbes dos acidos latico e acético na inibicdo da levedura € mais
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pronunciado a medida em que a temperatura da fermentagcao se eleva de 30°C para
37°C. Como a maioria das destilarias brasileiras esta situada na regido tropical, onde
se registram altas temperaturas ao longo do ano, as fermentagdes enfrentam mais
esse desafio durante grande parte do periodo de safra (SOUZA et al., 2007).

A interferéncia do acido latico no pH fisiologico intracelular da levedura
também pode afetar a atividade de varias enzimas e a condutividade dos canais
idbnicos, bem como a divisédo celular na proliferagao das células (MADSHUS, 1988).

Além dos acidos latico e acético, outros produtos do metabolismo das
diversas espécies de bactérias laticas exercem poder antifungico sobre leveduras,
especialmente os compostos de baixa massa molecular, ilustrados na Figura 4
(SCHNURER; MAGNUSSON, 2005).

Figura 4 - Compostos metabdlicos de efeito fungicida produzidos por bactérias

laticas.
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Fonte: Adaptado de Schnurer e Magnusson (2005).

2.8 Floculacao entre leveduras e bactérias

Outro problema relacionado a contaminagdo bacteriana nas fermentagoes
refere-se a floculagdo da levedura, principalmente nos processos com recirculagao

de células (AMORIM et al., 2011). Esse fendbmeno é verificado em diversos graus e
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em diferentes meios (PENG, X. et al.,, 2001) e pode ocorrer entre linhagens de
levedura ou entre estas e bactérias laticas (OLIVA-NETO et al., 2012).

Floculacao de leveduras € definida como a agregacgao reversivel, dependente
de calcio, contendo grande numero de células para formar flocos que rapidamente
sedimentam-se no fundo de um meio liquido com substrato (STRATFORD, 1989,
BAUER; GOVENDER; BESTER, 2010).

Segundo Furukawa et al. (2013), os agregados de leveduras e bactérias
laticas constituem interagcdes simbidticas remanescentes de outros nichos
ecologicos, onde estes microrganismos evoluiram juntos por muitas gerag¢des, sendo
o estado de agregacgao mais eficaz para a cooperagédo mutua.

No ambiente da fermentagao alcodlica, a co-floculacédo entre L. fermentum e
S. cerevisiae foi verificada por Yokoya e Oliva-Neto (1991). Segundo Bromberg e
Yokoya (1995), residuos de aminoacidos da superficie da bactéria, juntamente com
residuos de carboidratos na superficie da levedura sao responsaveis pela floculacéo

entre essas espécies (Figura 5).

Figura 5 - Co-floculacdo entre leveduras e lactobacilos em fermentacao etandlica,
registrada por microscopia eletrénica de varredura.

Fonte: Fermentec.

Substancias presentes no meio fermentativo, como sais inorganicos,
polieletrdlitos, e gomas excretadas por bactérias, contribuem para adeséo de células
(STRAVER; KIJNE; SMIT, 1993). Contudo, a presencga de ions célcio, abundante no
mosto de melago, é fundamental para induzir a floculagdo, uma vez que esse ion
permite que as lectinas (proteinas de parede celular) atinjam a conformagao
requerida para a agregacao (OLIVA-NETO et al., 2012; MILL, 1964).
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Nas fermentagdes industriais, a floculacdo provoca a decantacao das células
no fundo dos reatores, afetando a eficiéncia das separadoras centrifugas. No vinho
ocorre arraste de biomassa, levando ao maior consumo de agucar para repor as
células na fermentagao seguinte, diminuindo o rendimento; por outro lado, o creme
de levedura fica pouco concentrado, devido o retorno de vinho ao processo
(AMORIM et al., 2011).

Além disso, a estrutura complexa da floculagado, de modo analogo a formagao
de biofiimes em comunidades bacterianas patogénicas, favorece os mecanismos de
defesa contra os agentes antibacterianos, os quais agem por contato (FUX et al.,
2009; TABER, 2008).

2.9 Controle da contaminagao em fermentagao etandlica

No processo de fermentacédo etandlica € necessario diminuir o numero de
microrganismos indesejados presentes no meio de tal modo que o nivel dos
metabolitos seja mantido suficientemente baixo para n&o afetar a producédo e o
rendimento. Assim, o uso de agentes antibacterianos € crucial, uma vez que a
destilaria de etanol combustivel ndo opera em condi¢des estéreis, e a levedura € um
microrganismo de crescimento relativamente lento em relagdo as bactérias (OLIVA-
NETO et al., 2012; LYONS, 2003; NARENDRANATH, 2003).

Além disso, aumentos de rendimento na fermentagao podem ser obtidos com
a desinfeccdo do meio com uso de antimicrobianos, controle microbioldgico e
monitoramento dos niveis bacterianos e o produto do seu metabolismo (EARNEST;
SNYDER; WESTRA, 2009).

Entre as substancias quimicas utilizadas em desinfeccdo industrial
encontram-se o0s alcoois, compostos fendlicos, derivados de metais pesados,
detergentes, halogénios (cloro, iodo), e 6xidos (PELCZAR et al., 1996). Contudo,
Aquarone e Sato (2001) enfatizam que para o controle de fermentagdes, as
substancias que agem sobre as bactérias de modo efetivo, sem afetar a levedura,
s&o as mais indicadas.

Atualmente o controle da contaminagao bacteriana na fermentacao alcodlica é
feito com uso de acido sulfurico, antibidticos, derivados de lupulo, e biocidas
quimicos (AMORIM et al., 2011).
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2.9.1 Acido sulftrico

Segundo Kandler e Weiss (1986), o crescimento de bactérias laticas €
reduzido significantemente em meios de pH inferiores a 5,0. Desse modo, a maioria
das destilarias de etanol tenta controlar a contaminacao bacteriana diminuindo o pH
da fermentagdo com o uso de acido sulfurico (NARENDRANATH; BREY, 2009).

No processo fermentativo Melle-Boinot as leveduras em suspensao sao
sistematicamente submetidas ao tratamento com acido sulfurico apés cada
fermentacao até pH 2,5 (+/- 0,5) por 1 a 3 horas, antes de retornar aos reatores para
iniciar um novo ciclo fermentativo (GOLDEMBERG; MACEDO, 1994).

O efeito biocida do acido sulfurico foi verificado pela diminuigdo da microbiota
bacteriana presente no leite de levedura acidificado a pH 2,0 por duas horas
(GALLO; CANHOS, 1991), enquanto que Nunes et al. (1991), citado por Oliva-Neto
et al. (2012), afirmam que acido sulfurico ndo age como descontaminante.

Segundo Stratford (1996), a floculagao é revertida quando o pH é ajustado a
valores inferiores a 4,5. Contudo, Guerra e Angelis (1998) atestam que o efeito do
tratamento acido € passageiro e a floculagdo retorna na fermentagdo seguinte,
quando a adi¢cao de substrato eleva o pH do meio.

Simpson e Hammond (1989) observaram alteracbes na superficie das
leveduras, vazamento de ATP, além de baixa tolerancia ao tratamento de 16 cepas
a lavagem com H,SO, até pH 2,0 vindas de longos periodos de fermentacado e
armazenamento. Outro efeito negativo da acidificacdo do meio € o incremento do
poder biocida dos derivados de enxofre, como o sulfito, sobre a levedura. Em pH
acido o SO,, predominante no meio, é 500 vezes mais ativa sobre a levedura do que
outras formas, como HSO; e SO5™ (ALEXANDRE; CHARPENTIER, 1998).

No processo Melle-Boinot, o acido latico (pKa 3,86) que retorna junto do
creme de levedura e contido no melago (VENTURA, 2007), volta a sua forma
protonada por conta da adigdo do acido sulfurico ao leite de levedura (pH 2,5) e,
dessa forma, é absorvido passivamente pelas células (NARENDRANATH; THOMAS;
INGLDEW, 2001).

Desse modo, Narendranath e Power (2005) atestam que a diminui¢gdo do pH
nao € uma pratica adequada para o controle da contaminagado bacteriana na
fermentacao, e o aumento do pH no meio fermentativo contribui para o incremento

da producéao de etanol.
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2.9.2 Antibidticos

Desde a década de 1950 diversos trabalhos relatam o uso de antibidticos
para controle de bactérias e aumento de rendimento em fermentagéo alcodlica, entre
0s quais: penicilina, tetraciclina, bacitracina, estreptomicina, e polimixina (DAY et al.,
1954; AQUARONE, 1960).

KHAN et al. (2008), relaciona varios antibiéticos de uso veterinario, como por
exemplo, a monensina, virginiamicina, oxitetraciclina, os quais tém sido empregados,
isoladamente ou combinados, no controle de bactérias em fermentacdo etandlica
(MUTHAIYAN et al.,, 2011). Levantamento feito por Narendranath (2003) compila
algumas das substancias disponiveis no mercado de etanol, e algumas de suas

caracteristicas (Tabela 2).

Tabela 2 - Antibidticos utilizados em fermentagdo alcodlica e seus respectivos
mecanismos, efeitos e espectro de acao.

Antibiético Mecanismo Efeito Espectro

Penicilina Inibe sintese de parede Bactericida Bactérias Gram (+)
Bacitracina Afeta parede celular Bactericida Bactérias Gram (+)
Tetraciclina Inibe sintese de proteina Bacteriostatico Bactérias Gram (+) e Gram (-)
Estreptomicina  Inibe sintese de proteina Bactericida Bactérias Gram (+) e Gram ()
Eritromicina Inibe sintese de proteina Bacteriostatico Bactérias Gram (+) e Gram (-)
Polimixina Afeta membrana celular  Bactericida Bactérias Gram (-)
Virginiamicina Inibe sintese de proteina Bactericida Bactérias Gram (+)
Monensina Afeta membrana celular  Bactericida Bactérias Gram (+)
Cloranfeinicol Inibe sintese de proteina Ambos Bactérias Gram (+) e Gram ()

Fonte: Adaptado de Narendranath (2003)

A concentragao inibitéria minima de antibidticos comerciais sobre bactérias
isoladas de fermentacao etandlica, cultivados em meio sintético, foi determinada por
Andrietta; Oliveira e Stupiello (1995). O produto Fermacol inibiu duas das oito
bactérias com 0,25 ppm e quatro com 2 ppm; virginiamicina controlou cinco
bactérias na dose de 0,25 ppm; penicilina controlou outras cinco com 0,5 ppm e uma
com 2 ppm, e cloranfenicol inibiu quatro com 4 ppm e uma com 8 ppm.

Hynes et al. (1997) verificaram a ac&o da virginiamicina sobre o crescimento e
produgdo de acido latico de varias linhagens de lactobacilos contaminantes de
fermentacao de milho. Na dose de 2 ppm, o produto mostrou efeito diverso sobre as
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diferentes espécies, sendo que no geral preveniu perda de rendimento em alcool
superior a 11% em relacdo ao controle. Contudo, experimentos conduzidos por
Narendranath (2003) mostraram que o uso repetido desse antibidtico induz a
resisténcia em bactérias mutantes.

Do mesmo modo, ficou evidente a resisténcia adquirida a virginiamicina,
ampicilina, penicilina e tetraciclina em lactobacilos isolados de fermentagéo de milho
com uso regular desses antibidticos, uma vez que a concentragao inibitoria minima
de todos os produtos foi maior em relagcdo as bactérias isoladas de outra
fermentacdo sem historico de uso dessas substancias (BISCHOFF; SKINNER-
NEMEC; LEATHERS, 2007).

Stroppa et al. (2000) comparam a acao da penicilina e da monensina sobre
bactérias contaminantes isoladas de fermentagdes em destilarias brasileiras. A
monensina provocou expressiva diminuicao das populag¢des de bactérias, sem exibir
a formacao de células resistentes, enquanto que a penicilina, embora tenha agido
em menos tempo, mostrou tendéncia a resisténcia bacteriana.

A salinomicina & um poliéter iondforo transportador de K, obtido do
metabolismo secundario de Streptomyces albus em escala industrial, e
originalmente empregada como promotor de crescimento e medicamento veterinario
(TAMEHIRO et al., 2003; CAMARA et al., 2013). Recentemente foi introduzida no
controle de bactérias em fermentagdo etandlica, mostrando alto potencial de
descontaminacao (VENTURA, 2007).

Apesar dos antibiéticos serem uma ferramenta poderosa no combate as
bactérias da fermentacdo etandlica, questbes relativas a resisténcia bacteriana
devido ao uso sistematico, residuos em levedura destinada a alimentagao animal, e
contaminagdo de solos e aguas, tém preocupado o setor de etanol e agéncias
regulatérias (BECKNER; IVEY; PHISTER, 2011; MUTHAIYAN; LIMAYEM; RICKE,
2011; NARENDRANATH e BREY, 2009).

Desse modo, a adicdo de antibidticos em fermentagdo deve ser planejada e
executada com base em dados minuciosos, de modo a determinar qual a
composi¢ao do produto, a quantidade e o local a ser aplicado (EARNEST; SNYDER,;
WESTRA, 2009).
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2.9.3 Peroéxidos

Os peréxidos sao geralmente empregados quando se quer eliminar
microrganismos anaerobios, ou seja, aqueles que ndo crescem em presenca de
oxigénio. O efeito toxico do oxigénio para anaerobios estritos deve-se a moléculas
produzidas durante as reagdes do gas, formando o radical superéxido, que danifica
quase todo tipo de molécula encontrada em uma célula viva, incluindo o material
genético do DNA (PELCZAR et al., 1996).

O peroxido de hidrogénio tem como alvos diversos componentes celulares,
como proteinas e acidos nucleicos, estando relacionado com estresse oxidativo, o
qual causa a ruptura de rotas metabdlicas, mutacdo, efeito bactericida e
bacteriostatico (FRIDOVICH, 1998).

Na preservagao de alimentos, o peroxido de hidrogénio € adicionado de modo
a gerar oxigénio molecular, o qual é extremamente biocida para espécies Gram
negativas e Gram positivas (BRULL; COOTE, 1999).

A combinacao de perdxido de hidrogénio e acido peracético (PAHP) diminuiu
a populacao de trés espécies de bactérias em mais de 5 log UFC/mL na dose de
0,1% (v/v) e tempo de exposi¢édo de 10 minutos (BRINEZ et al., 2006).

Chang, Kim e Shin (1997) avaliaram o efeito de sulfito e perdéxido de
hidrogénio sobre bactérias em fermentagao etandlica continua, com meio sintético,
corrida em laboratério. O sulfito agiu sobre L. casei somente em presenga do
peréxido, enquanto que L. fermentum foi menos susceptivel ao sulfito do que ao
peroxido.

No controle de contaminantes de fermentagao etandlica de mosto de milho
por S. cerevisiae, foi aplicado 30 mM/L de composto a base de perdoxido de
hidrogénio-ureia. As populagdes de cinco espécies de lactobacilos inoculados
diminuiram de 10’ UFC/mL para 10> UFC/mL apods 36 horas de fermentagado
(NARENDRANATH; THOMAS; INGLDEW, 2000).

Recentes pesquisas revelaram que antibidticos induzem alteragbes no
metabolismo, promovendo a formagao de espécies reativas de oxigénio, as quais
desempenham um papel na morte celular. A relacido entre o estresse oxidativo
induzido por drogas pode ser explorada a fim de melhorar as terapias
antibacterianas (DWYER; KOHANSKY; COLLINS, 2009).
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2.9.4. Antibacterianos diversos

Diversos agentes quimicos e produtos naturais, alternativos aos antibiéticos,
tém sido investigados para o controle da contaminagao bacteriana na fermentagao
etandlica.

Andrietta et al. (1995) determinaram a concentragdo inibitoria minima (CIM)
de quaternario de amédnia sobre bactérias isoladas de fermentagdo etandlica,
cultivadas em meio sintético e verificaram que, nas condi¢gbes do ensaio, o produto
inibiu todas as bactérias isoladas com 10 ppm do produto.

Oliva-Neto e Yokoya (2001) avaliaram o efeito bactericida de diversos
componentes quimicos, entre as quais carbamatos, fendis, formaldeidos,
quaternario de aménio, sulfitos, nitritos e sulfato de cobre, tendo como referéncia os
antibidticos penicilina V acida e clindamicina. Os autores constataram que os trés
ultimos foram mais efetivos, sendo que a maioria inibiu a levedura nas mesmas
concentragcdes que inibiram as bactérias.

Os efeitos da triclorocarbanilida sobre o crescimento de bactérias laticas
isoladas de fermentacdo foram verificados por Oliva-Neto e Yokoya (1998) e,
posteriormente, Oliva-Neto et al. (2014) testaram diversos compostos quimicos,
puros e associados, em meio definido com pH 4, sendo que a formulagdo contendo
3,4,4" triclorocarbanilida (TCC) e cloreto de benzalcbénio (CBa) 1:1 (m/m) teve a
maior eficacia na inibicao de L. fermentum.

Meneghin et al. (2008) determinaram a concentragdo inibitéria minima do
diéxido de cloro sobre bactérias isoladas de fermentagdo etandlica, como segue:
Bacillus subtilis - 10 ppm; e Leuconostoc mesenteroides - 50 ppm; Lactobacillus
fermentum - 75 ppm; L. plantarum - 125 ppm. Contudo, foi observado que em
concentracdo de 50 ppm o produto também afetou a viabilidade de linhagens
industriais de S. cerevisiae e a 100ppm a levedura foi totalmente inibida. Zhu; Chen
e Yu (2013) investigaram o efeito fungicida do dioxido de cloro sobre S. cerevisiae
em suspensdo de 1x10® cel./mL expostas por 20 minutos ao produto, observando a
inativagdo de 99,9% das células a partir de 10 mg/L e danos no DNA em
concentracédo de 100 mg/L.

Além disso, o dioxido de cloro, por ser uma molécula pequena, volatil e
altamente energética (estado de oxidacao +I1V), explode sob pressado, conferindo
riscos no transporte e armazenamento (NARENDRANATH; BREY, 2009).
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Barth et al. (2014) aplicaram o produto Desinfix TM 135, a base de acido
perférmico, em concentragdes de 20 a 60 mg/L de creme de levedura e observaram
diminui¢do de 6 logs na contagem de bactérias laticas inoculadas em meio sintético.
Porém, observaram perda de atividade do produto em meios ricos em matéria
organica e cor, como 0s mostos de melago, comumente utilizados na industria.

Rickle e Senn (2006) testaram alfa e beta acidos de lupulo contra L.
fermentum e L. brevis em comparagao com antibioticos convencionais e observaram
concentragao inibitéria minima (CIM) entre 20 e 48 ppm para os respectivos
produtos, bem como inibicdo média de 60% na producdo de acido latico nos
fermentados tratados. Leite et al. (2013) utilizaram 46 mg/L de extrato de lupulo em
fermentacdes com 35 g/L de levedura contaminada com 7,7 x 10° bactérias/mL,
obtendo uma discreta diminuicdo da contaminacdo para 3,7 x 10° UFC/mL, e
rendimento de 81,4% em comparacdo com 5,2 x10® UFC/mL e 83,7% obtidos com
monensina sédica.

Viegas (2011) avaliou o extrato de prépolis verde no combate aos
contaminantes da fermentagdo alcodlica L. fermentum e Bacillus subtillis, obtendo
diminuicao de 54,24% e 67,02% respectivamente.

Bacteriocinas também tém sido investigadas para o controle de bactérias em
fermentacdo. Perdas de rendimento de etanol devido ao crescimento e metabolismo
de Lactobacillus plantarum e L. brevis diminuiram em 11% e 7-8%, respectivamente
com 5 IU mL™" do peptideo nisina. O produto controlou a contaminagéo de meio com
10° UFC mL™" de lactobacilos, com diminuicdo da formagao de acido latico de 5 para
2 g.L" (PENG, J. et al., 2012).

Em fermentagdes de laboratério para producdo de vinho, deliberadamente
contaminadas, o uso de lisozima nas concentragdes 125 e 250 mg/L inibiu o
crescimento de quatro espécies de bactérias laticas e a producdo de acido acético
no meio, sem nenhum efeito adverso sobre o crescimento de S. cerevisiae ou
producgéao de alcool (GAO et al.; 2002).

Embora ndo tenham sido encontrados artigos cientificos sobre o uso da
clorexidina no controle de bactérias em fermentacéo alcodlica, essa substancia tem
sido usada comercialmente com esse fim, baseada na ampla aplicacdo de
formulagbes para assepsia bucal e desinfecgdo de pele (RAMOS; LEITE;
MENEZES, 2012; LOWBURY; LILLY, 1973).
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2.9.5 Agentes quelantes

Agentes quelantes, também chamados de amino policarboxilatos, sao ligantes
sintéticos de varias bases quimicas com alta afinidade para formar complexos
organometalicos. S&o utilizados para sequestrar ions, tais com os alcalinos terrosos
bivalentes Ca, Mg e Ba, originarios da agua, de matérias-primas, ou adicionados
(OVIEDO; RODRIGUEZ, 2003, NOWAK; VANBRIESEN, 2003).

Morgan e Burstall (1936) apud Albert e Gledhill (1947) atestam que a remogao
de parcial ou total de determinado metal que participa ativamente de um sistema
biolégico pode ser desejavel e agentes quelantes tém se mostrado importante
ferramenta para tal propdsito.

O uso combinado de EDTA em formulagbes de quaternario de amébnia
reverteu a resisténcia adquirida por Pseudomonas aeruginosa ao biocida.
(KABARA; ORTH, 1997). Leive (1965) constatou que cultura de E. coli tratada com
EDTA aumentou a permeabilidade da parede celular ao antibiético actinomicina, e
outras substancias. Xu et al. (2013) também relatam os beneficios e o efeito
sinérgico de agentes quelantes em solugbes biocidas, usadas na remogao de
biofiimes. E ainda, trabalhos na area odontolégica, onde a diversidade bacteriana
também é vasta, a associacédo de perdxido de hidrogénio e agente quelante tem sido
proposta para o controle de infecgdes microbianas (MAEKAWA et al., 2009).

ERGUN, MUTLU e GUREL (1997) utilizaram agentes complexantes de metais
em fermentacdo de melago por S. cerevisiae e conseguiram aumentos da
concentracdo de etanol com a adigcao de EDTA, ferrocianato de sédio e zedlita nas
fermentacdes.

Contudo, a maior contribuigdo de um agente quelante para a fermentagao
etandlica estaria na remocgao do calcio, uma vez que esse cation mantém as lectinas
responsaveis pela floculacdo de leveduras e bactérias em conformacado ativa
(STRATFORD, 1996).
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Objetivos
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3 Objetivos

O presente projeto se propde avaliar biocidas quimicos alternativos para o
controle das bactérias contaminantes da fermentacéo etandlica, que atendam aos
requisitos da industria e sejam ind6cuos a levedura, especialmente com vistas a
diminuir o uso de acido sulfurico. Especificamente, foram avaliados diferentes
tratamentos em processo de fermentagdo miniaturizado em escala de laboratério,

como segue:
1) Agente oxidante (Huwa-San) e cloro oxigenado em substituigdo o acido sulfurico,
para evitar os efeitos negativos da lavagem acida da levedura;

2) Produto natural derivado da planta Maytenus ilicifolia no controle das bactérias

contaminantes;
3) Antibidtico ionoforo alternativo aos de uso regular na industria;

4) Agentes quelantes (EDTA e HEDTA) para complexar o calcio no melago de modo

a minimizar os efeitos desse metal e desflocular o levedo.
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4 Material e métodos

Este trabalho foi desenvolvido no laboratério de leveduras industriais do
departamento de Bioquimica e Tecnologia do Instituto de Quimica da UNESP
(Araraquara - SP), com excec¢ao do teste de concentracao inibitéria minima (CIM) in

vitro do Huwa-San, realizado em laboratorio da Supera - USP (Ribeirdo Preto - SP).

4.1 Microrganismos e manutencao

4.1.1 Levedura

Foi utilizada Saccharomyces cerevisiae linhagem industrial PE-2 de (BASSO
et al., 2008), originalmente isolada de fermentagao industrial, obtida na cole¢cdo do
Laboratorio de Leveduras Industriais do Departamento de Bioquimica e Tecnologia

do Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP.

4.1.2 Bactérias

Foram utilizadas duas cepas: uma bactéria isolada de fermentagao industrial
da usina Ipé (Nova Independéncia - SP), caracterizada parcialmente como
Lactobacillus ssp. Gram positivo, heterofermentativo (DOETSCH, 1981; KANDLER,;
WEISS, 1986), e cepa de Lactobacillus fermentum (CCT 0559), originalmente
também isolada de fermentagdo industrial, e mantida na Colegcdo de Culturas
Tropicais (Fundagdo André Tosello, Campinas), cedida pelo Laboratério de
Microbiologia da UFSCar (Araras - SP).

4.2 Meios de cultivo e manutengao

4.2.1 Meio YPD

Utilizado para crescimento e manutencdo das culturas de levedura
(SHERMAN; HICKCS, 1991). Composigao e preparo do meio:

- Extrato de levedura............... 1%
- Peptona.......ccoeveeiiiii 2%
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Os trés primeiros componentes foram pesados e dissolvidos na quantidade de
agua para o volume desejado e, em seguida, adicionou-se o agar. O meio foi
esterilizado em autoclave (Fabe Primar, Sdo Paulo) a 121° C por 20 minutos. Ainda

quente, o meio foi vertido em placas de Petri descartaveis, e resfriado até solidificar.

4.2.2 Meio MRS

Para cultivo e contagem de bactérias laticas das amostras de fermentagao foi
utilizado o meio definido descrito por De Man; Rogosa e Sharpe (1960), acrescido de
actidiona para inibigdo de levedura. O meio foi preparado seguindo-se as instrugdes
do fabricante (Himidia, india) e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos.
Foram adicionados 1 mL da solugédo de actidiona para cada 100 mL de meio ainda
fundido, instantes antes de ser vertido nas placas.

Preparo da solug&o de actidiona: dilui-se 0,1 g de actidiona (Fluka, China) em
100 mL de agua destilada esterilizada. A solugao estoque ficava mantida em
refrigerador a 5° C por um més e foi adicionada ao meio MRS-Agar ainda fundido, no

momento que era vertido nas placas (CHERUBIN, 2003).

4.2.3 Caldo MRS

Na propagacgdo de bactérias laticas foram preparados 250 mL do meio,
seguindo-se as instrugdes do fabricante (Himidia, india). Esse volume de meio
solubilizado foi fracionado equitativamente em 25 tubos de cultura, os quais foram

vedados com algodao e esterilizados em autoclave a 121° C por 20 minutos.

4.2.4 Mosto de melago 10° Bx

Este substrato, utilizado na propagacao das leveduras foi preparado como
descrito a seguir: dissolveu-se 120 g de melago industrial (Usina Batatais - SP;
Usina Guarani - SP) em 900 mL de agua destilada e ajustou-se a concentragdo em
10° Brix, com uso de refratdbmetro optico K52-032 (Kasvi, China). O meio foi
enriqguecido com 0,8% de sulfato de amoénio granular (NH4),SO4 (Mallinckrodt,
México) e 0,1% de extrato de levedura (Himidia, india), transferido para frascos
Erlenmeyer de 250 mL, vedados com espuma de silicone, recoberto com papel

celofane hidréfobo e esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos.
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4.2.5 Mosto de melago 22° Bx

O substrato submetido as fermentagdes foi preparado com melago industrial
(83° Bx; 58% pureza, 3.000 ppm Ca) proveniente da Usina Guaira (Guaira - SP),
fracionado em frascos plasticos de 200 mL com tampa, e mantido a -15° C, sendo
utilizada apenas a quantidade para cada lote de mosto, como segue: dissolveu-se
cerca de 240 g melago em 800 mL de agua destilada, e a concentragéo foi ajustada
em 22°Bx. Durante a homogeneizacdo, adicionou-se 3 a 5 gotas de surfactante
Pluronic PE-6100 (BASF, Alemanha) para conter a formagdo de espuma tanto no
preparo, quanto durante as fermentacdes. O mosto foi transferido para trés frascos
Erlenmeyer de 500 mL, vedados com espuma de silicone, recoberto com papel

celofane hidréfobo e esterilizado em autoclave a 121° C por 20 minutos.

4.3 Antibacterianos e agentes quimicos

- Acido sulfurico 98% P. A. (AS) (Exodo Cientifica, Hortolandia) - Utilizado na
acidificacao dos e tratamentos complementares dos inéculos.

- Huwa-San TR-50 (HS) (Roam Chemie, Bélgica) - Produto a base de
peroxido de hidrogénio (50%) aditivado com nano particulas de prata coloidal.

- Cloro oxigenado soluvel (COS) (Multiclor, Valinhos) - Produto originalmente
patenteado para uso em tratamento de aguas (MULTICLOR... 2011).

- Triclorocarbanilida (TCC) (Bayer, Alemanha).

- Cloreto de benzalcdnio 50% (CBA) (Quimatec, Araraquara).

- Neobiodine 20% (GC) (Neobrax, Barretos) - Digluconato de clorexidina
aplicado na sua forma tal qual, com doses calculadas em base 100% ativo.

- Betabio 45% (BB) (Wallerstein, Sdo Paulo) - Extrato de beta-acidos de
lupulo a 45% em solugao aquosa e polipropileno glicol, utilizado como referéncia nos
tratamentos com produto natural maitenina.

- Maitenina (MT): Metabdlito secundario da planta Maytenus ilicifolia, extraido,
purificado e caracterizado no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de
Quimica - UNESP (Araraquara-SP).

- Salinomicina 40% (SL) (Phibro Saude Animal, Guarulhos) - Antibi6tico
poliéter iondforo, produto do metabolismo secundario de Streptomyces albus,

parcialmente purificado.
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- Kamoran (MN) (Quimica Real, Belo Horizonte) - Antibiotico poliéter ionoforo
tendo como principio ativo monensina sodica cristalina.

- EDTA - Etileno diamino tetracético sal sodico 99% (Merck, Rio de Janeiro).

- Trilon D 40% (TD) (BASF, Alemanha) - Agente quelante organico, base

acido hidroxi etileno diamino tetracético (HEDTA), estavel em meio acido.

4.4 Preparo das solugodes de trabalho

- Preparo da solugdo TCC + CBA 2%: foram pesados 0,25 g de
triclorocarbanilida (TCC) e dissolvidos em aproximadamente 15 mL de acetona P. A.
e adicionou-se 0,51 mL de cloreto de benzalconio 50% (CBA). A solugao contendo
os biocidas na proporg¢ao 1:1 (m/v) foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e
o volume completado com acetona.

- Preparo da solugdo de maitenina: Pesou-se 0,1 g do produto tal qual, e
dissolveu-se em algumas gotas de metanol, e completou-se o volume com 100 mL
de agua destilada estéril.

- Preparo da solugdo de salinomicina: Pesou-se 0,1 g do produto tal qual, e
dissolveu-se em algumas gotas de etanol, e completou-se o volume com 100 mL de
agua destilada estéril.

- Preparo da solugdo de monensina: Pesou-se 0,1 g do produto tal qual, e
dissolveu-se em algumas gotas de etanol, e completou-se o volume com 100 mL de

agua destilada estéril.

4.5 Propagacgao e manutengao da levedura

Colbnias puras de Saccharomyces cerevisiae PE-2, mantidas a - 80° C foram
transferidas com alca de platina, em condi¢des estéreis, para meio YPD solidificado
em placas de Petri, e incubadas em estufa bacteriolégica (Fanem 002 CB, Séao
Paulo) a (KIRSOP, 1991). As colbnias uniformes crescidas no meio foram
transferidas para dois tubos de cultura contendo 10 mL de mosto 10° Bx (item 4.2.4)
e levadas a estufa a 33° C por 24 horas. A biomassa crescida foi recuperada do
meio por centrifugagdo a 3.000 rpm por 3 minutos a 5° C (Centrifuga Sorvall —
Legend March 1.6R, Alemanha). A sequéncia de propagacgéao, é descrita a seguir e

ilustrada na Figura 6.
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As células recuperadas foram transferidas para frasco Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL do mosto 10° Bx, que foi levado a incubadora agitadora (MA-830/A -
Marconi, Piracicaba) para crescimento a 33° C a 120 rpm. A cada duas horas
adicionou-se 50 mL de mosto até completar 200 mL. Esse volume de meio, ainda
em fermentacdo, foi dividido equitativamente em outros dois frascos e iniciada
novamente a alimentacdo com 50 mL de meio em cada frasco, e assim
sucessivamente, até se obter quatro frascos com 200 mL de meio fermentado. As
células foram recuperadas por centrifugagdo a 3.000 rpm, 5° C, por 3 minutos. A
biomassa obtida foi lavada com agua destilada estéril, centrifugada novamente em
tubos Falcon, removida a agua e os pellets de células (cerca de 5 mL de massa

umida) cobertos com glicerol 50% e estocados em freezer a -15° C (KIRSOP, 1991).

Figura 6 - Esquema de propagacéao de levedura pelo sistema de cortes em batelada
alimentada com mosto de melago 10° Bx.
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Fonte: Adaptado de Coradello (2012).

Esse procedimento foi repetido por quatro semanas consecutivas de modo a
se obter quantidade de indculo, fracionado nos tubos Falcon, suficiente para os

experimentos realizados ao longo de seis meses.
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4.6 Propagacao das bactérias

Cada uma das culturas puras de bactérias crescidas nas placas de Petri foi
transferida com alga de platina, para um tubo contendo caldo MRS (ltem 4.2.3), o
qual foi colocado em estufa bacterioldgica a 37° C. Apds 24 horas de incubacéo, o
volume desse caldo contendo bactéria foi dividido para outros dois tubos contendo
10 mL de meio e colocados em estufa, nas mesmas condi¢des. Esse procedimento
foi repetido sucessivamente ao longo de 5 dias, e ao final, o conteudo dos 16 tubos
foi centrifugado a 8.000 rpm, 4° C por 10 minutos para separagdo da biomassa
bacteriana. Aproximadamente 0,5 mL de biomassa obtida em cada tubo foi coberta

com glicerol 50% esterilizado e estocada em congelador a — 15° C.

4.7 Preparo do inéculo misto

A biomassa de leveduras contida em 10 tubos estocados (aproximadamente
50 mL), como descrito no item 4.5, foi separada do glicerol e suspensa em 80 mL de
agua destilada esterilizada, de modo se obter uma concentragcdo celular de
aproximadamente 2 x 10° células/mL, determinada em camara de Neubauer.

O in6culo bacteriano foi preparado baseado em Souza e Mutton (2004), como
segue: a biomassa de bactérias contida em cinco frascos estocados (ltem 4.6) foi
suspensa em 20 mL de agua destilada estéril, e ajustada a contagem em céamara de
Helber (Hawksley, Inglaterra), de modo a se obter uma concentracdo celular de
aproximadamente de 3 x 10" células/mL.

Para obtencdo de 150 mL do inéculo misto misturou-se as suspensdes de
leveduras e bactérias em um mesmo frasco, agitou-se vigorosamente, e transferiu-
se 30 mL para cada um de 5 frascos Erlenmeyer de 250 mL, onde foram aplicados

os respectivos tratamentos.

4.8 Tratamentos antibacterianos

Nos in6culos mistos foram adicionados 600 mg/L de acido sulfurico para se
obter pH ao redor de 2,5, e submetidos a agitagao (150 rpm por 5 minutos) antes de
se efetuarem os tratamentos especificos. Os produtos utilizados nesse trabalho
foram escolhidos com base em dados de desempenho em outras areas de aplicagao

e as dosagens dos diversos biocidas avaliados, os de referéncia, bem como o acido
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sulfurico adicionado complementarmente, foram feitas de acordo com a literatura

disponivel e ensaios prévios em laboratério (Item 4.9), conforme Tabela 3, a seguir:

Tabela 3 - Produtos utilizados nos tratamentos dos in6culos mistos e no mosto de
melago, submetidos a fermentagéao.

Produto Quantidade Material Bactéria Referéncias
(ppm) tratado inoculada

Acido sulfurico 600 1200, 1800 Inéculo Ambas* Gallo e Canhos (1991)
Huwa-San 100; 200; 1000 Inéculo Ambas Autor (2015)
Cloro oxigenado 50; 100 Inéculo Lactobacilus ssp  Multiclor (2011)
Triclorocarbanilida 40 e 80 Inéculo L. fermentum Oliva-Neto et al., 2014
Cloreto benzalcbnio 40 Mosto L. fermentum Oliva-Neto et al. (2014)
Clorexidina 50 Inéculo L. fermentum Cleghorn; Bowden (1989)
Betabio 30 Inéculo L. fermentum Ruckle e Senn (2006)
Maitenina 30; 50 In6culo L. fermentum Gullo et al. (2012)
Salinomicina 6; 10 Inéculo Ambas Ventura (2007)
Monensina 3;5 Inéculo Ambas Stroppa et al. (2000)
EDTA 500; 1000 Mosto Lactobacilus ssp  Ergun et al. (1997)
HEDTA 200; 1000 Mosto L. fermentum BASF, 1995

*L. fermentum e Lactobacillus ssp.

As doses de acido sulfarico (600; 1200; 1800) correspondem a 1; 2 e 3 kg/m?
de leite de levedura industrial e consideradas respectivamente as concentragdes
minima, média e maxima com relagao ao efeito sobre a viabilidade da levedura.

Os indculos tratados com o acido e os biocidas, foram mantidos sob agitagao
a 150 rpm a 25° C por 1 hora, antes de inocularem o mosto, dando inicio as

fermentacdes.

4.9 Determinagcdao das concentragoes inibitérias minimas do Huwa-San pelo
método de microdiluicdao em placas

As concentragdes inibitérias minimas (CIM) do produto Huwa-San sobre a
levedura PE-2 e bactéria latica isolada de fermentagao industrial foram obtidas
utilizando-se o0 método de micro diluicdo em meio de cultura, adaptado do Clinical
Laboratory Standard Institute (2012). Para L. fermentum foram realizadas

fermentag¢des em caldo MRS com crescentes concentragdes do biocida.

4.9.1 Determinagao das concentragoes inibitérias minimas do Huwa-San sobre
S. cerevisiae e bactéria latica

A solucao padrao do antimicrobiano foi preparada na concentragdo de 1.000
Mg/mL, e incorporada ao meio de cultura Agar Mueller-Hinton (Difco, EUA),

preparado conforme instrugdes do fabricante, acrescido de 0,1% de resazurina (azul
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em pH>6,5 e rosa em pH<3,8), autoclavado e resfriado a 45° C. Aliquotas de 0,1 mL
do meio foram distribuidas em cada um dos pogos da placa de microcultivo (Biofil,
China). Uma aliquota de 0,005 mL de cada suspensao de microrganismos contendo
aproximadamente 5 x 10° UFC/mL foi inoculada no meio contido em cada um dos
pocos das placas as quais foram encubadas por 48 horas, em temperatura de 33° C
para a levedura e 35° C para as bactérias. A analise do crescimento dos
microrganismos foi feita visualmente, sendo que para levedura observou-se turvagao
do meio nas diferentes concentragdes do biocida e, para as bactérias, foi observada
a mudanca de cor do corante resazurina de azul para rosa, onde havia liberagao de

acido e diminui¢cao do pH devido ao crescimento bacteriano.

4.9.2 Determinagao da concentragao inibitéria minimas do Huwa-San sobre L.
fermentum pelo método de macrodiluicdo em tubos

Sete tubos de cultura contendo cada um 10 mL de meio MRS liquido,
preparado conforme item 4.2.3, foram inoculados com suspensao de L. fermentum,
preparada conforme item 4.6, contendo cerca de 3,5 x 107 cel/mL. Em trés pares de
tubos foram aplicados respectivamente 50; 100 e 200 ppm do biocida Huwa-San. Ao
final de 8 horas de fermentacdo em estufa a 37°C foi dosado o acido latico nos

meios fermentados e comparado com a concentragcéo no tubo controle.

4.10 Fermentagdes em bateladas com reciclo de células

As fermentagdes foram conduzidas pelo sistema de batelada simples em
frascos agitados com reciclo de células, em condicbes operacionais padrao, de
modo a reproduzir, tanto quanto possivel, os processos industriais (CALAM, 1986;
BISCHOFF et al., 2009; PEREIRA et al., 2012).

Em cada frasco Erlenmeyer de 250 mL foi transferido 30 mL de indculo misto
tratado (Item 4.9) e, em seguida, adicionado 70 mL do mosto 22° Brix (ltem 4.3.4).
Os frascos foram vedados com espuma de silicone e transferidos para incubadora
agitadora (MA-830/A - Marconi, Piracicaba) a 120 rpm e temperatura de 35° C, que é
a média das temperaturas 6timas de fermentacao da levedura (33° C) (ALDIGUIER
et al., 2004) e das bactérias laticas (37° C) (GARRO; VALDEZ; GIORI, 2004),
durante 6 horas.

Ao final de cada ciclo fermentativo, foram retiradas amostras das

fermentagcbes para contagens de leveduras e bactérias, e os meios foram
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transferidos para frascos com tampa e centrifugados a 2.000 rpm a 15° C por 2
minutos. As biomassas microbianas separadas foram guardadas em refrigerador a
5° C para serem tratadas e iniciarem novo ciclo fermentativo no dia seguinte. Via de
regra, cada experimento foi realizado em cinco ciclos fermentativos ao longo da
semana, porém, devido a particularidades, alguns experimentos correram em ciclos

mais curtos e outros, em ciclos de dez dias.

4.11 Viabilidade de S. cerevisiae em fermentagdao na preseng¢a dos acidos
sulfuarico e latico

Trés bateladas de fermentacbes com mosto 22° Bx foram realizadas com
in6culo de cultura pura de S. cerevisiae, tratados com acido sulfurico nas doses 0,6;
1,2 e 1,8% (m/v) durante cinco ciclos fermentativos. A partir do sexto ciclo,
adicionou-se 800 mg/L de acido latico PA 90% (Acros Organics, USA) no mosto 22°
Bx, 5 minutos antes de ser submetido as fermentag¢des. E assim foram realizados
mais cinco ciclos fermentativos, sendo analisada a viabilidade da levedura pelo

método de microscopia com azul de metileno (ltem 4.14.1) ao final de cada ciclo.

4.12 Teste de desfloculagao celular

Uma amostra de creme de levedura coletado em fermentagédo industrial,
contendo 34% (v/v) de biomassa Uumida, 2,3 x 108 bact./mL, exibindo forte floculacao,
foi diluida em agua destilada 1:1. Um volume de 300 mL dessa suspensdo de
células foi transferido equitativamente em trés frascos Erlenmeyer. Uma das
suspensdes foi tratada com 200 ppm e outra com 1.000 ppm (v/v) de solugédo de
EDTA 20% (m/v). Apds 1 hora em agitagdo a temperatura ambiente, transferiu-se as
suspensdes para uma proveta graduada de 100 mL e deixou-se em repouso por 15
minutos, quando foi anotado o nivel de decantacdo das células em relagdo ao
volume total da proveta, para determinar o indice de floculacédo, dado pela diferenca
do volume decantado do volume total da suspensdo na proveta. (Ex: 30 mL
decantado — 100 mL total = floculagéo de 70%).

Em outro experimento, inéculos mistos recuperados de fermentacao realizada
conforme item 4.10, contendo 3,2 x 10® cel./mL de L. fermentum e 5,6 x 10® cel./mL

de S. cerevisiae foram tratados com o produto Trilon D, a base de HEDTA 40%
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(BASF, Alemanha) nas doses 200 e 1.000 ppm (v/v), conforme item 4.9. Ao final de

6 horas de fermentacéo foi determinado o indice de floculagdo nos meios.

4.13 Ensaios analiticos

4.13.1 Determinagcao do ART do mosto e melagos - As concentragdes dos
agucares redutores totais (ART) do mosto 20°Brx e melagos foram determinadas
pelo o método DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) (MILLER, 1959), cuja composi¢ao do

reagente principal é dada a seguir:

- Acido 3,5 dinitrosalicilico .................. 1,09
- Tartarato de potassio .................... 30,09
- Hidréxido de sodio .......ovevevevnnnn. 169
- Agua destilada qsp ......cccveveunee... 100 mL

As misturas de reacao foram preparadas adicionando-se de 0,8 mL de
amostra do mosto de melaco diluido em agua destilada (25 vezes) e 0,2 mL de
solugdo de acido cloridrico 6 M, em tubos de cultura, os quais foram submersos
parcialmente em banho-maria a 60°C durante 7 min. A reagéo foi interrompida pela
adicao de 1,0 mL de hidroxido de sodio 2,4 M. A reagao colorimétrica ocorreu com a
adicdo de 2,0 mL do reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico, seguido por
aquecimento a 100 °C durante 5 minutos em banho de agua fervente. As leituras de
absorbancia foram feitas no espectrofotdmetro visivel Bioespectro SP-22 (Equipar,
Curitiba) em comprimento de onda de 546 nm. Uma curva padrao foi obtida, a partir
de solugéo padrao de sacarose 0,1% (m/v), de modo a correlacionar a concentragao
de acgucares e a absorbancia dos hidrolisados, na faixa de 0,55% a 0,1% de ART.

Os resultados foram expressos em % (m/v) de ART.

4.13.2 Dosagem de acido latico - Para a determinagao da concentragao de
acido latico nos meios fermentados e mosto foi empregado aparelho biosensor de
tecnologia enzimatica Accutrend Plus (Roche, Alemanha) e respectivas tiras com
enzima lactato-oxidase imobilizada (VENTURA, 2007). Amostras de 30 pL do
sobrenadante do meio fermentado centrifugado (2.000 rpm por 2 min.) foram
colocadas com micropipeta sobre a area da tira com a enzima. Apds 60 fez-se a

leitura da concentracdo em mM/L no aparelho. O calculo da concentracdo de acido
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latico produzido foi feito pelo balanco de massa nos volumes das fermentagoes,

descontando-se o acido ja contido no mosto pela férmula:

QAL =QV, - QV,, onde:

QV4 = teor acido latico no vinho no tempo zero (ty) de fermentagao (mg/L)

QV; = teor acido latico no vinho no tempo seis (ts) de fermentacdo (mg/L)

4.13.3 Medidas de pH — O pH dos meios fermentados tratados foi

determinado com o pHmetro digital modelo K 39 (Kasvi, China).

4.13.4 Dosagem de etanol - concentragdo do etanol nos meios fermentados
foi determinada em cromatografo a gas CG mod. 37 (CG Instrumentos Cientificos,
Sao Paulo), operando com detector de ionizacdo de chama e processador acoplado.
(MORAIS, 2013). Procedimento: o equipamento foi ligado conforme instrugées do
fabricante e calibrado com solugdes padrao de etanol 0,2% e 1% (v/v). Amostras do
sobrenadante obtido nos meios centrifugados (item 4.10) foram centrifugadas
novamente a 5.000 rpm por 3 minutos e diluidas 10 vezes em agua destilada.
Utilizando-se micro seringa foram injetados 4 pL dessa solugdo no cromatografo. A
concentracdo de etanol expressa em % (v/v). Nos ensaios nos quais foram
calculados o rendimento fermentativo (n), o resultado foi multiplicado pela densidade
do etanol (0,789).

4.14 Ensaios microbioldgicos

4.14.1 Viabilidade celular e contagem de leveduras - Retirou-se uma
amostra de 10 pL dos meios fermentados, a qual foi diluida em 90 yL de agua
destilada e corada com solugao azul de metileno, na propor¢ao 1:1 (v/v), segundo

Lee et al. (1981). Preparo da solugédo de azul de metileno:

- GlICOSE ..o, 5049
SKCI 0,219
- CaCl 6H0 e, 0,249
-NaHCO; ..o 0,109
SNACH e 450¢
- Azul de metileno ...................... 0,125¢g

- Agua destilada gsp .........c.......... 500 mL
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Da suspensao de células corada foi retirada uma aliquota suficiente para
preencher a camara de Neubauer recoberta com laminula e contados os campos
anotados na Figura 7, ao microscopio 6tico (Carl Zeiss, Alemanha) em objetiva 40 X.
As células coradas em azul sdo consideradas mortas, enquanto que as incolores,

vivas. A viabilidade € dada pela relacao:

N° células vivas
Células viaveis (%) = x 100
N° células totais

Figura 7 - Esquema dos quadrados de uma camara de Neubauer, com destaque par
0s quadriculos utilizados nas contagens.

A populagao de leveduras foi calculada pela seguinte formula:

Total de células vivas x 4
N° Células/mL = x dil. x 10*
Total de reticulos contados

4.14.2 Cultivo de leveduras - Amostras dos meios fermentados foram
cultivadas em superficie de meio YPD em placas de Petri para promover o
crescimento e verificar o aspecto das colbnias e o estado morfoldégico das células
apos os respectivos tratamentos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

414.3 Contagem de bactérias em camara de Helber - O ajuste da
populagédo de bactérias nos indculos mistos foi feito com camara de Helber (Figura
8), a qual consiste em uma lamina de vidro dotada de 400 quadrados com 0,0025
mm? de area e profundidade 0,02 mm, e volume 5 x 10® mL em cada quadrado.
Procedimento de contagem: Uma amostra da suspensdo de células é corada com

azul de metileno e introduzida na camara de modo a preencher uniformemente o
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poc¢o. Sao contadas as células de 50 quadrados aleatdrios. O calculo da quantidade
de bactérias por mililitro € dado pelo numero total de célula contadas, dividido pelo

numero de quadrados contados e multiplicado por 2 x 10,

Figura 8 - Camara para contagem de bactérias de Helber.

Fonte: Hawksley Co.

4.14.4 Contagem de bactérias viaveis - A quantificacdo de bactérias nas
fermentacgdes foi feita pelo método de diluicio em série e plaqgueamento em
profundidade, cujos principios sdo descritos por Seeley Jr; Van-Demark e Lee
(1984), e executado em condi¢des estéreis, em camara de fluxo laminar, conforme
procedimento a seguir.

De cada meio fermentado foi coletada uma aliquota de 0,1 mL de amostra e
diluida em 0,9 mL de agua destilada estéril contida em frasco Ependorf, obtendo-se
a diluicdo 10™". Apds agitacao vigorosa em vortex, foi retirada uma amostra de 0,1
mL desse frasco e transferido para outro contendo 0,9 mL de agua, e assim
sucessivamente até se obter a diluigao desejada (Figura 8). De cada diluicdo foram
transferidas duas aliquotas de 0,1 mL para duas placas de Petri descartaveis, nas
quais foi vertido cerca de 20 mL do meio MRS-Agar com actidiona, preparado
conforme item 4.2.2, ainda fundido. As placas foram cuidadosamente agitadas sobre
a bancada de modo a promover a homogeneizagao das bactérias até a solidificacao

dos meios.
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Figura 9 - Esquema do procedimento de diluicdes em série e cultivo de bactérias

imL 1 mb 1mL 1mL 1 mik

Cada tubo -
contém 9 mL &
de salina z
Amostra x # R
Diluigio o 110 1100 : 131(1 ‘I."Ilf 1.!1:1‘
(107) nosy (16 (10%) (10%)
Plagueamanta } & i *
de 1 mL de cada
diluigiio ¥
e A+
J 36 [] 0
colbnias coldnias coldnia
Mimero excessivo de coldnias,
contagem impossivel *

36 = 10" = 3,6 = 10" UFC/mL da amostra original

Fator de diluicio

Fonte: Madigan; Martinko; Parker, 2004

As placas foram incubadas a 37° C por 48 horas e, apds esse periodo, foram

contadas as colbnias crescidas em cada placa. O numero de unidades formadoras

de colbénia (UFC) foi dado pelo niumero médio de colénias de duas placas de mesma

diluicdo, multiplicado pelo inverso da respectiva diluigao.

4.14.5 Determinacao de biomassa umida - Apds a centrifugacdo dos meios

fermentados e o sobrenadante recolhido (Item 4.9), os frascos de centrifugas,

previamente tarados, foram pesados em balanga de precisdo (Shimadzu, Japdo). A

massa celular crescida em cada ciclo foi calculada pela diferengca de massa da

fermentagao anterior (g).

4.15 Calculo do rendimento - O rendimento fermentativo foi calculado com

base na estequiometria tedrica da fermentagéo alcodlica:

19 CsH1206 = 0,51 19 C,oHs50H + 2 CO»

E dado pela relagao:
Etanol produzido (g)
n= x 100 (expresso em %)
ART no meio (g)
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4.16 Anadlises estatisticas - Os testes estatisticos foram realizados
utilizando-se teste t-Student e ANOVA seguido do teste pos-hoc HSD Tukey
considerando um nivel de significancia de 5%. Quando o valor p ou p-valor foi
inferior a 0,05, o teste foi considerado estatisticamente significativo. O software
utilizado foi o Microsoft Excel© (DEVORE, 2014).
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Resultados e Discussdao
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5 Resultados e discussao

Os dados obtidos nos experimentos realizados ao longo desse trabalho sao

apresentados e discutidos a seguir.

5.1 Variagao na viabilidade de S. cerevisiae em fermentagao na presenga dos
acidos sulfurico e latico em diferentes concentragoes

Varios trabalhos apresentam resultados divergentes sobre os efeitos do acido
latico e do acido sulfurico sobre a levedura em fermentacgao alcodlica (OLIVEIRA,
2008; DORTA et al, 2006; BAYROCK; INGLEDEW, 2004; ESSIA-NGANG;
LETOURNEAU; VILLA, 1989). Assim, nesse ensaio foi verificada a viabilidade da
levedura apods fermentagdes de mosto de melago diluido com diferentes
concentragcbes de acido sulfurico e acido latico. Os resultados podem ser

comparados nas Figuras 10 e 11, a seguir:

Figura 10 — Efeito do tratamento da levedura com 0,6%; 1,2% e 1,8% (m/v) de acido
sulfarico (AS) sobre a viabilidade de S. cerevisiae PE-2 apos 6 horas de fermentagdo em
mosto de melago (22° Bx; 405 mg/L de acido latico) a 35° C, por 5 ciclos.
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Ciclos de fermentacdo

Viabilidade levedura (%)

A viabilidade inicial, ao redor de 97%, manteve- se ao longo dos cinco ciclos
de fermentagéo nas fermentagdes cujos inéculos foram tratados com 0,6% de acido
sulfurico, mesmo com a concentragdo de acido latico do mosto (405 mg/L),

proveniente do melago industrial. Uma queda um pouco mais acentuada na
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viabilidade foi verificada nas fermentacdes tratadas com a dose mais elevada do
acido sulfurico (1,8%). Nos ciclos fermentativos seguintes, adicionou-se 800 mg/L de

acido latico no mosto e os resultados encontram-se na Figura 11.

Figura 11 — Efeito do tratamento com acido sulfurico nas doses 0,6%, 1,2% e 1,8%
(m/v) sobre a viabilidade de S. cerevisiae PE-2 apés 6 horas de fermentacdo em mosto de
melacgo (22° Bx; 1.205 mg/L de acido latico) a 35° C, ao longo de 5 ciclos fermentativos.
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Nas fermentag¢des nas quais foram adicionados 800 mg/L de acido latico ao
mosto, promovendo concentracdo final de 1.205 mg/L, nota-se uma expressiva
queda na viabilidade ao longo dos ciclos fermentativos. Esse resultado mostra
coeréncia com os dados obtidos por Narendranath; Thomas; Ingledew, (2001) em
meios sintéticos, embora a queda na viabilidade da levedura aqui verificada tenha
ocorrido em concentragdes mais baixas de acido latico. Isso provavelmente se deve
a substancias téxicas presentes no melago industrial, conforme descrito e Liu et al.
(2008), as quais atuam de modo sinérgico sobre a inibicdo levedura em
fermentacao.

Portanto, os resultados reforcam que uso do acido sulfurico no processo de
fermentacado alcodlica ndo deve ser indiscriminado, mas baseado em um rigoroso

acompanhamento de parametros do processo (OLIVA-NETO et al., 2012).
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5.2 Avaliacao da atividade biocida do Huwa-San sobre microbiota de
fermentacao etandlica

A formulagao perdxido de hidrogénio-ureia mostrou eficacia no controle de
bactérias laticas isoladas de fermentacdo de mosto de milho (NARENDRANATH;
THOMAS; INGLDEW, 2000). Desse modo, o biocida Huwa-San, formulado com
peréxido de hidrogénio e prata coloidal, teve seu potencial avaliado na
descontaminacao de fermentacao etandlica nesse estudo.

5.2.1 Determinacao das concentragdes inibitérias minimas do Huwa-San sobre
levedura PE-2 e bactérias laticas

Devido a falta de informagdes especificas do Huwa-San para aplicacdo em
fermentacdo, as concentragdes inibitérias minimas (CIM) sobre bactérias laticas e
levedura foram previamente determinadas in vitro, a fim de se estabelecer doses
referenciais a serem aplicadas nos ensaios posteriores. Os resultados dos testes de
concentracao inibitéria minima para bactérias laticas s&o exibidos na Figura 12, e o

teste para S. cerevisiae PE-2 estéo ilustrados na Figura 13.

Figura 12 - Placas com diluigbes em série do produto Huwa-San em caldo Mueller
Hinton inoculado com L. fermentum (A) e bactéria latica isoladas de fermentacgéo alcodlica
industrial (B) contendo corante resazurina.
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Nos pocos em azul, ndo houve liberacdo de acido, indicando inibicdo das
bactérias. Nos pocos onde houve crescimento bacteriano, e liberagdo de &acido,
ocorreu a mudanga de cor para rosa. Assim, pode-se verificar inibicdo do
crescimento das bactérias a partir dos pogos nos quais foram aplicados 100 ppm do
Huwa-San (de coloragdo azul), sendo esta dosagem determinada como a
concentragdo minima para a inibicdo desses microrganismos.

A Figura 13 mostra a placa apds 24 horas com turvagdo nos pogos onde
houve crescimento da levedura e, portanto, ndo houve inibicao pelo Huwa-San. Para
facilitar a visualizagdo, os pogcos com crescimento da levedura foram marcados com
tinta vermelha e os pogos sem turvacdo, onde a levedura nao cresceu, foram

marcados em verde.

Figura 13 - Placas com diluicdbes em série do produto Huwa-San em caldo Mueller
Hinton, inoculado com levedura S. cerevisiae PE-2.

Nos pogos contendo até 100 ppm do Huwa-San (marcados em vermelho)
houve turvacdo do meio, indicando crescimento da levedura, enquanto que nos
pocos contendo de 200 a 800 ppm nao foi percebida turvagao, portanto, o
microrganismo foi inibido. Portanto, nesse ensaio, o biocida Huwa-San mostrou agao

fungicida sobre a levedura PE-2 na concentragdo minima de 200 ppm.
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Em complemento aos ensaios do item 5.2.1, foi verificada a concentragao
inibitéria minima do Huwa-San frente a bactéria L. fermentum, nas fermentagdes em

meio em meio MRS, com diversas concentracdes do produto (Tabela 4).

Tabela 4 - Producao de acido latico em caldo MRS inoculado com L. fermentum (3,5
x 10" bact./mL) com diferentes concentragcdes do biocida Huwa-San.apés 6 horas de
fermentacao a 37°C.

Tratamentos Prod. ac. latico Diminui¢do do
(mg/L)* acido latico (%)

Controle t, 192 -

Controle tg 774 + 3 0

HS 100 ppm 450+ 7 41,86

HS 200 ppm 405+ 9 47,67

HS 300 ppm 378 + 12 51,16

*Médias de duplicatas

Apos 6 horas de fermentacdo a producao de acido latico aumentou 31,74%
na fermentagdo sem qualquer tratamento (Controle). Comparando-se a producéao do
acido latico nos meios tratados com Huwa-San em relagdo ao controle, pode-se

concluir que o biocida teve efeito bactericida moderado sobre L. fermentum.

5.2.2 Efeito de tratamentos com Huwa-San sobre viabilidade de levedura PE-2
em fermentacgao

Com base nas concentragdes inibitérias minimas obtidas no ensaio anterior, o
biocida Huwa-San (200; 500; 1.000 ppm) foi aplicado nos indéculos submentidos a
fermentagdes a 33°C, considerada a temperatura ideal (ALDIGUIER et al., 2004),
bem como a 37°C, temperatura normalmente encontrada na industria (BASSO;
BASSO; ROCHA, 2011). Ao final das fermentacdes, foi verificada a viabilidade da

levedura, comparativamente ao tratamento com acido sulfurico (600 ppm).

Tabela 5: Viabilidade (%) de Saccharomyces cerevisiae PE-2 tratada com produto
Huwa-San e acido sulfurico apds 6 horas de fermentagéo em diferentes temperaturas.

Tratamento Dose Viabilidade (%)
(ppm) 33°C 37°C
Huwa-San 200 96,82 93,31
Huwa-San 500 95,28 91,21
Huwa-San 1.000 93,14 90,27
H,SO, 600 92,73 89,30

Controle 0 97,72 94,35
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O tratamento com produto Huwa-San, desde a concentragao inibitéria minima
(200 ppm) até a dose 5 vezes maior (1.000 ppm), teve pouca interferéncia na
viabilidade da levedura ao longo dos cinco ciclos fermentativos. Por outro lado, o
acido sulfurico, aplicado na dose minima (600 ppm), teve efeito um pouco mais
pronunciado na viabilidade que o Huwa-San, embora ainda acima da viabilidade
minima recomendada de 85% (LALUCE et al., 2009).

A partir desses dados, foram realizadas fermentagdes em ciclos, utilizando-se
as dosagens extremas do Huwa-San, comparativamente com a concentragao

maxima de acido sulfurico.

Figura 14 - Viabilidade de levedura PE-2 apds 6 horas de fermentagdes em mosto
de melaco 22° Brix a 35° C, ao longo de 5 ciclos fermentativos, tratadas com: Huwa-San
(HS) 200 e 1000 ppm; e acido sulfurico (AS) 1.800 ppm.
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Nas condigdes estabelecidas nesse experimento, a viabilidade da levedura
PE-2 foi pouco afetada pelos tratamentos com Huwa-San, tanto na concentragao
inibitéria minima (200 ppm) como na dose de 1.000 ppm. A resisténcia da levedura
ao estresse oxidativo se deve a inducéo de proteinas antioxidantes, como a catalase
e a superéxido desmutase (Ng et al., 2008). Por outro lado, nas fermentagdes
tratadas com 1.800 ppm de acido sulfurico, a viabilidade caiu abaixo de 85%,
considerado o minimo recomendavel (LALUCE et al., 2009), a partir do segundo
ciclo. As viabilidades médias da levedura ao longo dos cinco ciclos fermentativos
sdo mostradas na Figura 15.
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Figura 15 - Viabilidades médias de levedura PE-2 em 5 ciclos fermentativos de 6
horas em mosto de melago 22° Brix a 35° C, submetida aos tratamentos: Huwa-San (HS)
200 ppm; acido sulfurico (AS) 1.800 ppm, e controle (C) sem tratamento.
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Com base nos resultados obtidos nesse experimento, pode-se estimar o
efeito da recomposicao da viabilidade da levedura sobre o rendimento e processo
industrial, como segue: escalonando-se o volume da fermentagdo para 1.000m?
teriamos 100 mil L de levedo (massa umida - 10% - v/v), ou, aproximadamente
33.000 kg de massa seca (33% m/v). Sendo 20 pontos percentuais a diferenga de
viabilidade do levedo tratado com acido sulfurico e o nivel ideal (90%), a quantidade
de células mortas seria 6.600 kg (massa seca). Considerando-se que séao
necessarios 3 kg de ART para produzir 1 kg massa seca de levedura (MORAIS,
2013), durante trés ciclos de brotamento a taxa média aproximada de 10% (Figura
15), a quantidade de agucares para recompor as células de levedura ao nivel do
controle seria de quase 20 mil kg, a qual poderia ainda ser convertida em
aproximadamente 11.500 litros de etanol anidro, somente em um reator, ou mais de

57 mil litros ao longo de cinco ciclos fermentativos.

5.2.3 Efeito do produto Huwa-San sobre brotamento de levedura PE-2

Com dados colhidos nas mesmas fermentacées em ciclos exibidos na Figura
14, foi verificado o efeito dos respectivos tratamentos sobre o brotamento da

levedura PE-2, mostrados na Figura 16, a seguir:
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Figura 16 - Brotamento de Saccharomyces cerevisiae ao longo de 5 ciclos
sucessivos de fermentacao tratadas com 1000 ppm de Huwa-San (HS) e 1.800 ppm de
acido sulfurico (AS), e controle, sem tratamento (C).
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O brotamento da levedura tratada com Huwa-San, ficou, na média, em torno
de 5 pontos percentuais abaixo do controle, indicando inibi¢ao parcial do produto.
Mesmo assim, o brotamento nas fermentacbes tratadas com o biocida foi superior
em mais de 6 pontos percentuais ao verificado nos meios com 1.800 ppm de acido
sulfurico, onde o brotamento ndo foi suficiente para repor as células mortas. A
manutengdo da viabilidade nas fermentagbes com Huwa-San provavelmente foi
devida a reacdo do perdoxido de hidrogénio com a matéria organica do meio,

liberando O,, o qual favoreceu o metabolismo aerdbio da levedura.

5.2.4 Efeito do produto Huwa-San sobre cultivo de levedura PE-2

Diversos estados fisiologicos de levedura tém sido descritos durante periodos
de privacdo de nutrientes ou exposicdo a condicdes de estresses ambientais
(SALMA et al., 2013), os quais podem interferir no crescimento do microrganismo.
No intuito de verificar possiveis alteragdes no crescimento das células de leveduras
tratadas com o biocida Huwa-San (item 5.4.1.), foi realizado cultivo das células em

meio YPD, ao final do quinto ciclo de fermentacéo (Figura 17).
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Figura 17 - Crescimento de levedura PE-2 em meio YPD, apés 48 horas a 33° C.
Placa A inoculada com amostra de fermentacao tratada com 1.000 ppm de Huwa-San; a
placa B tratada com 1.800 ppm de acido sulfurico; e a placa C sem tratamento.

Pelos crescimentos apresentados pelas leveduras apds os diferentes
tratamentos (A= 6,4 x 10" cel./mL; B= 1,3 x 10 cel./mL; C= 4,2 x 10° cel./mL), observa-se
que a técnica de cultivo corrobora os resultados obtidos nos ensaios feitos por
microscopia, mostrando a maior inibicdo do acido sulfurico. Contudo, o crescimento
nas placas foi inferior ao registrado nas contagens feitas em camara de Neubauer
(A= contendo 4,2 x 10° cel./mL; B= 8,3 x 10" cel./mL; C= contendo 7,6 x 10® cel./mL).

Outro fator que pode ser observado nesses experimentos foi a coloracdo dos
meios ao longo dos tratamentos, que se apresentou mais clara nos meios tratados
com Huwa-San, em comparagao com os tratados com acido sulfurico, como pode se
observar pela Figura 18, a seguir.

Figura 18 - Coloragdo de vinhos de melago apds cinco ciclos de fermentagdo, cujos

indculos foram tratados com H,SO,4 600 ppm (C); Huwa-San 200 ppm (B) e controle (A).
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O efeito de clareamento do in6culo tratado com Huwa-San se deve a agao
branqueadora do perdxido de hidrogénio, utilizado em varios processos industriais
para esse fim (SANDERSON, 2000). Esse clareamento obtido nos meios pode ser
interessante nas destilarias que extraem o excedente de levedura para producéo de
ragao animal, pois o produto final mais claro tem maior valor agregado. Além disso,
a reacgao do peroxido com a matéria organica do meio pode anular o efeito inibidor

dessas substancias sobre outros biocidas, como verificado por Barth et al. (2014).

5.2.5 Efeito do tratamento dos inéculos mistos com Huwa-San sobre levedura
PE-2 e L. fermentum em fermentagao

Com base na concentragao inibitéria minima (CIM) do Huwa-San sobre as
bactérias laticas, foi feito teste preliminar com 200 ppm do produto em condi¢gdes de

fermentacdo contaminada, cujos resultados sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Pardmetros de fermentacdo de mosto de melago 22° Bx a 35°C,
inoculadas com S. cerevisiae e L. fermentum apés 6 h, com inéculos tratados com Huwa-
San 200 ppm e acido sulfarico 600 ppm.

Tratamento Dose pH Acido latico* Viabilidade Brotamento
(ppm) final (mg/L) levedura (%) levedura (%)
Huwa-San 200 4.5 1.148+ 6 90,54 7,76
H,SO, 1.200 3,8 1.008 + 4 89,32 5,96
Controle — 4,7 1.224 93,03 6,75

*Médias de duplicatas

Mesmo com os acidos organicos liberados no meio pelas bactérias, a
viabilidade e o brotamento da levedura foram preservados pelo tratamento com
Huwa-San, enquanto que nas fermentacdes tratadas com a menor dose do acido
sulfurico observou-se uma diminuigdo mais acentuada na viabilidade da levedura,
embora ainda acima do nivel minimo recomendado de 85% (LALUCE et al., 2009).

O produto Huwa-San causou pouco efeito sobre a atividade da bactéria
mesmo com o dobro da concentracio inibitéria minima, determinada pelo teste de
micro diluicdo, como pode ser verificado pelas produgdes de acido latico nas
fermentagdes, ao contrario do que foi reportado por Chang, Kim e Shin (1997) sobre
o efeito do perdxido de hidrogénio sobre L. fermentum. Efeito similar foi observado

na fermentacao tratada com acido sulfurico, onde a producao de acido latico ficou
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aproximadamente 12% abaixo, mas ainda em valores muito proximos ao controle,
evidenciando fraco efeito biocida.

Baseado nesses resultados, foi corrido mais um ciclo fermentativo (Tabela 7)
com 500 ppm do produto Huwa-San e 1.200 ppm &cido sulfurico no tratamento do

in6culo misto recuperado.

Tabela 7 - Parametros de fermentacdo de mosto de melago 22° Bx a 35°C,
inoculadas com S. cerevisiae e L. fermentum apos 6 h, com indculos mistos tradados com

Huwa-San (500 ppm) e acido sulfurico (1.200 ppm).

Tratam. pH Ac. latico Etanol Rendimento Viabilidade
(mg/L) (% mlv) (%) levedura (%)
Huwa San 4,3 1.012%8 7,45 90,45 98,72
H,SO, 3,2 1.765%5 7,37 89,47 64,56
Controle 49 1.737 5,82 82,80 98,16

*Médias de duplicatas

No segundo ciclo de fermentacdo a produgdo de acido latico aumentou
significativamente no controle, devido a atividade das bactérias. O aumento da dose
do Huwa-San evitou o aumento da producdo de acido latico e promoveu maior
rendimento em relagdo ao controle e ao tratamento com acido sulfurico. Contudo, a
concentracao de acido latico ndo diminuiu de modo significativo em relagédo ao ciclo
anterior, mostrando atividade apenas bacteriostatica do produto.

A viabilidade da levedura aumentou nas fermentagdes tratadas com Huwa-
San, ao contrario do verificado com o tratamento acido, que levou a queda de
rendimento. Mesmo com maior concentragdo de acido latico, a viabilidade no
Controle, também aumentou, comprovando os dados do experimento 5.1.

Foi realizado um terceiro ciclo fermentativo, aumentando-se a dose do Huwa-

San para 1.000 ppm e do acido sulfurico para 1.800 ppm (Tabela 8).

Tabela 8 - Parametros de fermentagcdo de mosto de melago 22° Bx a 35°C,
inoculadas com S. cerevisiae e L. fermentum apds 6 h, com indculos mistos tradados com
Huwa-San (1.000 ppm) e &cido sulfurico (1.800 ppm).

Tratamentos pH Acido latico Etanol Rendimento Viabilidade

(mg/L)* % (mlv) (%) levedura (%)
Huwa San 4,2 989 +11 6,27 76,12 97,30
H,SO, 3,2 1674+ 6 6,12 73,11 61,14
Controle 4,8 1503 6,05 73,45 97,12

*Médias de duplicatas
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Na dose de 1.000 ppm, o tratamento com Huwa-San manteve a produgao de
acido no mesmo nivel ao observado na dose 500 ppm, comprovando seu efeito
bacteriostatico. Contudo, o Huwa-San exibiu eficacia muito inferior a produto similar
peréxido de hidrogénio-ureia, testado por Narendranath; Thomas e Igledew (2000), o
qual conseguiu interromper completamente a produgao de acido latico em 48 horas
de fermentacdo. Uma observacao feita pelos autores € a perda de eficiéncia do
peréxido de hidrogénio em mostos de milho com alta concentragéo de sélidos, o que
de modo semelhante, pode ter ocorrido com o produto aqui avaliado, frente aos
componentes secundarios do melago. Por outro lado, nessa concentragao observou-
se inibigcdo da atividade da levedura, que, mesmo mantendo a alta viabilidade, teve o
metabolismo do etanol reprimido, com queda acentuada no rendimento fermentativo,
0 que também verificado com a alta dose do acido sulfurico.

Outra hipoétese para a baixa eficiéncia bactericida do Huwa-San pode estar na
eliminacao de O, por manganés, que atuou como substituto funcional da superoxido
dismutase em Lactobacillus plantarum cultivado em meios ricos nesse metal
(FRIDOVICH, 1998), como é o caso de melago.

Com base nos resultados obtidos, podemos inferir que a agao bactericida do
produto Huwa-San foi limitada pelas caracteristicas do substrato utilizado. Sendo
assim, sua aplicacédo seria mais indicada a clarificacao dos mostos de melago, uma
vez que sua acao oxidante promove a descoloragdo e aumenta a viabilidade da
levedura, bem como atuar como coadjuvante de outros tratamentos de fermentagao

em destilarias de etanol com aproveitamento de levedura para alimentagao animal.

5.3 Efeito do cloro oxigenado (COS) sobre levedura e bactéria latica em
fermentacao

O dioxido de cloro tem sido empregado em fermentagbes de etanol que
destinam excedente de levedura para racdo animal, onde os antibiéticos sofrem
restricdes (NARENDRANATH; BREY, 2009; OLIVA-NETO et al., 2013).

O cloro oxigenado reune caracteristicas de desinfec¢ao e oxidagao de efeito
sinérgico, uma vez que o poder de oxidagado do O, € quarenta vezes maior e mais
rapido que o acido hipocloroso - HOCI (MULTICLOR, 2011).
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Tendo como base as concentragdes do didéxido de cloro avaliado por
Meneghin et al. (2008), foram feitos tratamentos nos indculos mistos com o produto
comercial cloro oxigenado soluvel (COS) (MULTICLOR, 2011), em comparagao ao
acido sulfurico. Os resultados obtidos apds as fermentagbes durante cinco ciclos

fermentativos consecutivos sdo mostrados a seguir.

Figura 19 - Viabilidade da levedura PE-2 em fermenta¢des contaminadas, tratadas

com cloro oxigenado (COS 50 e 100 ppm) e acido sulfurico (1.200 ppm) ao longo de 5
ciclos.
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A concentragao 100 ppm de cloro oxigenado soluvel teve efeito drastico sobre
a viabilidade da levedura (Figura 20), que atingiu niveis criticos, ao redor de 50%, ja

no segundo ciclo fermentativo, interrompendo a fermentagéo.

Figura 20 - Leveduras PE-2 (400 x) apds fermentacdo contaminada com bactéria
latica, com indculo tratado com 100 ppm de cloro oxigenado. As células claras s&o viaveis e
as coradas em azul estdo mortas.




74

Os resultados obtidos no presente ensaio mostram coeréncia com os obtidos
no trabalho de Meneghin et al. (2008), no qual o diéxido de cloro, na concentragao
de 100 ppm, inibiu totalmente a viabilidade de linhagens industriais de S. cerevisiae.

Além da alta taxa de mortalidade das leveduras na fermentacéo tratada com
100 ppm do cloro oxigenado, durante as analises microscépicas foram observadas
alteragdes na morfologia das células ainda vivas, as quais apresentavam o material
intracelular mais granulado do que o normal. Efeitos similares foram verificados por
Zhu; Chen e Yu (2013), que registraram detalhadamente os sérios danos causados
nas organelas citoplasmaticas de S. cerevisiae, ao avaliar os efeitos fungicidas do
didéxido de cloro sobre a levedura.

O efeito dos tratamentos com o cloro oxigenado sobre a microbiota bacteriana
pode ser analisado pela formagdo de acido latico ao longo dos cinco ciclos

fermentativos (Figura 21).

Figura 21 - Producéo de acido latico relativo a atividade bacteriana em fermentacdes
tratadas com cloro oxigenado (COS) nas concentragdes 50 e 100 ppm, e acido sulfurico
(1.200 ppm) ao longo de 5 ciclos.
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Na fermentacéo tratada com 50 ppm do cloro oxigenado soluvel houve uma
producao de acido latico similar a tradada com acido sulfurico até o segundo ciclo,
mas, a partir do ciclo seguinte, ficou préxima ao controle, o que indica pouca inibigao
das bactérias. A fermentagédo tratada com 100 ppm do COS foi interrompida no

segundo ciclo devido morte das leveduras (Figura 19).
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Desse modo, foram feitos tratamentos combinando-se o cloro oxigenado e o
acido sulfurico, a fim de se verificar o efeito sinérgico entre os produtos. Os

resultados de varios parametros das fermentagdes sdo exibidos na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros do 1° ciclo de fermentagdes de mosto de melago 22° Bx,
tratadas com diferentes antimicrobianos e acido sulfurico 1.800 ppm.

Tratamentos Viabilidade Brotamento Células/mL Ac. latico Etanol

(%) (%) (x 10°) (mglL) (g/L)
T1 91,64 13,78 1,52 648 6,74
T2 91,11 13,25 1,28 819 5,54
H2S0, 87,52 27,95 1,14 918 6,53
Controle 90,38 17,24 1,21 2565 5,60

T1: Inéculo: 300 ppm H,SO4 + 50 ppm COS no mosto:
T2: Inéculo: 70 ppm COS e mosto: 200 ppm HS

A combinagdo de tratamentos T1 mostrou-se superior ao T2 e ao acido
sulfurico, tanto quanto a inibicado da producao de acido latico, quanto a producéo de
etanol. A viabilidade, brotamento e populacdo de leveduras ficaram nos mesmos
niveis do tratamento T1 e superiores ao tratamento com acido sulfurico. Assim, foi

dada sequéncia a mais um ciclo fermentativo (Tabela 10).

Tabela 10 - Parametros do 2° ciclo de fermentagdes de mosto de melago industrial,
tratadas com diferentes antimicrobianos e acido sulfarico (1.800 ppm).

Tratamentos Viabilidade Brotamento Células/mL Ac. latico Etanol
(%) (%) (x 10°) (mg/L) (g/L)
T1 87,89 11,52 1,75 414 6,79
T2 88,30 15,98 1,80 477 6,04
H,SO, 85,29 13,51 1,41 450 6,55
Controle 88,13 14,18 1,58 2520 5,25

T1: 50 ppm de COS + 1000 ppm de H,SO4 no inéculo e 200 ppm de HS no mosto
T2: 70 ppm COS no indculo e 200 ppm de HS no mosto

Os tratamentos com as combinagdes T1, T2 e com acido sulfurico, ficaram
praticamente no mesmo nivel de producéo de acido latico, e cerca de 80% abaixo do
controle, mostrando eficacia na inibicdo bacteriana, sem comprometer a viabilidade
da levedura. Contudo, nas analises ao microscopio foram novamente observadas
alteragdes na morfologia das leveduras tratadas com as combinagdes do COS. As
células apresentavam-se menores, com citoplasma mais granulado e a parede mais

fina, conforme relatado por Zhu; Chen; Yu (2013).
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Além disso, a estocagem e o manuseio do cloro oxigenado, ao longo dos
experimentos, provocou corrosdo em objetos e pecgas metdlicas de uso no
laboratério. No ambiente industrial isso se tornaria um problema complexo, uma vez
que poderia causar a corrosao generalizada das estruturas, tanques e tubulagdes de
uma destilaria. Esse fator, aliado aos efeitos sobre a viabilidade da levedura,
levaram a decisdo de interromper os testes com esse produto, uma vez que 0O

mesmo n&o traria beneficios ao tratamento com acido sulftrico.

5.4 Efeito de tratamentos com triclorocarbanilida em associagao com cloreto
de benzalconio sobre S. cerevisiae e L. fermentum em fermentacao

O biocida 3,4,4° triclorocarbanilida, largamente utilizado em produtos de
higiene pessoal (SCHEBB et al.,, 2011) foi testado em diferentes formulagdes e
concentragcbes contra bactérias contaminantes de fermentacdo alcodlica (OLIVA-
NETO; YOKOYA, 1998). No presente trabalho foi reavaliado efeito da formulagao
contendo triclorocarbanilida (TCC) associada ao cloreto de benzalcénio (CBA) (1:1)
em condi¢cdes de fermentacdo industrial simuladas, a partir do trabalho de Oliva-
Neto et al. (2014), no qual a formulagao teve eficacia sobre L. fermentum a 1,5 ppm.

A primeira batelada de fermentacao foi realizada sem adigdo de qualquer
biocida para ambientacdo dos microrganismos ao meio, e deixar a contaminagao na

fermentacdo em nivel passivel de tratamento (Tabela 11).

Tabela 11 - Parametros de fermentacao de mosto de melago 22° Bx inoculado com
S. cerevisiae e L. fermentum sem tratamento, nos tempos zero e apés 6 horas a 35°C.

Fermentacdao pH S. cerevisiae L. fermentum Acido latico
(x 102 UFC/mL)  (x 10° UFC/mL) (mg/L)
To 4,7 1,86 0,58 421
Te 45 3,67 4,30 784

No ciclo fermentativo subsequente foram feitos tratamentos nos indculos
mistos com a formulagéo biocida na concentragao inibitéria minima 1,5 ppm (OLIVA-
NETO et al. (2014) e 8 ppm, sem acido sulfurico, uma vez que no trabalho citado a
formulacdo TCC + CBA 2% foi aplicada em meios com pH 4 e pH 6 (Tabela 12).
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Tabela 12 - Parametros do 1° ciclo de fermentagdes com indculos mistos (S.
cerevisiae e L. fermentum) tratados com biocida TCC + CBA 2% apds 6 horas.

Fermentacoes TCC+CBA pH Acido latico Viab. Leved.
(ppm) (mg/L)* (%)
1 1,5 4,6 2144 + 17 88,65
2 8 4,6 1830 £ 20 89,76
Controle 0 45 2317 90,34

* Médias de duplicatas

A viabilidade da levedura nao foi afetada significativamente, contudo, também

nao se observou efeito bactericida da formulacdo TCC + CBA no presente ensaio,

uma vez a producao de acido latico nas fermentagdes tratadas ficaram proximas as

registradas no controle, evidenciado atividade bacteriana.

Devido a baixa eficiéncia bactericida da formulagdgo TCC + CBA nas

condi¢cbes estabelecidas nesse experimento, foram realizadas novas fermentagdes

com in6culos mistos tratados com doses mais elevadas do biocida, sem acido

sulfurico e com 600 ppm de acido sulfurico no inoculo (pH 2,5 + 0,2). Os resultados

dos tratamentos encontram-se na Tabela 13, a seguir.

Tabela 13 - Parametros de fermentacdes tratadas com concentragdes crescentes do
biocida TCC+CBA 2% em auséncia e presenca de acido sulfurico (600 ppm) apds 6 horas.

Fermentacoes TCC+CBA H,SO, pH Ac. latico Viab. Leved.
(Ppm) (Ppm) (mg/L) (%)
1A 16 0 47 834 -
1B 16 600 4,3 957 90,65
2A 30 0 4.8 702 -
2B 30 600 4.4 728 90,24
3A 50 0 4,5 520 -
3B 50 600 4.4 586 88,12
4A 80 0 4.6 218 -
4B 80 600 4,5 131 89,52
5 0 1.200 4,0 480 85,46
Controle 0 0 41 962 88,29

De modo geral, a produgédo de acido latico nessas fermentagdes néo foi tdo

elevada como no experimento anterior e a fermentagcao tratada com 80 ppm da

formulacado biocida TCC + CBA 2% associada com 600 ppm de acido sulfurico

apresentou a maior inibicado sobre a atividade das bactérias. Foram entao realizadas
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fermentagdes em ciclos tratadas com TCC + CBA, tendo a dose 80 ppm como

referéncia (Figura 22).

Figura 22 - Acido latico produzido ao longo de cinco ciclos de fermentagdes, com
inéculos tratados com concentragbes 50; 80; 100 ppm do biocida triclorocarbanilida
associada com cloreto de benzalcénio (TCC + CBA) e 1,2% acido sulfarico (AS).
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A producéao de acido latico aumentou significativamente ao longo dos ciclos,
especialmente nas fermentagdes tratadas com 50 ppm do TCC + CBA, seguida das
tratadas com 80 ppm do biocida e 1,2% de acido sulfurico. Na fermentacao tratada
com 100 ppm do TCC + CBA houve menor produgao do acido latico em relacédo as
demais, porém, a partir do segundo ciclo, atingiu o nivel considerado elevado de
perda e inibicdo da levedura (VENTURA, 2007; NARENDRANATH; THOMAS;
INGLEDEW, 2001). Pela analise estatistica (p valor < 0,05) existe diferenca esntre
os tratamentos.

A seguir sao apresentados os testes estatisticos referentes aos tratamentos

mostrados na Figura 22.

ANOVA
Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos  283641,9 3 94547,31167 372,6810212 2,38005E-05 6,591382
Dentro dos
grupos 1014,78 4 253,695
Total 284656,7 7

Segundo o teste Anova (p valor<0,05), existem diferencgas entre os tratamos.
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Teste de Tukey

Comparacao Xa - Xb nA nB  EP(Tukey) q cal q0,05;3;5 Conclusao
A b
50 100 526 2 2 11,263 46,703 5,760 difere
50 80 282,7 2 2 11,263 25,100 5,760 difere
50 1,2 204 2 2 11,263 18,112 5,760 difere
80 100 322 2 2 11,263 28,589 5,760 difere
80 1,2 78,7 2 2 11,263 6,987 5,760 difere
100 1,2 243,3 2 2 11,263 21,602 5,760 difere

De acordo com os resultados obtidos com o teste de Tukey as medias,
tomadas duas a duas, diferem significativamente entre si.

Umas das razbes para a baixa eficacia da formulagdo TCC + CBA nas
condi¢cbes aqui ensaiadas deve-se, muito provavelmente, a inativagcdo de compostos
quaternarios de aménia, como o CBA, em pH acido ou em presenca de ions Ca"
(ROBERGE, 1999), como ¢é o caso dos meios de fermentacéo.

Segundo Oliva-Neto e Yokoya (1998) o uso do TCC nado é permitido em
alimentos, o que o tornaria inadequado para tratamento de fermentacdes que secam
levedura para ragdo animal. Além disso, o uso em larga escala do TCC como
antibacteriano em higiene pessoal tem se mostrado controverso em relagao aos
riscos biolégicos e ambientais, frente aos beneficios de seu uso (HALDEN; PAULL,
2005; SCHEBB et al., 2011).

5.5 Efeito do digluconato de clorexidina sobre S. cerevisiae e bactérias laticas
em fermentagao

Embora se faga uso de derivados de clorexidina na industria do etanol, n&o foi
encontrada informagao na literatura cientifica abordando essa aplicacao.

Assim, foram feitos tratamentos em fermentagdes contaminadas com o
produto comercial Neobiodine 20% (diglucontato de clorexidina), a partir de
referéncia de aplicagdo na area odontolégica (CLEGHORN; BOWDEN, 1989)
(Tabela 14).
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Tabela 14 - Efeito do Neobiodine sobre a producéo de acido latico e viabilidade da
levedura em fermentacdes de mosto 22° Bx inoculadas com S. cerevisiae e L. fermentum.

Ciclos Neobiodine Viabilidade Acido latico
fermentagcdo (ppm ativo) levedura (%) prod. (mg/L)*
2 10 91,97 1360 + 18
3 20 92,06 1310 £ 12
4 30 91,85 1280 £ 16
5 50 91,23 1220 £ 14
Controle 0 92,31 1370 + 15

*Média de duplicatas

Tanto a viabilidade da levedura, quanto na producdo de acido latico pelas
bactérias, ndo sofreram alteracdo nas fermentacbes tratadas com as diferentes
doses do Neobiodine em relagéo ao controle. A baixa eficacia do biocida pode estar
no carater catidbnico do produto, que pode ter reagido com substancias aniénicas
presentes no meio. Além disso, Cleghorn e Bowden (1989) testando enxaguantes
sobre lactobacilos da microbiota bucal verificaram que L. fermentum foi sensivel a
clorexidina entre 2 a 20 pyg/mL em pH 6,7, contudo, o produto teve perda de 50% na
atividade em pH 5. Assim, pode-se inferir que em pH’s mais acidos encontrados na
fermentacao etandlica, o produto teria uma maior perda de atividade.

Foi feito outro tratamento dos in6culos mistos com o Neobiodine a 50 ppm,
em combinagdo com 40 ppm de cloreto de benzalcénio, aplicado no mosto. A

producao de acido latico nas fermentagdes tratadas encontra-se na Figura 23.

Figura 23 - Produgédo de acido latico em 5 ciclos de fermentagdo com S. cerevisiae e
L. fermentum tratadas com 50 ppm de digluconato de clorexidina (GC) no inéculo e 40 ppm
de cloreto de benzalcénio no mosto, comparado com 600 ppm de acido sulfarico (AS).
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O tratamento com digluconato de clorexidina (GC) aplicado no in6culo, em
associagao com cloreto de benzalconio (CBA) aplicado no mosto, uma vez que esse
composto € inativado em baixo pH (ROBERGE, 1999), ndo conteve a produgado de
acido latico ao longo dos ciclos, mantendo-se apenas em niveis inferiores a
fermentacao tratada com 600 ppm de acido sulfurico. Novamente o CBA se mostrou
inbcuo em condi¢gdes que simulam o processo industrial, ao contrario do que foi

constatado por Andrietta et al. (1995) em meios sintéticos.

5.6 Efeito da maitenina e extrato de lupulo sobre microbiota de fermentagao
etandlica

Produtos naturais tém sido empregados no controle bacteriano em
fermentagdes nas quais ha restricbes aos antibiéticos convencionais, devido ao
aproveitamento da levedura para racéo animal. Acidos de lupulo s&o os bactericidas
naturais mais comumente utilizados para esse fim, mas apresentaram baixa eficacia
no controle das bactérias contaminantes (LEITE et al., 2013).

A maitenina € um composto natural que age sobre organismos Gram-
positivos, Gram-negativos e fungos (GULLO et al., 2012). Desse modo, essa
substancia foi aplicada preliminarmente em dose 50 mg/L, inferior a mais alta
concentracéo inibitoria encontrada no trabalho de referéncia (60mg/L), com objetivo
de se verificar a acdo da substancia sobre a levedura e a bactéria contaminante em
fermentacao etandlica, comparativamente a derivado de lupulo.

O primeiro ciclo fermentativo foi realizado sem qualquer tratamento para a
ambientagcdo dos microrganismos ao substrato e adequar as condi¢gdes de

fermentagdo a um tipico processo industrial contaminado (Tabela 15).

Tabela 15 - Parametros de fermentacao de mosto de melago 22° Bx, inoculado com
S. cerevisiae e L. fermentum, apds 6 horas a 35° C.

Tempo de Viabilidade Brotamento S. cerevisiae L. fermentum Ac. latico

ferment. (h) (%) (%) (cel./mL) (UFC/mL) (mg/L)
0 90,34 6,42 3,8 x10° 8,5x 10° 666
6 92,65 9,03 5,2 x108 3,6 x 107 1476

Ao final da fermentacao a populagao de bactérias aumentou uma poténcia e a

producao de acido latico mais que dobrou.
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No segundo ciclo, apos os respectivos tratamentos, foram obtidos os
seguintes dados, descritos na Tabela 16.

Tabela 16 - Parametros de fermentacdo de mosto de melago 22° Bx, inoculados com
S. cerevisiae e de L. fermentum, apés 6 horas de fermentacdo a 35° C, com inéculos

tratados com antibacterianos naturais maitenina e extrato de lupulo; e acido sulfurico.

Tratamento Dose Viabilidade Brotamento Bactérias Acido latico
(PPm)  levedura (%) levedura (%) (10°UFC/mL)* (mglL)
Maitenina 50 91,37 12,60 6,2+6 1404
Extrato lupulo 30 92,86 16,15 4318 1296
H,SO, 600 86,21 10,23 2810 1431
Controle - 88,03 9,46 68,0 £ 14 1945

*Médias de duplicatas

Os tratamentos surtiram efeito bacteriostatico, como mostra a contagem de
bactérias, que permaneceu na mesma poténcia do controle, como também pela
producao de acido latico, que ndo caiu abaixo de 400 ppm, como seria esperado
para um tratamento convencional (VENTURA, 2007). O resultado obtido pelo biocida
a base de extrato de lupulo ficou préximo ao observado por Riickle e Senn (2006).

A viabilidade da levedura nao foi afetada pela maitenina na dose aplicada e,
assim, realizou-se novos ciclos fermentativos, aplicando o produto na mesma dose

do derivado de lupulo (30 ppm), para melhor comparagéao (Figura 24).

Figura 24 - Concentragdo de acido latico apds 6 horas de fermentagcdo de mosto de
melago 22° Bx a 35° C, inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum, tratados com 30 ppm
de maitenina (MT); 30 ppm de extrato de lupulo (BB) e 600 ppm de acido sulfurico.
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Todos os tratamentos diminuiram a produgéo do acido latico no ciclo seguinte
a aplicagdo e mantiveram menor producdo em relagdo ao controle nos ciclos
seguintes. A maitenina teve a melhor eficacia entre os biocidas, seguida do extrato
de ldpulo e, finalmente, o acido sulfurico. Contudo, os tratamentos ndo foram
suficientes para evitar a retomada da atividade bacteriana, como se constata pelo
aumento da produgéao de acido latico nos tratamentos com acido sulfurico e o extrato
de lupulo a partir do terceiro ciclo fermentativo, bem como nos tratamentos com a
maitenina, a partir do terceiro ciclo.

Os resultados desse experimento, obtidos pela dosagem de acido latico,
indicam que os produtos naturais aqui avaliados tém efeito apenas bacteriostatico, e
mostram correlagcdo com os dados obtidos por Leite et al. (2013), nos quais o
mesmo extrato de lupulo ndo conseguiu baixar a populagdo bacteriana do nivel 108
CFU /mL, enquanto que a monensina diminui contaminacdo em quatro poténcias.

Abaixo é mostrado o teste t para as médias dos tratamentos acima.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias
equivalentes

Varidgvel Varidvel

1 2
Média 644 922,5
Variancia 128 112,5
Observacdes 2 2
Variancia agrupada 120,25
Hipdtese da diferenca de média 0
Gl 2
Stat t -25,397
P(T<=t) uni-caudal 0,000773
t critico uni-caudal 2,919986
P(T<=t) bi-caudal 0,001547
t critico bi-caudal 4,302653

Pela analise estatistica (P<0,05) pode-se constatar que houve diferenga entre
os tratamentos no que se refere a produgao de acido latico.

Como consequéncia do aumento da carga bacteriana, ocorreu a diminuigao
da produgao de etanol a partir do segundo ciclo, como pode ser observado na Figura

25, a sequir.
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Figura 25 - Etanol produzido nos ciclos sucessivos de fermentagdes inoculadas com
Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus fermentum, apds tratamentos com acido
sulfarico, maitenina (MT) e extrato de lupulo (BB).
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Embora a produgdo de etanol tenha registrado um pequeno aumento apds os
tratamentos, os produtos naturais ndo contiveram a atividade das bactérias, o que
refletiu na queda do teor alcodlico a partir do segundo ciclo. De qualquer modo, a
maitenina, na média proporcionou um teor de alcool quase 3% superior ao

registrado com o extrato de lupulo.

As viabilidades das leveduras tratada com os antibacterianos naturais e o
acido sulfurico sao mostradas na Figura 26.

Figura 26 - Viabilidade de S. cerevisiae apés fermentagdes tratadas com 30 ppm de
maitenina (MT); 30 ppm de extrato de Iupulo (BB); 600 ppm de acido sulfurico; e controle.
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Ao longo dos ciclos, a maitenina nao afetou a viabilidade de levedura S.
cerevisiae PE-2 nas condigdes de fermentagdo, ficando em niveis proximos ao
extrato de lupulo e superiores aos registrados no tratamento com acido sulfurico e o
controle. Embora o trabalho de Gullo et al. (2012) tenha registrado atividade
antifungica da maitenina a partir de 0,12 mg/L, a alta concentragdo de células nas
fermentagdes corridas no presente experimento, bem como a robustez da levedura
PE-2 foi determinante para a manutencao viabilidade.

Os resultados promissores com a maitenina ndo puderam ser aprofundados

devido a escassez de amostra do produto.

5.7 Efeito de antibidticos ionoforos sobre bactérias laticas e levedura PE-2 em
fermentacao etandlica

A salinomicina é um poliéter ionéforo, sendo, portanto, uma alternativa para
tratamento de fermentagdes contaminadas com bactérias pouco sensiveis a
monensina, principalmente quando ndo existe restricdo a antibidticos. Assim, o efeito
desse antibacteriano, em comparagdo com o outro ionéforo sobre a microbiota de

fermentacao alcodlica foi aqui avaliado.

5.7.1 Efeito de salinomicina e monensina sobre L. fermentum e levedura PE-2
em fermentagao etandlica

O primeiro ciclo fermentativo foi realizado sem tratamento para a ambientacao

dos microrganismos as condi¢cdes de fermentacao (Tabela 17).

Tabela 17 - Parametros de fermentacdo de mosto de melago 22° Bx, inoculado com
S. cerevisiae e L. fermentum, apés 6 horas a 35° C.

Tempo de Viabilidade Brotamento S. cerevisiae L. fermentum Ac. latico

ferment. (h) (%) (%) (cel./mL) (UFC/mL) (mg/L)
0 90,87 8,23 4.2 x10° 6,7 x 10° 586
6 91,52 9,48 5,6 x108 41x107 783

Ao final das 6 horas de fermentacdo pode-se verificar a atividade das

bactérias e da levedura. Os indculos foram entdo tratados os antibacterianos e
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verificados os parametros da fermentagdo ao longo de dez ciclos fermentativos. A

contagem de bactérias antes e apos os tratamentos encontra-se na Tabela 18.

Tabela 18 — Populagéo de bactérias em fermentagées de mosto de melago 22° Bx,
inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum, antes e apos tratamento com antibiéticos
ionéforos salinomicina e monensina.

Antibacteriano pH L. fermentum (UFC/mL)

aplicado final Antes Apoés
Salinomicina 4.6 5,8 x 10’ 1,3x 10°
Monensina 4.7 6,3x 10’ 4,5x 10°

A diminuicdo de uma poténcia na populagdo de L. fermentum apos o
tratamento com a salinomicina, e de duas poténcias apos o tratamento com a
monensina ficou em niveis inferiores aos verificados por Leite et al. (3013) ao
tratarem fermentacdo contaminada com bactérias crescidas em caldo de cana
exposto ao ambiente com 3 ppm de Kamoran (monensina sodica), na qual a
populacdo de bactérias diminuiu de 10° para 10* UFC/mL, provavelmente devido a
maior sensibilidade da microbiota presente naquela experimento, bem como pelas
condicbes de ensaio. Contudo, os dados aqui obtidos mostram coeréncia com a

producgao de acido latico, como consta na Figura 27:

Figura 27 - Produgao de acido latico ao longo de 10 ciclos fermentativos com mosto
de melago 22° Bx inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum. Os inéculos foram tratados
no segundo e nono ciclos, respectivamente com 3 e 5 ppm de monensina (MN) e 6 e 10
ppm salinomicina (SL).
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Ambos antibidticos mostraram eficacia frente a L. fermentum nas doses
utilizadas, diminuindo a concentragdo de &acido latico nos ciclos seguintes a
dosagem, porém, com intensidade menor que a registrada por Ventura (2007) ao
aplicar esses produtos em industria. Isso provavelmente se deve ao fato da
microbiota presente na fermentacdo industrial, naquele momento, ser mais
susceptivel aos antibidticos, 0 mesmo ocorrendo com o experimento conduzido por
Leite et al. (3013) que trataram bactérias vindas do ambiente.

Segue a analise estatistica da produgao de acido latico nos tratamentos.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias
equivalentes

Varidgvel Varidvel

1 2
Média 465,1 303,45
Variancia 5,78 45,125
Observacées 2 2
Variancia agrupada 25,4525
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 2
Stat t 32,04133
P(T<=t) uni-caudal 0,000486
t critico uni-caudal 2,919986
P(T<=t) bi-caudal 0,000973
t critico bi-caudal 4,302653

Pelo Teste-t (P < 0,05) houve diferenga entre os tratamentos quanto a inibigao
do acido latico. A monensina teve um efeito bactericida mais pronunciado,
diminuindo a concentracao de acido latico em 68,65%, frente a diminuicdo de
51,72% obtida pela salinomicina. O efeito bacteriostatico dos antibiéticos pode ser
verificado nos cinco ciclos seguintes, nos quais a producédo de acido latico foi
mantida abaixo de 200 ppm nas fermentacdes tratadas com a monensina, 45%
inferior as tratadas com salinomicina, com niveis de acido latico inferiores a 400
ppm. A fase lag de atividade bacteriana pode ser observada no ciclo 9, quando
efetuou-se uma segunda aplicacdo dos biocidas. Mesmo com doses mais altas, a
inclinagéo da curva de morte ndo foi a mesma observada na primeira dosagem, o
que leva a inferir que as bactérias remanescentes do tratamento eram menos

sensiveis aos produtos, de acordo com Bischoff et al. (2009).
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Figura 28 - Producédo de etanol ao longo de 10 ciclos fermentativos com mosto de
melago 22° Bx inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum. Os indculos foram tratados no
segundo e nono ciclos, respectivamente com 3 e 5 ppm de monensina (MN) e 6 e 10 ppm
salinomicina (SL).
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Pode-se verificar que a producdo de etanol se recupera de modo
inversamente proporcional ao declinio da populacdo de bactérias, como também
observaram Thomas; Hynes e Ingledew (2001), ficando na média 6,58° GL nas
fermentagdes tratadas com salinomicina, e 6,96° GL nas fermentagdes tratadas com

monensina.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias
equivalentes

Varidgvel Varidvel

1 2
Média 6,596 7,006
Variancia 5E-05 0,0002
Observacées 2 2
Variancia agrupada 0,000125
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 2
Stat t -36,6715
P(T<=t) uni-caudal 0,000371
t critico uni-caudal 2,919986
P(T<=t) bi-caudal 0,000743
t critico bi-caudal 4,302653

Pelos testes estatisticos (P < 0,05), houve diferenga entre os tratamentos

quanto a producao de etanol com os respectivos tratamentos.
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Figura 29 - Viabilidade de S. cerevisiae ao longo de 10 ciclos fermentativos com
mosto de melago 22° Bx inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum. Os inéculos foram
tratados no segundo e nono ciclos, respectivamente com 3 e 5 ppm de monensina (MN) e 6
e 10 ppm salinomicina (SL).
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A viabilidade média da levedura PE-2 nos meios tratados com salinomicina foi
de 91,74 £ 0,88% e nas fermentacdes tratadas com monensina a média foi de 92,10
t 0,91% ao longo dos dez ciclos fermentativos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Nobre; Horii e Alcarde (2007), que observaram queda na viabilidade

celular de S. cerevisiae somente em meio acidificados por L. fermentum.

Figura 30 - Producéo de biomassa de levedura ao longo de 10 ciclos fermentativos
com mosto de melago 22° Bx inoculado com S. cerevisiae e L. fermentum. Os indculos
foram tratados no segundo e nono ciclos, respectivamente com 3 e 5 ppm de monensina
(MN) e 6 e 10 ppm salinomicina (SL).
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A producédo de biomassa ao longo dos ciclos fermentativos mostra que a partir
do quinto ciclo ha a possibilidade de extragdo do excedente de levedura para
alimentacao animal, sem prejuizos a fermentagéo, pois a densidade celular ficou
dentro do parametro ideal (AMORIM et al, 2011). Contudo, o residual de antibiético

no creme de levedura deve atender aos requisitos sanitarios (VENTURA, 2009).

5.7.2 Efeito da salinomicina e monensina sobre Lactobacillus ssp. e
levedura PE-2 em fermentagao etandlica

Os experimentos com ambos os antibacterianos foram repetidos, inoculando-

se agora, a bactéria latica isolada de fermentacéao industrial, como segue.

Tabela 19 - Parametros de fermentagcdo de mosto de melago 22° Bx, inoculado com
S. cerevisiae e L. ssp., ap6s 6 horas a 35° C.

Tempo de Viabilidade Brotamento S. cerevisiae L. ssp. Ac. latico
ferment. (h) (%) (%) (cel./mL) (UFC/mL) (mg/L)
0 92,16 9,07 4,7 x10° 5,8 x 10° 495
6 92,51 9,85 6,1 x10® 3,6 x 10’ 684

Ao final das 6 horas de fermentacdo pode-se verificar a atividade das
bactérias e da levedura. Foram entao feitos os tratamentos com os produtos em
teste e analisadas a producédo de acido latico, etanol, biomassa e viabilidade da
levedura ao longo de dez ciclos fermentativos. A Tabela 20 mostra a populagédo de

bactérias antes e depois do tratamento e a Figura 31 a produgao de acido latico.

Tabela 20 - pH e populagdo de bactérias em fermentagdes de mosto de melago 22°
Bx, inoculado com S. cerevisiae e bactéria latica isolada de fermentacdo industrial (BAL),
antes e apos tratamento com antibidticos ionéforos.

Antibacteriano pH BAL (UFC/mL)
aplicado final Antes Apos
Salinomicina 4.6 53x10" 8,0x10°

Monensina 4,3 48x10"  1,3x10’

O Lactobacillus ssp., exibiu baixa sensibilidade a monensina, confirmando
ocorréncia na destilaria na qual a espécie foi isolada (dado nao publicado). Isso é
verificado pela inexpressiva diminuicdo da populacdo de bactérias apdés o
tratamento, bem como pela produgao de acido latico (Figura 31).
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Figura 31 - Producao de acido latico ao longo de 10 ciclos fermentativos com mosto
de melago 22° Bx inoculado com S. cerevisiae e Lactobacillus ssp., tratadas com 3 ppm de
monensina (MN) e 6 ppm de salinomicina (SL) no segundo ciclo, € 5 ppm de monensina no
sétimo ciclo e 10 ppm de salinomicina no nono ciclo.
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Nota-se também a retomada de atividade metabdlica dos individuos
remanescentes, que atingiu a fase log no segundo ciclo subsequente ao tratamento
com a monensina. Por outro lado, a salinomicina mostrou-se mais eficaz frente a
essa espécie, como pode se observar pela queda acentuada na produgao de acido
latico e populacdo de bactérias, apos o tratamento, e o efeito bacteriostatico ao
longo dos quatro ciclos subsequentes.

Segue a analise estatistica da producao de acido latico nos tratamentos.

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Variavel 1  Varidvel 2

Média 333,95 643,35
Variancia 5,445 18,605
Observacgodes 2 2
Variancia agrupada 12,025
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 2
Statt -89,223194
P(T<=t) uni-caudal 6,2796E-05
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,00012559

t critico bi-caudal 4,30265273
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Pela teste-t (P<0,05) pode-se constatar que houve diferengca entre os

tratamentos no que se refere a produgao de acido latico.

Figura 32 - Producao de etanol em fermentagbes de mosto de melago inoculadas
com S. cerevisiae e L. ssp., tratadas com monensina e salinomicina ao longo de 10 ciclos
fermentativos.
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A producgéo de etanol nas fermentagdes tratadas com salinomicina ficou, na
média dos dez ciclos, 6, 86 + 0,29%, enquanto que os tratamentos com monensina
resultaram em 6,17 + 0,20%.

A seguir a analise estatistica das médias de etanol nos tratamentos.

Teste-t: duas amostras presumindo varidncias equivalentes

Varidgvel 1  Variavel 2

Média 6,862 6,167444
Variancia 0,006962 0,0018537
Observacoes 2 2
Variancia agrupada 0,004408
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 2
Statt 10,46151
P(T<=t) uni-caudal 0,004507
t critico uni-caudal 2,919986
P(T<=t) bi-caudal 0,009014

t critico bi-caudal 4,302653




93

Pela analise estatistica (P<0,05) pode-se constatar que houve diferenga entre

os tratamentos no que se refere a producao de etanol.

Figura 33 - Viabilidade de S. cerevisiae em fermentacdes tratadas com salinomicina
€ monensina ao longo de 10 ciclos fermentativos.
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A viabilidade média da levedura PE-2 nos meios tratados com salinomicina

ficou em 91,03 + 0,88%, mantendo-se dentro dos padrdes ideais. A viabilidade nas

fermentagdes tratadas com monensina manteve média de 89,56 + 1,54% ao longo

dos dez ciclos fermentativos, uma queda pouco expressiva, mesmo com uma

contaminagdo mais acentuada, o que pode ser explicado pela alta concentragéo

celular, como mostra a Figura 34.

Figura 34 - Produgdo de biomassa ao longo de dez ciclos fermentativos tratados
com salinomicina (SL) e monensina (MN).
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A evolucao da producao de biomassa nas fermentacdes contaminada com a

bactéria industrial exibiu o mesmo perfil das fermenta¢des inoculadas com o L.
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fermentum, permitindo, da mesma maneira o aproveitamento do excedente de
levedura para ragao animal.

A diversidade de bactérias que incidem sobre as fermentag¢des industriais é
muito vasta e varia a cada ciclo, de acordo com as condi¢bes da matéria-prima
(DUNCAN; COLMER, 1964; GALLO, 1992). De qualquer modo, a micro fermentagao
em frascos agitados, mostrou-se uma ferramenta bastante precisa na avaliagao de
antibacterianos, conforme proposto por Bischoff et al. (2009).

Os experimentos corroboram a necessidade de se valer de antibacterianos de
principios ativos diferentes, ao longo da safra, de modo a inibir eficazmente a
microbiota predominante no momento da contaminagdo (EARNEST; SNYDER,;
WESTRA, 2009).

5.8 Efeito do HEDTA em fermentagao alcodlica contaminada

Embora bactérias gram-positivas ndo exibam sensibilidade ao EDTA, estes
microrganismos requerem ions metalicos para o crescimento; e como o0 agente
quelante tem a capacidade de deslocar ions, como Ca*?, sua remoc&o pode interferir
em reagdes vitais e abrir portas para a acao de outros compostos biocidas
(KABARA, ORTH, 1997).

Figura 35 - Acido latico produzido em fermentagdes tratadas com 200 e 1.000 ppm
de HEDTA em comparacédo com 1.200 ppm de acido sulfurico.
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A producgao de acido latico nao foi contida por nenhum dos trés tratamentos.

Contudo, o tratamento com HEDTA 1% associado ao acido sulfurico 0,6 % manteve
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uma taxa menor ao longo dos ciclos, tanto em relagcdo ao HEDTA 0,2% + acido

sulfurico 0,6%, quanto em relagao ao acido sulfurico 0,6% somente (Figura 36).

Figura 36 - Producéo de etanol em fermentag¢des tratadas com 200 e 1.000 ppm de
HEDTA, e 600 ppm de acido sulfurico.
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As médias da producgao de etanol foram 5,30 g para o HEDTA 1%, 5,13 g
para o HEDTA 0,2% e 5,25 g para o controle, somente com acido sulfurico.

Comparando-se as produg¢des dos metabdlitos microbianos ao longo dos
ciclos nota-se que os tratamentos foram pouco efetivos na inibicdo bacteriana e

também nao incrementaram a produgao de etanol.

Figura 37 - Viabilidade de S. cerevisiae tratadas com &acido sulfurico (0,6%) e
HEDTA 0,2 e 1% ao longo de cinco ciclos fermentativos.
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Brull e Coote (1999) reportam o uso de quelantes como agente
potencializador de acidos organicos na preservagcdo de alimentos. Isso pode ser
devido ao aumentado a permeabilidade da parede da levedura (NOBEL et al., 1989),
0 que explica a maior queda de viabilidade da levedura nas fermentacdes tratadas

com a maior concentragdo do HEDTA.

5.8.2 Desfloculagcao de células com EDTA

Nos processos de producéo de alcool combustivel é essencial que as células
se mantenham em suspensdo homogénea de modo a atingir rendimento e
produtividade adequados (SANTOS; YOKOYA, 1993). Segundo Walker (1998) a
floculagdo de leveduras pode ser revertida por EDTA. Assim, foi verificada a acao
desse agente quelante sobre floculacdo de leveduras associada a bactérias laticas

em fermentacao.

Figura 38 - indice de floculagdo de suspensées de levedura PE-2 em fermentacdes
tratadas com 200 e 1.000 ppm de EDTA e sem tratamento (C).
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A suspensao de levedura tratada com 200 ppm da solucdo EDTA néo
apresentou qualquer diminuicdo no indice de floculagdo durante o tempo de
tratamento tipico da industria. O tratamento com 1.000 ppm da solucdo quelante
promoveu a diminuicdo de 5 pontos percentuais no indice de floculagéao,
permanecendo 50% de floculagdo remanescente. Esse indice ainda esta muito
acima do aceitavel para as condigdes industriais (max. 10%), bem como o que
normalmente se conseguiria com a lavagem acida em pH 2,0, feita com acido

sulfurico.
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Figura 39 - Floculagdo de leveduras em fermentacdo etandlica contaminada com
bactéria latica, tratada com 1.000 ppm de EDTA, vista ao microscépio 6tico (1.000 X).

Fonte: Préprio autor

A observacao da suspensdo de células ao microscopio ratifica os resultados
obtidos nos ensaios de decantagdo em proveta, os quais mostram que solugao de
EDTA 20%, tanto na a 200 ppm quanto a 1.000 ppm nao foi suficiente para reverter
a floculacdo das leveduras no meio fermentado. Pode-se inferir, portanto, que as
ligacdes entre as proteinas das paredes da levedura e das bactérias presentes no
meio sdo mais resistentes a agdo do EDTA do que as ligagdes proteicas entre
leveduras, como constatado por Stratford (1996), ao verificar que a remogao do
calcio por quelagdo com EDTA causou a perda de atividades da lectina, proteina
responsavel pela floculacio.

A baixa eficiéncia do EDTA nas condi¢cdes do presente ensaio também pode
ser devido & alta concentracdo de ions Ca*? no mosto (aproximadamente 800 ppm),
originario do melago, ou pelo baixo pH do meio, que inibiu a agdo do produto, mais
estavel em pHs alcalinos (BASF, 1995).
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6 Conclusoes

O controle da contaminacgao bacteriana na fermentagao etandlica representa
um grande desafio na gestdo do processo industrial.

Os testes laboratoriais para determinar a sensibilidade de bactérias aos
biocidas devem reproduzir as condigbes do ambiente no qual serdo aplicados, como
pH, temperatura e composicdo do meio de cultura, caso contrario fornecerao
resultados imprecisos.

O produto Huwa-San, a base de perdoxido de hidrogénio, exibiu baixa agao
bactericida, mesmo na dose de 1.000 ppm, mas pode ser usado como coadjuvante
de outros tratamentos biocidas, em destilarias de etanol com aproveitamento de
levedura para ragao animal.

Derivados de cloro afetam indiscriminadamente bactérias e levedura em
fermentacao etandlica, além de serem produtos com alto potencial corrosivo.

A associagdo dos biocidas triclorocarbanilida e cloreto de benzalcbnio
mostrou efeito apenas bacteriostatico em dose de 80 ppm, o que poderia inviabilizar
economicamente os tratamentos.

O gluconato de clorexidina, dosado a 50 ppm, ndo mostrou eficacia no
controle de L. fermentum nas condigbes de fermentacgao.

O produto natural maitenina, na dose 30 ppm, teve efeito bacteriostatico sobre
L. fermentum, e poder ser uma alternativa para tratamento de fermentacbes que
produzem levedura para racdo animal. Contudo, sua utilizacdo depende de
disponibilidade em escala comercial.

A salinomicina, nas doses 6 € 10 ppm, se mostrou eficaz no controle de
bactérias laticas, com reflexos positivos nos diversos parametros da fermentacgao.

Agentes quelantes, em doses de até 1.000 ppm, ndo revertem a floculagao
microbiana, nem controla as bactérias em fermentagao etandlica.

O acido sulfurico deve ser utilizado em concentracdo maxima de 2% (m/v)

sobre o volume do inéculo para nio afetar a levedura.
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7 Recomendacgdes para proximos trabalhos

Associagcbes de biocidas necessitam de estudos mais aprofundados, nas
condigbes de processo, para que seus efeitos (sinérgicos ou antagdnicos) sobre a
microbiota da fermentagéo etandlica sejam elucidados.

A maitenina poderia ser objeto de testes mais extensos e aprofundados no
controle de bactérias em fermentacao etandlica.

O diéxido de cloro, citado no presente trabalho, deveria ser alvo de estudos
mais aprofundados em laboratério, com objetivo de elucidar efeitos inibitérios sobre
a levedura, percebidos nas fermentacdes industriais.

Associagdes entre agentes quelantes e antibidticos poderiam ser
experimentadas em formulagbes especificas para contaminagdes com floculagcéo

elevada.
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Apéndice 1 — Curva de calibragao para dosagem de agucares

Figura 40 - Curva padrao de calibragdo de sacarose 0,1% (m/v) para dosagens de agucares
redutores totais (ART) em fungdo da absorbancia (546nm), pelo método DNS em
espectrofotdmetro Bioespectro mod. SP-22.

. ABS
Linear Fit of ABS
1,2 4
0,8
)]
[aa]
<
0,4 Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,99914
Value Standard Error
ABS Intercept -0,04333 0,00764
ABS Slope 13,58033 0,16237
0,0 T T T T T 1
0,00 0,03 0,06 0,09

Sacarose (%)

Apéndice 2 — ART dos melagos e mosto

Tabela 21 - Concentragbes de agucares redutores totais (ART %) nos melagos e
mosto 22° Bx, obtidas pelo método DNS, a partir da curva padréo obtida (Figura 40).

Amostra Diluicdo 1:50* Diluicao 1:100* ART médio
Padrao Sacarose 0,1% 0,109 £ 0,07 0,099 £ 0,02 0,104 £ 0,01
Mosto 22° Bx 16,27 + 0,06 16,23 £ 0,01 16,25 + 0,03
Melaco Guaira 63,70 + 0,03 62,82 + 0,02 63,26 £ 0,62
Melago Batatais 61,78 £ 0,01 59,80 £ 0,01 60,79 £ 1,40
Melago Guarani 52,06 £ 0,04 49,25 + 0,02 50,65 + 1,99

*Médias de triplicatas

Apéndice 3 — Imagens de Lactobacillus ssp. Isolado de fermentagao industrial
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Figura 41 - Bactéria latica isolada, parcialmente identificada como Lactobacillus ssp. de
isolado de fermentagdo industrial vista ao microscopio 6tico (aumento 1000 x) em

suspenséo (A) e em coloragdo de Gram (B).

Fonte: Préprio autor

Apéndice 4 — Dados brutos submetidos as analises estatisticas

Tabela 22 - Viabilidade de levedura em fermentagdes contendo diferentes

concentracgoes de acido latico e acido sulftrico, referente as Figuras 10 e 11.

Trat./Ciclo 1 2 3 4 5 6 7 8

AS 0,6% 97,27 96,91 96,67 96,16 9586 96,94 96,56 95,68
AS 1,2% 96,31 9556 94,70 94,35 9421 9557 9335 91,67
AS 1,8% 94,95 93,27 9224 91,02 9025 9280 90,58 87,81

9 10
94,70 93,39
89,34 8743
84,63 81,53

Tabela 23 - Concentracéo de acido latico em fermentacgdes tratadas com biocida TCC

+ CBA, em comparag¢ao com acido sulfarico, referente a Figura 22.

Trat./ Ciclo 1 2 3 4
TCC + CBA 50 513 1.243 1.864 2.212 3.240
TCC + CBA 50 513 1.237 1.945 2.266 3.326
TCC + CBA 80 513 1.150 1.723 2.050 2.690
TCC + CBA 80 513 1.162 1.790 2.092 2.636
TCC + CBA 100 513 980 1.687 1.622 1.750
TCC + CBA 100 513 976 1.572 1.591 1.895

Tabela 24 - Concentracao de acido latico em fermentagdes tratadas com a

maitenina, extrato de lupulo, e acido sulfurico, referente a Figura 24.

Tratamento 1 2 3 4 5 6

Maitenina 477 651 404 387 453 636
Maitenina 469 674 413 406 467 652
Betabio 477 670 396 458 703 915
Betabio 469 693 387 463 714 930
Ac. Sulf. 477 668 435 695 872 1216
Ac. Sulf. 469 654 447 670 891 1198
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Tabela 25 - Concentragdo de etanol em fermentacbes tratadas com a maitenina
(MT), extrato de lupulo (BB), referente a figura 25.

Prod. Ciclos 1 2 3 4 5
MT 6,58 6,60 6,33 6,21 5,78
MT 6,75 6,72 6,38 6,32 6,01
BB 6,47 6,76 6,24 5,63 5,49
BB 6,50 6,81 6,27 6,56 5,53

Tabela 26 - Concentracdo de acido latico em fermentagbes contaminadas com L.
fermentum, tratadas com salinomicina (SL) e monensina (MN), referente a Figura 27.

Prod./Ciclos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SL 586 783 378 323 315 331 398 453 569 498
SL 586 790 385 331 304 325 380 462 548 557
MN 586 775 243 165 140 152 178 222 343 183
MN 586 786 252 178 153 160 169 240 355 203

Tabela 27 - Concentracdo de acido latico em fermentagdes contaminadas com
Lactobacillus ssp., tratadas com salinomicina e monensina, referente a Figura 31.

Prod./Ciclos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SL 495 653 271 265 183 197 229 321 460 282
SL 495 678 280 238 204 209 241 298 416 264
MN 495 680 694 516 560 659 760 724 654 722
MN 495 674 673 510 535 645 802 671 690 708

Tabela 28 - Concentracdo de etanol em fermentagcbes contaminadas com L.
fermentum, tratadas com salinomicina (SL) e monensina (MN), referente a Figura 28.

Prod./Ciclos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SL 6,45 6,59 6,68 6,73 6,70 6,27 6,50 6,57 6,75 6,77
SL 6,51 6,54 6,62 6,70 6,69 6,25 6,53 6,64 6,73 6,70
MN 6,60 6,96 7,04 7,22 7,43 7,24 6,93 6,75 6,89 6,90
MN 6,57 6,80 7,13 7,25 7,51 7,28 6,90 6,77 6,94 7,01

Tabela 29 - Concentracdo de etanol em fermentagcbes contaminadas com
Lactobacillus ssp, tratadas com salinomicina e monensina, referente a Figura 32.

Prod./Ciclos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SL 6,39 6,80 6,91 7,14 7,05 6,92 6,84 6,95 7,09 7,12
SL 6,45 6,72 6,80 6,95 7,00 6,56 6,71 6,83 6,98 7,03
MN 6,25 6,42 6,50 6,31 5,89 6,15 6,26 6,17 6,03 6,00

MN 5,89 6,32 6,57 6,45 6,02 5,97 6,1 6,05 5,86 6,14




	RESUMO
	ABSTRACT
	1 INTRODUÇÃO
	2 Revisão da literatura
	2.1 A importância do etanol combustível
	2.2 Matérias-primas para produção de etanol
	2.3 O microrganismo da fermentação
	2.4 Fermentação etanólica
	2.5 Processos industriais para produção de etanol
	2.5.1. Processo de fermentação Melle-Boinot

	2.6 Extração de levedura de fermentação para nutrição animal
	2.7 Contaminação bacteriana na fermentação etanólica
	2.8 Floculação entre leveduras e bactérias
	2.9 Controle da contaminação em fermentação etanólica
	2.9.1 Ácido sulfúrico
	2.9.2 Antibióticos
	2.9.3 Peróxidos
	2.9.4. Antibacterianos diversos
	2.9.5 Agentes quelantes


	3 Objetivos
	4 Material e métodos
	4.1 Microrganismos e manutenção
	4.1.1 Levedura
	4.1.2 Bactérias

	4.2 Meios de cultivo e manutenção
	4.2.1 Meio YPD
	4.2.2 Meio MRS
	4.2.3 Caldo MRS
	4.2.4 Mosto de melaço 10º Bx
	4.2.5 Mosto de melaço 22º Bx

	4.3 Antibacterianos e agentes químicos
	4.4 Preparo das soluções de trabalho
	4.5 Propagação e manutenção da levedura
	4.6 Propagação das bactérias
	4.7 Preparo do inóculo misto
	4.8 Tratamentos antibacterianos
	4.9 Determinação das concentrações inibitórias mínimas do Huwa-San pelo método de microdiluição em placas
	4.9.1 Determinação das concentrações inibitórias mínimas do Huwa-San sobre S. cerevisiae e bactéria lática
	4.9.2 Determinação da concentração inibitória mínimas do Huwa-San sobre L. fermentum pelo método de macrodiluição em tubos
	4.11 Viabilidade de S. cerevisiae em fermentação na presença dos ácidos sulfúrico e lático
	4.12 Teste de desfloculação celular
	4.13 Ensaios analíticos
	4.14 Ensaios microbiológicos

	5 Resultados e discussão
	5.1 Variação na viabilidade de S. cerevisiae em fermentação na presença dos ácidos sulfúrico e lático em diferentes concentrações
	5.2 Avaliação da atividade biocida do Huwa-San sobre microbiota de fermentação etanólica
	5.2.1 Determinação das concentrações inibitórias mínimas do Huwa-San sobre levedura PE-2 e bactérias láticas
	5.2.2 Efeito de tratamentos com Huwa-San sobre viabilidade de levedura PE-2 em fermentação
	5.2.3 Efeito do produto Huwa-San sobre brotamento de levedura PE-2
	5.2.4 Efeito do produto Huwa-San sobre cultivo de levedura PE-2
	5.2.5 Efeito do tratamento dos inóculos mistos com Huwa-San sobre levedura PE-2 e L. fermentum em fermentação

	5.3 Efeito do cloro oxigenado (COS) sobre levedura e bactéria lática em fermentação
	5.4 Efeito de tratamentos com triclorocarbanilida em associação com cloreto de benzalcônio sobre S. cerevisiae e L. fermentum em fermentação
	5.5 Efeito do digluconato de clorexidina sobre S. cerevisiae e bactérias láticas em fermentação
	5.6 Efeito da maitenina e extrato de lúpulo sobre microbiota de fermentação etanólica
	5.7 Efeito de antibióticos ionóforos sobre bactérias láticas e levedura PE-2 em fermentação etanólica
	5.7.1 Efeito de salinomicina e monensina sobre L. fermentum e levedura PE-2 em fermentação etanólica
	5.8.2 Desfloculação de células com EDTA

	6 Conclusões
	7 Recomendações para próximos trabalhos
	REFERÊNCIAS
	APÊNDICES

