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RESUMO

Antagonismo entre leveduras e bactérias laticas na fermentacéo alcodlica

Com o objetivo de avaliar o antagonismo entre leveduras e bactérias
contaminantes do processo de producéo de etanol com metabolismos distintos (homo e
heterofermentativo) em diferentes condi¢des, foi analisado o desempenho fermentativo
de linhagens de Saccharomyces cerevisiae empregadas na fermentacéo industrial (BG-
1, CAT-1, PE-2 e Fleischmann) em co-cultivo com linhagens de Lactobacillus com
diferentes metabolismos, sendo uma delas homofermentativa (L. plantarum - FTO25B) e
duas linhagens heterofermentativas (L. fermentum - FT230B e L. fructosus - FT432B).
Foram avaliados o crescimento dos dois grupos de microrganismos com relacdo a
densidade de células no meio e sua viabilidade e também através de suas atividades
metabdlicas, acessadas pela formacdo de metabdlitos especificos (acidos latico,
succinico e acético, manitol e etanol). Os experimentos foram conduzidos em duas
modalidades: 1) em condi¢cBes de laboratério, inoculando-se uma linhagem bacteriana
com uma unica linhagem de levedura ha mesma propor¢do em meio sintético e sendo
incubadas a 32°C por 24h e Il) simulando as condi¢des industriais de fermentacdo, com
alimentacdo utilizando-se mosto misto durante 5 reciclos fermentativos. No Experimento
I, a viabilidade da linhagem FT025B mostrou-se reduzida em relacdo a linhagem FT230.
Observou-se também gque no meio contendo a bactéria FT025B a viabilidade das 4
linhagens de levedura foi menor do que no meio controle e no meio inoculado com a
bactéria FT230B. Os niveis de acido latico foram mais elevados na presenca da
bactéria FT025B, enquanto os teores de acido acético e de glicerol foram maiores nos
meios com a linhagem FT230B. A producdo de etanol foi reduzida na presenca de
ambas as bactérias. No Experimento Il a presenca das bactérias praticamente ndo
afetou a viabilidade das leveduras industriais durante os reciclos. No entanto, ao
contrario do que foi observado no Experimento |, as linhagens bacterianas
heterofermentativas apresentaram melhor crescimento e maior viabilidade em co-cultivo
com as leveduras do que a homofermentativa. Também na presenca de ambas as
linhagens heterofermentativas observou-se uma significativa reducdo no rendimento
alcoolico. A producao de lactato por tais linhagens foi muito proxima e em alguns ciclos
até maior que a producdo pela linhagem homofermentativa. No entanto, como no
Experimento I, nos tratamentos com a bactéria FT025B a producéo de glicerol foi menor
até mesmo que no tratamento controle, tratando-se do primeiro registro de menor
producdo de glicerol por leveduras que se encontram na presenca de contaminacao
bacteriana. Sugere-se que o acido latico e o acético, juntamente com o etanol, podem
ter agido sinergisticamente no metabolismo e crescimento das leveduras, resultando
principalmente em uma diminui¢do do rendimento alcodlico. E também provavel que as
linhagens bacterianas heterofermentativas foram capazes de resistir melhor aos
elevados teores de etanol excretados pelas leveduras e encontrados no processo
industrial, uma vez que também sao capazes de produzir tal composto.

Palavras chave: Fermentacdo alcodlica, Saccharomyces cerevisiae; Contaminagao
bacteriana; Lactobacillus; Metabolismo homo- e heterofermentativo.
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ABSTRACT

Antagonism between yeasts and lactic acid bacteria in alcoholic fermentation

This study aimed to evaluate the antagonism between yeasts and contaminating
bacteria of the ethanol production process with different metabolisms (homo- and
heterofermentative) in different conditions. Thus, the fermentation performance of
Saccharomyces cerevisiae strains used in industrial fermentation (BG-1, CAT-1, PE-2
and Fleischmann) was analyzed in co-cultivation with Lactobacillus strains with different
metabolisms, one of them homofermentative (L . plantarum - FT025B) and two
heterofermentatives strains (L. fermentum - FT230B and L. fructosus - FT432B). It was
evaluated the growth of two microrganisms groups with respect to the cells density in the
medium and their viability and also through their metabolic activities, accessed by
specific metabolites production (lactic, acetic and succinic acid, mannitol and ethanol).
The experiments were conducted in two ways: ) in laboratory conditions, inoculating a
bacterial strain with a single yeast strain in the same synthetic medium incubated at
32°C for 24h and II) simulating the industrial fermentation conditions, with fed by using
mixed must for 5 fermentative recycle. In Experiment I, the viability of FTO25B strain
proved to be small in relation to FT230 strain. It was also observed that in the medium
containing the bacteria FT025B the viability of the 4 yeast strains was lower than the
control and the treatment with FT230B strain. The levels of lactic acid were higher in the
presence of bacteria FT025B, while the levels of acetic acid and glycerol were higher in
treatments with FT230B strain. The production of ethanol was reduced in the presence
of both bacteria. In Experiment Il, the presence of bacteria did not affect the viability of
industrial yeasts during recycling. However, contrary to what was observed in
Experiment I, the heterofermentatives bacterial strains showed higher growth and higher
viability in co-cultivation with the yeasts than homofermentative. Also in the presence of
both strains heterofermentatives there was a significant reduction in the alcoholic yield.
The lactate production by these strains was very close and, in some cycles, higher than
the production by the homofermentative strain. However, as in Experiment l,in the
treatments with FT025B strain the production of glycerol was lower even than in the
control treatment, this is the first record of lower production of glycerol by yeasts that are
in the presence of bacterial contamination. It is suggested that the lactic acid and acetic
acid along with ethanol, may have acted synergistically in yeasts metabolism and
growth, resulting in reduced alcoholic yields. It is also likely that the bacterial strains
heterofermentatives were better able to resist the high ethanol levels excreted by yeasts
and found in industrial process, since they are also able to produce this compound.

Keywords: Alcoholic fermentation; Saccharomyces cerevisiae; Bacterial contamination,
Lactobacillus; Homo- and heterofermentative metabolisms.
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1 INTRODUCAO

Os precos flutuantes do petréleo e os efeitos adversos da utilizacdo de recursos
nao-renovaveis sao as principais razbes para 0 crescente interesse por fontes de
energia renovaveis. A producdo de petrdleo é controlada por relativamente poucos
paises e a economia global depende fortemente dos precos controlados por eles. Além
das consideracfes econbmicas, outros fatores como a seguranca energética, a emissao
de gases poluentes e a mudanca climatica global estdo ajudando a guiar a revolucao
bioenergética (NASS et al., 2007).

A crise energética e os problemas ambientais atuais tém colocado o bioetanol
como uma fonte de energia renovavel altamente atrativa. O Brasil € um dos maiores
produtores e exportadores de etanol do mundo, e sua producdo vem gradativamente
aumentando nas Ultimas décadas. No entanto, recentemente, os Estados Unidos
ultrapassaram o Brasil em termos de volume de produgdo de bioetanol (VALDES,
2007), atingindo 21 bilh&es de litros durante a safra 2007/2008 (OLIVEIRA et al., 2007).

Nos Estados Unidos, a maior parte do etanol é produzida a partir do milho, com
um balanco energético estimado de 1,3 (unidades de energia obtida a partir do etanol
produzido por unidade de energia utilizada na sua producéo). O Brasil, por sua vez,
produz etanol da cana-de-agucar, com um balanco energético de 8,0 (LEITE, 2005). Os
avancos cientificos e tecnoldgicos, como por exemplo, os relacionados as variedades
da cana-de-acucar e o gerenciamento do processo de fermentacdo e agricola tém
levado a um aumento na eficiéncia nas destilarias brasileiras (BASSO et al., 2008).

O Brasil tem desenvolvido com sucesso iniciativas em fontes renovaveis de
energia ha mais de 75 anos. A producdo e o uso do etanol da cana-de-agucar
(Saccharum ssp. L.) tornou-se um modelo global para a producdo, distribuicdo e
utilizacdo do etanol combustivel; por esta razdo, a industria de etanol brasileira tem
atraido o interesse de cientistas, produtores e governantes tanto de paises
desenvolvidos como daqueles em desenvolvimento (NASS et al. 2007).

A producéo de etanol do milho utiliza grande quantidade de combustiveis fésseis,
o qual gera duvidas se o seu uso trara algum beneficio econébmico e ambiental. Por

outro lado, o biodiesel, devido a sua producdo mais simples e eficiente, mostra mais
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claramente seus beneficios ambientais, mas sua sustentabilidade em uma escala
significante ndo esta clara devido a sua baixa produtividade. Por outro lado, a industria
de etanol brasileira tem mostrado que € possivel ser eficiente, tanto ambiental como
economicamente, na implementacdo da infraestrutura para a producdo de um
biocombustivel (GRANDA et al., 2007).

No entanto, varios aspectos da industria de bioetanol brasileira ainda devem ser
melhorados. O processo de producao atualmente praticado no Brasil envolve o reciclo
das leveduras, e com isso ocorre 0 reciclo de contaminantes causando diversos
distarbios no processo (ALTERTHUM et al.,, 1984). Diferentemente da producdo de
bebidas alcodlicas, a fermentacdo de etanol combustivel ndo é projetada para manter
condi¢cBes de culturas puras de microrganismos. Além disso, a limpeza e a sanitizacao
sdo bem menos rigorosas e o0 mosto € submetido a um menor aquecimento, ndo sendo
esterilizado. Infec¢des cronicas acabam entdo sendo esperadas e toleradas, apesar de
muitas vezes trazerem impactos negativos para a producdo de etanol (AMORIM;
OLIVEIRA, 1982; KAJI; CANHOS, 1989).

Na industria de etanol combustivel, Lactobacillus sp, o0s contaminantes
bacterianos mais comuns, constituem um problema continuo e persistente. Devido ao
seu rapido crescimento, tolerancia aos altos teores de etanol e valores baixos de pH,
essas bactérias podem proliferar rapidamente nas dornas de fermentagcdo. Alguns de
seus metabdlitos, tais como o 4cido latico e o acido acético, podem inibir o crescimento
e 0 metabolismo das leveduras. Além disso, esses contaminantes podem competir com
a levedura por nutrientes do meio (NARENDRANATH et al., 2001; THOMAS et al.,
2002).

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve com principal objetivo um melhor
entendimento sobre as interacOes existentes entre leveduras e diferentes
contaminantes do processo industrial de fermentacdo de etanol, especificamente por
bactérias do género Lactobacillus, por se tratar de um dos maiores causadores de

prejuizos para tal processo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Toda a producdo de alcool e aguardente no Brasil ocorre por via fermentativa,
sendo que devido as dificuldades de assepsia, leveduras e bactérias laticas convivem
no ambiente de fermentacdo. Por sua vez, a contaminacdo bacteriana € um sério
problema na fermentacdo alcodlica, podendo causar inUmeros prejuizos ao processo
industrial de producao de etanol.

A fermentacdo alcodlica industrial envolve o reciclo de células de leveduras, o
gue acaba por ocasionar o reciclo de células de microrganismos contaminantes. Este
continua sendo um sério problema no processo de producdo de etanol,
correlacionando-se negativamente com a eficiéncia fermentativa e podendo acarretar
Sérios prejuizos ao processo como um todo (AMORIM et al., 1981; ALTERTHUM et al.,
1984). Além das condicfes inadequadas de assepsia, a ma qualidade da matéria-prima
pode contribuir para a origem de infec¢cdes microbianas indesejaveis na industria. Mas
condicbes de armazenamento de melaco, limpeza inadequada das dornas e
canalizacbes, e resfriamento insuficiente das dornas de fermentacdo s&do também
fatores que propiciam o aparecimento de contaminacées na fermentacdo alcodlica de
caldo-de-cana e/ou de melaco (AMORIM; OLIVEIRA, 1982).

As condicBes peculiares das etapas do processo de cada industria selecionam
determinadas espécies ou linhagens de microrganismos que sao favorecidos por tais
condicbes e que nao sdo problemas em outras destilarias (CHERUBIN, 2003).
Resultados de um estudo de caracterizacdo da microbiota contaminante da producao
de alcool combustivel utilizando o milho como matéria-prima, demonstraram que
prevalecem bactérias laticas, particularmente Lactobacillus sp., representando cerca de
40% dos contaminantes totais isolados. Outros isolados presentes com menos
frequéncia incluem os géneros Clostridium, Eubacterium, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus e Weisella (SKINNER; LEATHERS, 2004).

Os maiores prejuizos no processo de fermentacdo alcodlica sdo, de fato,
causados pelas chamadas bactérias laticas (BLs), sendo que no ambiente industrial de
producdo de etanol, cerca de 60% dos isolados bacterianos sao representados pelo
género Lactobacillus (GALLO, 1990). De acordo com este autor, os géneros mais
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frequentes sdo Bacillus e Lactobacillus, cujas espécies predominantes na populacéo
investigada foram: B.coagulans, L. fermentum, L. helveticus, B. stearothermophilus, L.
plantarum, L. animalis e L. buchneri. Um estudo sobre a ocorréncia natural de bactérias
em fermentacdo de milho para producéo de etanol combustivel também revelou que os
Lactobacillus representam a maior parte dos contaminantes, tanto para a moagem
Umida (44-66% do total de isolados identificados) como para a moagem seca (37-39%
dos isolados). Linhagens de L. delbruekii, foram as mais comumente identificadas no
processo (SKINNER; LEATHERS, 2004).

2.1 Os problemas da contaminagéo bacteriana

Quando a contaminacdo bacteriana atinge niveis superiores a 1,0 X 10’
células/mL de meio fermentativo, pode ocorrer uma significativa diminuicdo no
rendimento alcodlico (AMORIM et al., 1981). Varios fatores séo atribuidos a essa queda
no rendimento, tais como: i) a floculacao das leveduras, o que diminui a velocidade de
fermentacdo, acarreta perda de células de levedura pelo fundo da dorna e dificulta a
operacao das centrifugas (AMORIM; OLIVEIRA, 1982; OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997);
i) o desvio de muitos nutrientes para a multiplicacdo das bactérias (NARENDRANATH
et al., 1997), sendo que cada molécula de acucar direcionada para a producao de acido
latico resulta na perda de duas moléculas de etanol que poderiam ser produzidas
(INGLEDEW, 1995); e iii) a diminuicdo da viabilidade das leveduras causada pelo
microrganismo contaminante (YOKOYA, 1989), devido a producdo de metabolitos
(principalmente os acidos latico e acético) (BEVAN; BOND, 1971) e a competicdo por
nutrientes do meio (NOBRE, 2005).

A floculagéo € a formacdo de agrupamentos compostos de células de leveduras
e bactérias. Esse fenbmeno ocorre porque bactérias (como Lactobacillus e Bacillus)
possuem uma capa protéica (constituida majoritariamente de proteinas denominadas
floculinas), de natureza gelatinosa, que possibilita a fixagdo mecanica das células de
leveduras (GALLO; CANHOS, 1991). Além dos problemas operacionais, a floculagéo

das células provoca um grande aumento no tempo de fermentacdo, tanto pela
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deposicdo de leveduras no fundo das dornas, como devido a reducdo na area de
contato entre células de leveduras e mosto.

Em industrias de producédo de uisque escocés, onde o mosto néo é fervido para
reter a atividade de enzimas solUveis do malte, a contaminacdo bacteriana pode
comprometer a qualidade do destilado e minimizar o rendimento final desse produto de
alto valor (MAKANJUOLA et al., 1992). Alterthum et al. (1984), estudando fermentacdes
com reciclagem células, citaram que a elevada porcentagem de células mortas e o
aumento da acidez do mosto sdo devido a liberagcdo no meio de cultura de substancias
toxicas produzidas pelas células bacterianas, promovendo a morte da levedura ou
dificultando o seu crescimento.

Segundo Yokoya e Oliva-Neto (1991), a presenca de bactérias laticas na
fermentacdo causa aumento da acidez do vinho pela producdo de acidos latico e
acético, e induzem queda na porcentagem de células vivas das leveduras. Freguglia
(1997), estudando a viabilidade celular de S. cerevisiae em cultura mista com L.
fermentum observou que a presenca da bactéria e/ou de seus produtos metabdlicos
reduziram a viabilidade celular da levedura em 97% e 55%, respectivamente, apds 12

horas de cultivo associado.

2.2 O controle da contaminacéao

O controle microbiologico é de importancia fundamental se o objetivo € produzir
alcool com altos rendimentos (AMORIM; OLIVEIRA, 1982) e devido a presenca de
contaminantes durante o processo fermentativo, € importante o conhecimento de
fatores que possibilitem a redugcdo dos problemas causados pela contaminagao
bacteriana, além das praticas usuais de tratamento acido do creme de levedura e de
aplicacao de antibidticos (CHERUBIN, 2003). Segundo Oliva-Neto (1995), o controle
bacteriano na producdo de etanol € imprescindivel, pois eleva o custo do produto.
Portanto, justifica-se a necessidade de conhecer os fatores que estimulam a
multiplicacdo bacteriana durante o processo fermentativo, além de buscar novas

tecnologias menos onerosas para o controle do contaminante na fermentacéo alcodlica.
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A intensidade da contaminacdo bacteriana pode reduzir significativamente pela
limpeza e sanitizacdo dos equipamentos, pela pasteurizacdo ou esterilizacdo quimica
dos substratos e pela adicdo de antibidticos (AMORIM; OLIVEIRA, 1982). Apesar
dessas precaucdes, a contaminacao ainda persiste em muitas industrias produtoras de
etanol.

Na tentativa de controle dos contaminantes da fermentacdo alcodlica, diversas
préaticas envolvendo a utilizacdo de agentes antimicrobianos séo utilizadas, sendo que a
aplicacao de acido sulfurico no preparo do pé-de-cuba (creme de leveduras diluida no
vinho fermentado) é a préatica mais utilizada e possibilita reducdes de até 45% na
populacdo de bactérias contaminantes (GALLO, 1990). O &cido sulfurico € largamente
utilizado, pois, além de custo relativamente baixo, também diminui a floculacéo,
melhorando a concentracdo do creme de levedura nas centrifugas.

Tém-se registro de que o peroxido de hidrogénio, metabissuldito de potéassio,
3,4,4’- trichlorocarbanilide e antibiéticos inibem efetivamente o crescimento de bactérias
laticas (AQUARONE, 1960; BAYROCK et al, 2003; CHANG et al, 1997,
NARENDRANATH et al., 2000; OLIVA-NETO; YOKOKA, 1998). De fato, antibiéticos
como a penicilina e virginiamicina sdo usados na produgdo comercial de bioetanol
atualmente (BAYROCK et al.,, 2003; HYNES et al., 1997). Alves (1994), trabalhando
com mosto contaminado com uma mistura de microrganismos, observou que a eficicia
da fermentacdo pode ser restabelecida com a aplicacdo dos antimicrobianos
virginiamicina, penicilina e cloranfenicol.

O modo como ¢é feita a adicdo do antibiotico também pode ter efeito na reducéo
da contaminagcdo. Segundo Bayrock et al. (2003), mudando-se a adi¢cdo de continua
para pulsada, encontrou-se um numero menor de células viaveis de L. paracasei em
cultivo conjunto com S. cerevisiae, além de uma recuperacdo da concentracdo de
etanol. Porém, a adicdo de antibioticos pode ndo ser preferivel pelo ponto de vista
ecologico, uma vez que os residuos gerados durante a producdo podem ser reciclados
e utilizados como fertilizantes, por exemplo. Além disso, antibidticos sdo caros e o uso
de tais produtos fica restrito ao fator custo-beneficio, além de requererem aplicacao
constante (BEVAN; BOND, 1971).
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De acordo com Skinner-Nemec et al. (2007), bactérias contaminantes da
producdo de etanol combustivel podem formar biofilmes sob condigBes de laboratério.
Os resultados deste estudo podem explicar porque a contaminagao é persistente e de
dificil controle em plantas de producdo comercial. Biofilmes sédo geralmente
considerados resistentes a limpeza e aos antibioticos e, além da superficie imediata do
tanque fermentador, h4 muitos outros locais para sua formacao, incluindo tubulagbes e
trocadores de calor. Adicionalmente, Lactobacillus tém mostrado reduzida
suscetibilidade a antimicrobianos em biofilmes (STEWART et al., 2004).

Segundo Watanabe et al. (2008), o préprio acido latico pode ser utilizado como
um potencial agente de controle da contaminacdo bacteriana. Apesar de produzirem
estequiometricamente &cido latico a partir de acucares, elevados niveis deste acido
organico podem inibir o crescimento e viabilidade de bactérias laticas. Porém, a adicao
de altas concentracdes de lactato pode também diminuir a habilidade fermentativa de S.
cerevisiae. Para solucionar este conflito, tais autores testaram linhagens de leveduras
(Candida glabrata) lactato-tolerantes com elevada capacidade de producéo de etanol e
de crescimento sob condi¢cdes anaerdbias. Guchte et al. (2002) relata que o efeito do
acido latico sobre a prépria bactéria ndo € conhecido em detalhes, mas é aceito que
ocorre a difusdo passiva e que o acumulo intracelular diminui o pH interno da célula
afetando a permeabilidade da membrana.

As industrias de etanol tém considerado aceitdvel uma populagcédo bacteriana no
mosto de cerca de 10° UFC/mL, ndo sendo economicamente viavel diminuir este nivel
(ALCARDE et al.,, 2003). Considerando o crescente conceito de que as bactérias
desenvolveram resisténcia aos antibidticos, segundo Narendranath e Power (2004), a
estratégia de inocular uma alta taxa de leveduras é uma forma de minimizar os efeitos
causados pela contaminacédo bacteriana.

O wuso da radiagcdo ionizante também pode ser uma alternativa de
descontaminacdo do mosto de cana-de-acgUcar. A irradiacdo pode mudar o DNA celular,
afetando as func¢des celulares e induzindo a morte das células (URBAIN, 1986). Em um
estudo comparativo de inativagcdo de L. plantarum, os resultados indicaram que a
irradiacdo por microondas mostrou-se mais efetiva no controle da bactéria do que o

meétodo convencional de tratamento a calor (50°C por 30 minutos) (SHIN; PYUN, 1997).
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2.3 Interacdes entre leveduras e bactérias na fermentacéao

Leveduras e bactérias laticas sdo muitas vezes encontradas nos mesmos
ecossistemas naturais e podem competir pelos mesmos nutrientes. Neste caso, 0
comportamento dos microrganismos torna-se de dificil compreenséo, considerando-se
que os parametros fisico-quimicos do meio exercem uma pressdo seletiva, permitindo
mudancas constantes na sua complexa composi¢cdo quimica e microbiolégica (KENNES
et al.,, 1991). Segundo Boram et al. (1993), a coexisténcia entre leveduras e bactérias
laticas deve-se a habilidade das leveduras sobreviverem no ambiente acido causado
pelos acidos acético e latico, bem como pela resisténcia aos antibiéticos produzidos
pelas bactérias laticas. As relacdes antagbnicas, segundo Walksman (1945) ocorrem
pela producdo de uma ampla gama de substancias téxicas, compreendendo desde
compostos simples como acidos organicos, alcoois e até compostos mais complexos
como polipeptideos e derivados do metabolismo secundario.

Quando ambos os microrganismos estao crescendo juntos em um meio definido,
onde o crescimento da levedura é restrito por concentracdes sub-6timas de vitaminas,
uma substancia em falta (como acido nicotinico, adenina, guanina, acido aspartico,
triptofano, glicina, alanina ou lisina) essencial para o crescimento de Lactobacillus spp.
€ sintetizada no meio pela célula de levedura. Diversas inter-relacdes entre leveduras e
Lactobacillus foram anteriormente observadas, e em cada uma delas a levedura parece
ser 0 organismo ativo, ou seja, aquele que sintetiza a substancia ausente essencial
para o crescimento da bactéria (CHALLINOR; ROSE, 1954).

No ambiente fermentativo, relacdes antagonicas sao travadas entre leveduras e
bactérias e a producéo de acidos orgéanicos por estes dois grupos de microrganismos
desempenha papel relevante: enquanto a levedura, produzindo acido succinico exerce
uma repressao sobre o crescimento bacteriano (BASSO et. al., 1997), as bactérias por
sua vez, produzindo acido latico e acético igualmente afetam o desempenho da
levedura (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994; MAIORELLA et. al.,, 1983). De acordo com
Thomsson e Larsson (2006), o acido latico, adicionado a culturas em quimiostatos,
produz um efeito no status energético das células de leveduras, provocando uma

diminuicdo nos niveis intracelulares de adenosina trifosfato (ATP). Esse aumento no
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consumo de ATP pode estar relacionado a elevada quantidade de energia requerida
para manter a homeostase celular, bombeando protons e &nions do &cido latico
dissociado para fora da célula.

Thomas et al. (2001) pesquisaram o efeito da cultura mista de leveduras com
Lactobacillus fermentum durante 6 ciclos de fermentacdo em batelada de mosto a base
de milho e relataram que a presenca da bactéria ocasionou decréscimo de 22% na
producdo de etanol, aumento do desvio de carboidratos para a producao de glicerol e
acido latico, queda de 55% da viabilidade da levedura e reducao na formacao de massa
celular de levedura. Os autores concluiram ainda que a inibicdo exercida pela levedura
sobre o L. fermentum ocasionou diminuicdo na formacéo de acido latico e acético pela
bactéria e que a levedura foi capaz de exercer antibiose suficiente sobre a bactéria para
reduzir a populacédo contaminante.

Este efeito repressor sobre o crescimento bacteriano pode ser, em parte,
atribuido a producéo de &cido succinico pela levedura e tal acdo antibacteriana deve-se
nao apenas ao efeito da acidez, mas principalmente ao anion em um efeito sinérgico
com o etanol. Como nao ha evidéncias de qualquer funcéo fisiolégica para a grande
quantidade de acido succinico excretada, pode-se atribuir uma func¢é@o ecoldgica pela
qual sua producao torna a levedura mais competitiva em um ambiente de fermentacao
industrial (BASSO et. al, 1997).

Bayrock; Ingledew (2004) sugerem que, em adicdo ao estresse quimico que a
levedura pode encontrar durante a fermentacdo devido a presenca de contaminantes, o
estresse nutricional, devido a competicdo com as bactérias contaminantes pelos
nutrientes do meio, pode prejudicar o desempenho das leveduras. Tais autores
registraram uma diminuicdo no numero de células viaveis de leveduras, uma maior
concentracdo de glicose no meio apds a fermentagdo e ainda uma diminuicdo na
producdo de etanol com o aumento da concentracdo de acido latico ndo dissociado no
meio.

No entanto, de acordo com Nobre (2005) a presenca isolada dos metabdlitos
celulares de todas as bactérias testadas ndo foi suficiente para diminuir as
porcentagens de células vivas de S. cerevisiae. Com excessao da bactéria B. subitilis
inativada por radiacdo, as demais bactérias (B. coagulans, B. stearothermophilus, L.



42

fermentum e L. plantarum) tratadas pelos diferentes processos (calor, radiacdo e
antimicrobiano) ndo causaram diminuicdo da viabilidade celular e da populagcdo das
leveduras, indicando que a presenca isolada dos metabolitos celulares dessas bactérias
nao foi suficiente para reduzir a porcentagem de células vivas e a densidade
populacional da levedura. A acidez do meio juntamente com a presenca das bactérias
foram os principais fatores relacionados a diminuicdo da viabilidade celular de S.
cerevisiae.

Muitas espécies de bactérias sdo capazes de secretar inibidores, em especial o
Streptomyces spp, que pode produzir ciclohexamina, cloranfenicol e nistatina, entre
outros compostos e que séo utilizados como medicamentos para inibir o crescimento de
leveduras (WALKER, 1998). Quadri (2002) relatou que bactérias laticas produzem
peptideos com a funcédo de executar a comunicacdo célula-célula e exercer atividade
antimicrobiana. Esta forma de inibicdo torna evidente que ainda sdo muitos os aspectos
da interacao existente entre leveduras e bactérias laticas a serem conhecidos.

Em algumas situacbes a presenca da levedura favorece o desenvolvimento
bacteriano, em outros casos a fermentacdo € considerada um otimo inibidor da
multiplicacdo bacteriana, seja pela presenca do etanol, de &cidos orgéanicos ou pela
rapida assimilacdo do substrato (BASSO et al., 1997; THOMAS et al., 2001; ALVES,
2000). O desenvolvimento de Lactobacillus sp quando em cultura mista com leveduras
pode ser devido a excrecdo de nutrientes, da levedura para o meio, como adenina,
guanina, acido asparico e nicotinico, triptofano, glicina, alanina, e lisina
(NARENDRANATH et al.,, 1997; CHIN; INGLEDEW, 1994). O estimulo ao
desenvolvimento bacteriano também é causado pela liberacdo de aminoacidos, cuja
presenca no meio fermentativo pode ser causada pela autélise das células de leveduras
(OLIVA-NETO; YOKOYA, 1997; OLIVA-NETO, 1995).

Em ensaios de laboratério com contaminacdo bacteriana deliberada
(ALVES,1994), foi possivel demonstrar que o acido latico, produzido exclusivamente
pela bactéria, serve como indicador da contaminacao bacteriana, enquanto que o acido
succinico seria produto majoritariamente formado pela levedura. No mesmo trabalho
observou-se que o acido acético seria produzido por ambos 0s microrganismos. Mais

recentemente foi possivel verificar que o manitol, formado exclusivamente pelas
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bactérias laticas durante a fermentacdo, igualmente se presta como indicador
bioguimico da intensidade da contaminagdo bacteriana na fermentacdo alcodlica
(EGGLESTON et al., 2007). Sugere-se que os indicadores bioquimicos (acido latico
e/ou manitol), possam refletir mais fielmente a atividade metabodlica das bactérias
contaminantes do que a populacdo bacteriana per se. Por outro lado a formacédo do
acido succinico correlaciona-se com o crescimento da levedura (BASSO et al., 1997).
Tais trabalhos forneceram os fundamentos para se acessar as atividades
metabdlicas de leveduras e bactérias laticas coexistindo num ambiente fermentativo,
permitindo uma avaliacdo do antagonismo entre estes dois grupos de microrganismos

mediante a formacéo de metabdlitos (lactato, succinato, acetato, manitol e etanol).

2.4 As bactérias laticas

Bactérias produtoras de acido latico, freqientemente denominadas “Bactérias
Laticas” (BLs), séo representadas pelos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus e Streptococcus. Em geral, sdo caracterizadas como microrganismos
Gram-positivos, nao esporogénicos, catalase negativos, citocromo ausente,
aerotolerantes, nao redutores de nitrato a nitrito, exigentes quanto a fatores nutricionais,
tolerantes a acido e estritamente fermentativos com a formacao de acido lactico como
principal produto da degradacédo de acucar. (YOKOYA et al., 1997; KANDLER, 1983,
CARR et al., 2002).

Constituem-se um diversificado grupo de microrganismos associados a plantas,
carnes e produtos derivados do leite. S&o microrganismos amplamente conhecidos e
comercialmente importantes por participarem do processamento de bebidas alcodlicas,
carnes, vegetais e produtos lacteos, como iogurtes, queijos e leites fermentados. Seus
efeitos benéficos na industria de alimentos ainda incluem a habilidade de produzir
compostos aromaticos e realcadores de sabor (CARR et al., 2002).

Apesar de sua importancia na industria de alimentos, as BLs constituem um sério
problema nos processos fermentativos de producdo de combustivel ou de bebidas

alcoolicas fermento-destiladas. Isso porque esses contaminantes sao tolerantes as
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temperaturas elevadas, ao baixo pH e apresentam habilidade de -crescimento
extremamente rapido (NARENDRANATH et al., 1997).

O género Lactobacillus, principal contaminante na producdo de etanol
combustivel, pode ser enquadrado em trés grupos distintos quanto ao modo como
realiza a degradacao dos carboidratos (KANDLER, 1983; KANDLER; WEISS, 1986). Os
trés grupos assemelham-se pelo fato de degradarem apenas hexoses, mas diferem
pelo modo como a cadeia de carbono de tais compostos é metabolizado. No grupo
formado por homofermentativos obrigatorios, as hexoses sdo convertidas quase que
exclusivamente em &cido lactico pela via Embden-Meyerhof. Nesse grupo, 1 mol de
hexose leva a formacao de 2 moles de acido latico e 2 moles de ATP. Tal metabolismo
€ caracterizado pela quebra de frutose 1,6-bifosfato em duas trioses fosfato (3C), as

guais sao posteriormente convertidas a lactato (Figura 1).

HOMOFERMENTATIVO HETEROFERMENTATIVO
Glicose = Glicose-6-P FrUtoie'G'P 4—— Fnutose
Frutose = Frutose-6-P Glicose =¥ Glicose-6-P
2 NAD
co, g 2 NADH
Frutose-1,6-di-P Xilulose-5-P
Gliceraldeido-3-P Ad)—b\ Dihidroxi-acetona-P Gliceraldeido-3-P Acetil-P =P Acetato
NAD
g NADH
Piruvato Lactato Acetil-CoA
1§ NADH 2 NADH
NAD g 2 NAD
Lactato Etanol

Figura 1 - Representagdo esquematica simplificada das vias do metabolismo homofermentativo e
heterofermentativo em bactérias laticas do género Lactobacillus (Adaptado de Kandler, 1983)

No grupo formado por lactobacilos heterofermentativos obrigatérios, as bactérias
utilizam a via 6-fosfogluconato/fosfocetolase para a fermentacdo de hexoses. Em

condicbes de anaerobiose, hexoses sdo convertidas em quantidades equimolares de
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acido lactico, etanol e/ou &cido acético, gas carbdnico e ATP. Tais bactérias realizam a
oxidacao de glicose-6-fosfato a gluconato-6-fosfato, o qual sofre descarboxilagéo (perda
de uma molécula de gas carbonico) e posterior desdobramento da pentose resultante
(xilulose-5-fosfato) em duas moléculas, sendo uma de trés (gliceraldeido-3-fosfato) e
outra de dois atomos de carbono (acetil-fosfato). O gliceraldeido-3-fosfato d&a origem ao
lactato, enquanto o acetil-fosfato pode seguir dois caminhos distintos, transformando-se
em acetato ou em etanol. Quando acetil-fosfato € convertido a acetato ao invés de
etanol, 1 mol adicional de ATP pode ser produzido (Figura 1) (KANDLER, 1983;
KANDLER; WEISS, 1986).

O ultimo grupo € composto pelos lactobacilos heterofermentativos facultativos.
Tais organismos sao capazes de fermentar hexoses de forma semelhante ao grupo
homofermentativo. No entanto, sob condicbes de limitacdo de glicose, algumas
espécies podem converter as hexoses em acido lactico, acido acético e/ou etanol
(KANDLER, 1983; KANDLER; WEISS, 1986).

De acordo com tais mecanismos, 0s trés tipos de metabolismo podem ser
determinados com base nos produtos finais da fermentacéo latica (KANDLER, 1983),
dentre os quais encontram-se 0s &cidos latico e acético, etanol e gas carbdnico. De um
modo geral, fermentacdes que resultam na formacdo de &cido latico como produto
majoritario sdo conduzidas por lactobacilos do tipo homofermentativo. Por outro lado,
fermentacdes que apresentam, além do &cido latico, etanol e/ou &cido acético como
produtos principais, sao realizadas por lactobacilos com biotipo heterofermentativo.

Estudos recentes vém demonstrando que a producdo e excrecdo de manitol,
caracteristica exclusiva das bactérias laticas heterofermentativas, & superada apenas
pelo lactato, sendo, portanto, o segundo metabdlito bacteriano mais abundante,
responsavel por desvio significativo do agucar do meio (BASSO, 2006).

Sabe-se ainda que as diferentes bactérias laticas produzem uma mistura dos
estereoisdmeros D(-)-lactato e L(+)-lactato, em diferentes proporgcdes, dependendo da
presenca e atividade da enzima desidrogenase latica (nLDH) especifica, a qual é
dependente da NAD+. A quantidade equimolar dos acidos D e L-latico deve-se a
presenca de quantidades iguais das enzimas D-nLDH e L-nLDH (KANDLER, 1983;

MANOME et al., 1998). Além disso, pode-se verificar em alguns casos, a producdo da
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enzima racemase, com a funcéo de converter o acido L-latico em D-latico e vice-versa
(GARVIE, 1980).

Além da finalidade taxondémica, as propor¢cfes dos isbmeros Oticos do acido
latico, D(+) e L(-), também encontram aplicacfes tecnolbégicas. Assim, a producao
microbioldgica de tal acido se constitui ha matéria-prima para a fabricacdo do acido
polilatico, um plastico versatil e biodegradavel, cujas caracteristicas tecnoldgicas sao
condicionadas pelas proporcdes dos isbmeros do acido latico (HOFVENDAHL; HAHN-
HAGERDAL, 2000; ZHOU et al., 2003). Sabe-se também que o isbmero 6tico D(-)-
lactato ndo é metabolizado pelos tecidos animais e de plantas superiores, sendo
considerado um composto nao fisiolodgico (antinatural) na alimentacdo humana, razéo
pela qual se recomenda a restricdo de seu consumo, bem como um incremento no
contetdo da forma L(+)-lactato nos alimentos fermentados (KANDLER, 1983).

De acordo com Costa et al. (2008), os contaminantes do género Lactobacillus
encontrados em processos fermentativos industriais de producéo de etanol podem se
apresentar nos 3 biotipos fermentativos (homofermentativo obrigatério e
heterofermentativos facultativo e obrigatorio), produzindo as mais variadas proporcdes
dos isbmeros 6ticos (D e L) do acido latico.

Em decorréncia destas consideracdes, se propde neste trabalho avaliar as
relagBes antagbnicas entre leveduras e bactérias laticas apresentando metabolismos
distintos (homo e heterofermentativo) em diferentes condi¢des, buscando ndo apenas
um melhor entendimento das relacdes troficas entre os dois grupos de microrganismos,
como também identificar linhagens que exercam maior antagonismo em relacdo as

bactérias, com impacto positivo na eficiéncia do processo industrial.

2.5 Objetivos

O presente estudo teve como objetivo avaliar o antagonismo entre leveduras e
bactérias contaminantes do processo industrial de producdo de etanol. Para tal foram
avaliados o crescimento dos dois microrganismos, ndo apenas com relacdo a
densidade de células no meio e sua viabilidade, como também através de suas

atividades metabdlicas, acessadas pela formacdo de metabdlitos especificos (acidos
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latico, succinico e acético, manitol e etanol). Tais experimentos também permitiram
avaliar os efeitos antibacterianos de cada linhagem de levedura e foram conduzidos nas

seguintes modalidades:

I) Antagonismos entre diferentes leveduras industriais e bactérias laticas com

metabolismos homo e heterofermentativo em condi¢des de laboratdrio.

Experimento principal:

1. Efeito das bactérias homofermentativas sobre leveduras (BG-1, CAT-1, PE-2 e
Fleischmann)

2. Efeito das bactérias heterofermentativas sobre leveduras (BG-1, CAT-1, PE-2 e

Fleischmann)

Experimentos suporte:

3. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem BG-1

4. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem CAT-1

5. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem PE-2

6. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem Fleischmann

II) Antagonismos entre diferentes leveduras industriais e bactérias laticas com
metabolismos homo e heterofermentativo simulando as condi¢cdes industriais de

producéo de etanol.

1. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem BG-1

2. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem CAT-1

3. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem PE-2

4. Efeito das bactérias homo e heterofermentativas sobre a linhagem Fleischmann
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” — ESALQ/USP, Piracicaba — Séo Paulo.

3.1 Microrganismos

Foram avaliadas quatro linhagens de leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae, sendo uma de panificagdo (Fleischmann) e trés linhagens amplamente
empregadas no processo industrial de producéo de etanol (BG-1, CAT-1 e PE-2). O
resgate foi feito da colecédo do laboratério, onde estas leveduras permanecem em meio
YPD sdélido (extrato de levedura - 1%, peptona - 1%, dextrose — 2%, agua destilada,
agar — 1,5%) sendo reativadas em 5 mL de meio YPD liquido (mesma composicado, sem
agar), onde permaneceram incubadas a 32 + 1°C por 24 horas.

Para ambos os Experimentos (I e Il), foram utilizadas as linhagens de
Lactobacillus FT025B (L. plantarum), do tipo homofermentativo e FT230B (L.
fermentum), do tipo heterofermentativo. Além destas, a linhagem FT432B (L. fructosus),
uma bactéria indutora de floculagdo em leveduras e também do tipo heterofermentativo,
foi testada frente a trés das linhagens de leveduras avaliadas (BG-1, PE-2 e
Fleischmann) apenas no Experimento Il. Tais bactérias foram adquiridas da colecdo de
Lactobacillus da empresa Fermentec Ltda., microrganismos estes isolados de ambiente
industrial de producao de etanol.

As bactérias, mantidas congeladas em leite desnatado (CHERUBIN, 2003),
foram reativadas em 5 mL de meio MRS liquido (1,0%, dextrose - 2,0%, TWEEN 80 -
0,1%, fosfato dibasico de potassio - 0,2%, acetato de sédio - 0,5%, citrato de amoénio
dibasico - 0,2%, sulfato de magnésio - 0,01%, sulfato de manganés - 0,005%) e

incubados a 32°C por 24 horas.
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3.2 Cultivo dos microrganismos

No Experimento |, apds a ativacdo das culturas bacterianas e das leveduras, foi
inoculado um volume contendo aproximadamente 10° células por mL (de cada
microrganismo) em 8 mL de meio MBL estéril [extrato de levedura (0.5%); peptona
(0.5%); frutose (1%); glicose (1%); Ko;HPO, (0,2%); MgS0O4.7H,0 (0,02%); MnSO4H,0
(0,001%)] e incubados a 32°C por 24 horas. Contagens prévias do numero de
células/mL determinaram o volume de cada in6culo a ser inserido no co-cultivo, a fim de
se garantir a mesma proporcédo (1:1) de células de leveduras e de células bacterianas
em todos os cultivos. Aliquotas de 1 mL foram coletadas apos 24 horas de cultivo e
centrifugadas para andlise dos &cidos organicos e outros metabdlitos.
Concomitantemente, duas aliquotas de 0,2 mL foram coletadas para determinacao da
viabilidade e do nimero de células de leveduras e bactérias ao microscopio 6ptico. Um
tratamento controle foi feito inoculando-se apenas a levedura, a fim de se acompanhar
o crescimento de cada linhagem na auséncia de bactérias e compara-lo com os cultivos
conjuntos de leveduras e bactérias.

O antagonismo entre leveduras e bactérias com metabolismos homo- e
heterofermentativos foi também avaliado mediante fermentacdes com reciclo de células,
simulando o processo industrial de producdo de etanol (Experimento Il). Para isso, foi
avaliado o perfil fermentativo das quatro linhagens de leveduras testadas em cultivo
conjunto com bactérias homofermentativas, heterofermentativas e ainda na auséncia de
bactérias (tratamento controle). Apenas para a levedura CAT-1 foram realizados trés
diferentes tratamentos, pois esta foi testada em cultivo conjunto com somente uma
linhagem de bactéria homofermentativa e uma heterofermentativa (FT025B e FT230B),
além do tratamento controle. Para as demais linhagens, uma outra bactéria
heterofermentativa também foi avaliada (FT432B), no intuito de se comprovar 0s
resultados para a linhagem igualmente heterofermentativa FT230B. Tais experimentos
apresentaram, portanto, quatro diferentes tratamentos.

As diferentes linhagens de leveduras foram inicialmente propagadas em
anaerobiose a 32-33°C em meio de melaco contendo 10% de ART, duplicando-se o

volume da suspensdo a cada 24 horas até que fosse atingida biomassa celular
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suficiente para o ensaio, a qual foi coleta por centrifugacdo (800 x g por 20 minutos).
Paralelamente, as culturas de bactérias foram propagadas em meio MRS a 32°C, até
volume de suspensédo de 100 mL com densidade de células suficiente.

Para cada experimento, o inoculo inicial foi de aproximadamente 10% (m/v) de
fermento e um volume da cultura de bactérias contendo cerca de 108 células/mL, o qual
corresponde a um nivel de contaminacao considerado elevado no processo industrial.
Os ensaios de fermentagdo foram conduzidos a 32-33°C em tubos de centrifuga de 150
mL de capacidade (trés repeticbes para cada tratamento), contendo inicialmente 7,0 -
7,5 g de biomassa Umida de levedura. As amostras foram alimentadas com trés
porcBes de 20 mL de mosto a base de caldo de cana e melaco (cada matéria-prima
contribuindo em 50% do ART final). Ao final da fermentacdo (que foi monitorada por
pesagens antes e depois de cada alimentacdo) a levedura foi separada do vinho
mediante centrifugacdo a 800 x g por 20 minutos, pesada e ressuspensa em 20 mL de
adgua destilada esterilizada, sendo em seguida novamente alimentada com mosto,
perfazendo-se assim 5 ciclos fermentativos. Em cada ciclo, além das andlises
anteriormente descritas para 0s outros experimentos, foram estimados o rendimento
fermentativo, o crescimento da biomassa, o pH dos vinhos e os teores de glicerol e
acucares residuais nos vinhos (sacarose, glicose e frutose). A viabilidade celular de
leveduras e bactérias, como nos demais ensaios, foi feita mediante contagem ao
microscopio Optico. Adicionalmente, a populacdo bacteriana foi ainda estimada (em
UFC.mL™) pelo método do Microplaqueamento em Gotas, conforme a metodologia

proposta por Silva et al. (1996), a fim de se comparar as duas metodologias.

3.3 Analises quimicas e microbiolbgicas

3.3.1 Andlises microbioldgicas

No Experimento |, a viabilidade celular e a populagédo de células de leveduras e
de bactérias foram determinadas no momento do indculo e no final do experimento

(apbs 24h). Para o Experimento Il, essas determinacfdes foram realizadas ao final de
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cada ciclo fermentativo. Tal analise foi feita mediante coloragéo diferencial das células
pela solucdo de eritrosina em tampé&o fosfato e posterior contagem das células viaveis,
gue permanecem incolores, e ndo viaveis, as quais adquirem uma coloracdo rosea
intensa na presenca do corante. As mesmas analises foram feitas para as bactérias,
sendo que neste caso o corante utilizado foi uma solugéo de Azul de Metileno (0,2%) e
Sulfato Azul de Nilo (2,0%), segundo Oliveira et al. (1996).

A populacdo bacteriana foi também estimada por meio do método do
Microplagueamento em Gotas (SILVA et al., 1996) no Experimento Il. Placas de petri
contendo meio de cultivo MRS &gar com solucdo de actidiona (10 ppm) foram
preparadas 72 horas antes do plagueamento das amostras e incubadas a 32°C, de
modo a permitir a desidratacdo parcial do meio, possibilitando melhor absorcdo das
gotas de amostra. Apds a diluicdo seriada das amostras em agua peptonada (1 g de
peptona.L™? 4gua destilada esterilizada), foram aplicadps 10 pL das amostras diluidas
sobre a superficie do meio. Para cada amostra, foram utilizadas trés diferentes diluicdes
seriadas (geralmente de 10% 10° e 10° em uma Unica placa, sendo feitas trés
repeticdes para cada diluicdo (Figura 2). As placas foram mantidas em repouso durante
40 a 50 minutos para a absorgéo das gotas e em seguida incubadas a 32°C durante 48
horas. Passado o periodo de incubacdo, foram realizadas as leituras do namero de
colonias nas diluicdbes que apresentaram entre 4 a 40 colbnias para cada gota
depositada. De acordo com Cherubin (2003) a metodologia de microplagueamento em
gotas foi equivalente ao plagueamento em profundidade para determinar a populacdo
de L. fermentum CCT 1407 tanto em cultura isolada quanto em cultivo misto com S.
cerevisiae.

No Experimento Il também determinou-se a as taxas de brotamento para cada
linhagem de levedura, por meio da contagem de brotos vivos em relagdo ao numero de

células viaveis.
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Figura 2 - Microplaqueamento em Gotas contendo 3 repeticdes de cada diluigdo seriada para uma Unica
amostra (10*, 10° e 10°

3.3.2 Andlises de agucares, glicerol e manitol mediante HPAEC

A quantificacdo de glicose, frutose, sacarose, glicerol e manitol no meio de
crescimento foram estimadas mediante cromatografia de troca aniénica (HPAEC)
empregando-se o0 equipamento Dionex DX-300 (Sunnyvale, CA, USA) equipado com
coluna Carbopak PA-1 e detector de amperometria de pulso, tendo NaOH 100mM como

fase moével a um fluxo de 0.9mL.min*.

3.3.3 Andlises de acidos organicos e etanol mediante HPLC

A formacgéo de &cidos organicos (acidos succinico, latico e acético) e de etanol
foram estimados mediante cromatografia liquida (HPLC) empregando-se para tanto
coluna de exclusdo ibnica Aminex HPX-87H BioRad (Hercules, CA, USA) a 65°C,

utilizando-se H,SO, 5mM como fase mével a uma vazédo de 0,6mL.min e detector de
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indice de refracdo CG 410 (Instrumentos Cientificos C.G. LTDA, Sao Paulo, Brasil),
conforme descrito por Alves (1994).

3.3.4 Andlises de pH, biomassa, velocidade da fermentacéo e trealose

Os teores de biomassa foram determinados através da pesagem do fermento
apos a centrifugacdo ao final de cada ciclo. A velocidade de fermentacdo de cada
linhagem de levedura foi determinada por meio da emissdo de CO, acessada pela
diferenca de peso dos tubos a cada uma hora e meia durante a fermentacdo. O pH dos
vinhos delevurados foi também determinado ao final de cada ciclo fermentativo. Os
contetdos de trealose na levedura foram estimados mediante extracdo com acido
tricloroacético 0,2M em banho de gelo durante 20 minutos (50 mg de matéria seca de
levedura para 2 mL de extrator), seguido de quantificacdo no sobrenadante (3.000rpm
por 10 minutos) mediante cromatografia ibnica (HPAEC, Dionex DX 300) com
padronizacdo externa e nas mesmas condicdes operacionais empregadas para a
dosagem dos acucares (BASSO et. al., 2008).

3.3.5 Andlises de etanol e calculo da eficiéncia fermentativa

Para o Experimento Il (simulando condi¢bes industriais), os teores de etanol
foram determinados mediante destilagdo por arraste de vapor (por um microdestilador
Kjeldhal, Piracicaba, Brasil) seguido por densimetria, utilizando-se o densimetro digital
(Anton-Paar DMA-48, Graz — Austria). O calculo da eficiéncia fermentativa (rendimento
alcoolico) foi baseado na equacdo estequiométrica da fermentacdo alcodlica,
considerando-se que 100g de glicose (ou ART) resultariam em 51,11 g de etanol (para

eficiéncia de 100% de conversao).



55

3.4 Andlise estatistica

Foram comparadas a viabilidade celular de leveduras e bactérias bem como a
populacdo de células entre os tratamentos com bactérias de metabolismo homo- e
heterofermentativo e com o tratamento controle (sem inoculacéo de bactérias) para as 4
linhagens de leveduras analisadas. Além disso, foram feitas comparacbes entre a
producdo de acidos organicos e de outros metabdlitos de bactérias e leveduras em
todos os tratamentos (acido succinico, acido latico, acido acético, glicerol, manitol e
etanol).

No Experimento Il foram ainda comparados o rendimento fermentativo, a
formacao de biomassa, o pH dos vinhos e os teores de glicerol e aglcares residuais
nos vinhos (sacarose, glicose e frutose) para todos os tratamentos dentro de cada ciclo
fermentativo.

As comparac¢fes de médias foram feitas pelo teste de comparacfes multiplas de
Tukey, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). Para a execucdo das analises foi
utilizado o pacote estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS INSTITUTE,
1990).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento | (condi¢cdes de laboratério)

4.1.1 Experimento principal

Analisando-se o crescimento de bactérias homo- e heterofermentativas em co-
cultivos com leveduras industriais, pode-se notar que ndo houve diferenca estatistica
neste parametro em ambas as linhagens de bactérias (homo e heterofermentativa) na
presenca de nenhuma das linhagens de leveduras (Tabelas 1 e 2). O mesmo ocorreu
com a viabilidade das bactérias, com excecdo do co-cultivo entre as linhagens CAT-1 e
FT025B, onde a viabilidade bacteriana foi menor em relacéo ao cultivo com as demais
linhagens de leveduras.

A presenca da bactéria homofermentativa (FT025B) ndo afetou o crescimento de
nenhuma das linhagens de leveduras. Por outro lado, a viabilidade de todas as
leveduras diminuiu consideravelmente na presenca de tal linhagem de bactéria, assim
como o pH do meio apés 24 horas de crescimento (Tabela 1). No experimento com a
linhagem heterofermentativa (FT230B), o crescimento das linhagens BG-1 e CAT-1 foi
estatisticamente menor na presenca das bactérias e, com excecdo da linhagem
Fleischmann, a viabilidade das leveduras néo foi afetada quando houve o inoculacao de
bactérias, ao contrario do que ocorreu com a linhagem homofermentativa. Com relacao
ao pH do meio, também se observou menores valores na presenca da linhagem
bacteriana heterofermentativa (Tabela 2). Tais dados sugerem um efeito especifico da
linhagem de levedura sobre o crescimento e viabilidade das bactérias, bem como um
efeito do tipo metabdlico bacteriano (homo ou heterofermentativo) sobre os mesmos
parametros das leveduras.

De acordo com Cherubin (2003), diferentes linhagens, tanto de leveduras quanto
de bactérias, podem afetar de maneira distinta o crescimento ou a viabilidade do outro
microrganismo presente no cultivo. Tal autor demonstrou que, em experimentos com
reciclos fermentativos, a linhagem M-26 de S. cerevisiae, por exemplo, exerceu maior
inibicdo a multiplicagéo do L. fermentum CCT 1407 que a linhagem PE-2. Aléem disso, a

linhagem Fleischmann exerceu maior estimulo & multiplicagdo da bactéria que a
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linhagem PE-2, sendo esse estimulo inversamente proporcional a viabilidade celular

apresentada pela levedura.

Tabela 1 - Populaces iniciais e finais (24 horas) de leveduras e bactérias, bem como suas respectivas
viabilidades e valores de pH do meio MBL apds 24 horas de crescimento

2o 7 4 -1
TRATAMENTO B?ctenas_l Viab. (%) Leveduras (10" cél.mL™) Viab. (%) pH
(10" cél.mL™) Oh 24h
BG-1 - - - - 1,3 +0,06 9,8 AB 0,16 99 A +0,7 50B
BG-1/025 834A 232 22AB +5,1 1,3 +0,06 8,2AB 0,58 75CD +52 3,6 CD
CAT-1 - - - 1,3 +0,06 12,7A 3,48 98 A +1,4 50B
CAT-1/025 82,7A 10,6 15B +3,3 1,3 +0,06 7,8AB 1,24 84BC +4,5 3,6C
PE-2 - - 1,2 +0,06 9,0AB 10,97 99 A +0,8 52A
10,3
PE-2/025 89,4A +325 24AB 155 1.2 +0,06 AB +2,68 67 D +6,4 35E
FL - - - 0,8 +0,02 55B +0,72 95 AB +0,9 51A
FL/025 79,6 A  +756 27 A +2,3 0,8 +0,02 59B +2,30 32E +38 3,5DE

%Inéculo bacteriano: 1,49 (+0,2) (107 células.mL?).

Tabela 2 - Populag6es iniciais e finais (24 horas) de leveduras e bactérias, bem como suas respectivas
viabilidades e valores de pH do meio MBL apés 24 horas de crescimento

Bactérias

Leveduras (10° cél.mL™

TRATAMENTO c . Viab. (%) Viab. (%) pH
(107 cél.mL? Oh 24h

BG-1 - . - - 14 008 127A 060 100A 00 4,9AB
BG-1/230 265A 314 52A 11 14 2008 10,7BC 063 99A %00 43C
CAT-1 - . - - 1,7 006 12AB 054 100A 05 4,9AB
CAT-1/230 30,7A 800 42A 32 1,7 006 96C 075 99A 05 43C
PE-2 - ; - - 1 005 102C 037 98AB 498
PE-2/230 376A 850 38A i1 1 £005 94C 044 97B 42C
FL - - - - 08 011 55D 040 94C %05 51A
FL/230 37,7A 297 25A 47 08 011 53D %062 91D 20 40D

®Inéculo bacteriano: 0,97 (+0,09) (10" células.mL™).

Com relacdo aos principais acidos organicos presentes no meio de crescimento,

pode-se notar que a producao de 4cido succinico ndo diferiu entre os tratamentos com
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e sem bactéria para a maioria das linhagens de leveduras, tanto para a linhagem de
bactéria homo como para a heterofermentativa (Figuras 3 e 4). Para a linhagem CAT-1,
houve uma maior producéo deste acido na presenca da linhagem homofermentativa, o
que pode explicar a menor viabilidade da bactéria na presenca desta linhagem de
levedura, proveniente entre um efeito sinergistico entre o acido succinico e o etanol,
conforme sugerido anteriormente (BASSO et al., 1997). Recentemente, foi demonstrado

gue tal efeito ocorre entre o acido latico e o etanol (DORTA et. al, 2006).

Acido Succinico

1,2

AB AB

0,8

0,4 1

Concentracdo (mM)

0,0 -

BG CAT PE FL

B Sem Bactéria @ Com Bactéria FT025B

Figura 3 - Concentragdo (mM) de &cido succinico no meio de crescimento ap0s 24 horas de cultivo
conjunto entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo
(Fleischmann) com a bactéria FT025B
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Figura 4 - Concentragdo (mM) de &cido succinico no meio de crescimento apdés 24 horas de cultivo
conjunto entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo
(Fleischmann) com a bactéria FT230B

A presenca de acido latico, principal subproduto do metabolismo das bactérias
laticas, foi detectada tanto nos cultivos com a bactéria homofermentativa, como nos
meios inoculados com a heterofermentativa. No entanto, fica evidente que os teores de
acido latico sédo significativamente superiores quando houve um inéculo de bactéria
homofermentativa (Figuras 4 e 5), uma vez que neste tipo metabdlico, a metabolizacéo
de hexoses leva a formacdo quase que exclusiva deste acido, ao passo que bactérias
heterofermentativas dissimilam as hexoses para outros produtos além do acido latico,
tais como acido acético, etanol e manitol (KANDLER, 1983; VAN WEYMARN, 2002;
EGGLESTON et al., 2007; COSTA et al., 2008). Cabe ressaltar que o meio contendo a
linhagem CAT-1 em co-cultivo com a bactéria homofermentativa apresentou menor teor
deste acido quando comparado com as demais linhagens de leveduras (Figura 5). Tal
resultado pode estar correlacionado com a menor viabilidade desta bactéria na
presenca da linhagem CAT-1, confirmando-se a maior antibiose exercida por esta
linhagem quando comparada com as demais leveduras. Além disso, no meio onde
houve o crescimento das linhagens Fleischmann e FT230B, pb6de-se notar maior

producéo de acido latico pela bactéria (Figura 6).
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Acido Latico
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Figura 5 - Concentracdo (mM) de &cido latico no meio de crescimento apés 24 horas de cultivo conjunto

entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificag8do (Fleischmann) com a
bactéria FT025B
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Figura 6 - Concentracao (mM) de &cido latico no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto

entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo (Fleischmann) com a
bactéria FT230B

Com relacéo ao acido acético, ndo foi observado diferenca significativa entre os
tratamentos com e sem bactéria para nenhuma das linhagens de levedura quando foi

feito o indculo da bactéria homofermentativa (Figura 7). No caso da linhagem FT230B
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(heterofermentativa), observou-se que no tratamento com bactéria, o meio de
crescimento apresentou maiores quantidades de acido acético quando comparado ao
tratamento sem bactéria (Figura 8).

Tais resultados estdo de acordo com o tipo de metabolismo de cada linhagem de
Lactobacillus, uma vez que fermentacbes que resultam na formacédo de acido latico
como produto majoritario sdo conduzidas por Lactobacillus do tipo homofermentativo,
enquanto aquelas que apresentam, além do &cido latico, etanol e/ou acido acético como
produtos principais, sédo realizadas por Lactobacillus com biotipo heterofermentativo
(KANDLER, 1983).

No experimento com a linhagem homofermentativa, o tratamento com a levedura
PE-2 e Fleischmann foram as que apresentaram menores teores de acido acético em
comparacao com as demais leveduras (Figura 7), o que poderia indicar por sua vez
uma diminuicdo da atividade metabdlica desta linhagem de levedura por acdo da
bactéria homofermentativa, uma vez que o acido acético deve estar sendo produzido
exclusivamente pela levedura. Além disso, ocorreu novamente uma menor producéo de
acido no experimento conduzido com a levedura CAT-1, em co-cultivo com a linhagem
heterofermentativa (Figura 8), nestas condi¢cdes refletindo uma menor atividade
metabolica da bactéria heterofermentativa.
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Acido Acético

Concentracdo (mM)

BG CAT PE FL

B Sem Bactéria @ Com Bactéria FT025B

Figura 7 - Concentragdo (mM) de acido acético no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto

entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificag8o (Fleischmann) com a
bactéria FT025B

Acido Acético

Concentragéo (mM)

BG CAT PE FL

B Sem Bactéria @ Com Bactéria FT230B

Figura 8 - Concentragdo (mM) de &cido acético no meio de crescimento apés 24 horas de cultivo conjunto

entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo (Fleischmann) com a
bactéria FT230B

O glicerol é produto secundario mais abundante da fermentacdo, sendo
produzido em maiores quantidades quando a levedura se encontra em condi¢bes
estressantes (ALVES, 1994 e ALVES, 2000). Sua producao implica em um desvio da
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metabolizacdo do agucar, podendo afetar negativamente o rendimento fermentativo
(OURA, 1977; ALVES, 1994).

Para a bactéria homofermentativa, a producéo de glicerol foi significativamente
menor no tratamento com bactéria para as 4 linhagens de leveduras (Figura 9). No caso
da bactéria heterofermentativa, a producdo deste composto foi mais elevada no
tratamento com bactéria para todas a linhagens de leveduras analisadas, exceto para a
linhagem PE-2 (Figura 10). Esta constatacdo deixa a intrigante duvida se estaria
ocorrendo consumo de glicerol pela bactéria homofermentativa, pois tem se
estabelecido que a presenca de bactérias laticas em co-cultivos com leveduras resultam
num aumento da producdo de glicerol pelas ultimas como uma estratégia de manter o
balanco redox em situacdes de estresse (OURA, 1977; THOMAS et al.,, 2001;
MEIGNEN et al., 2001).

Glicerol

12 +

Concentragdo (mM)

BG CAT PE FL

B Sem Bactéria B Com Bactéria FT025B

Figura 9 - Concentragdo (mM) de glicerol no meio de crescimento apés 24 horas de cultivo conjunto entre
as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panifica¢do (Fleischmann) com a bactéria
FT025B
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Figura 10 - Concentragdo (mM) de glicerol no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto
entre as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificagdo (Fleischmann) com a
bactéria FT230B

Os teores de etanol encontrados no meio de crescimento da maioria das
leveduras foram significativamente menores na presenca da bactéria para ambas as
linhagens (homo e heterofermentativa) (Figuras 11 e 12). No entanto, observou-se que
apenas para a levedura CAT-1 a producéo de etanol ndo foi significativamente afetada
pela presenca de nenhum dos diferentes biotipos fermentativos de bactéria. O anion
lactato produzido por bactérias laticas contaminantes tem sido registrado como o
inibidor mais potente da producédo de etanol por linhagens de leveduras (MAKANJUOLA
et al., 1992; NARENDRANATH et al., 1997).

Como esperado, os niveis de manitol puderam ser detectados apenas na
presenca da bactéria heterofermentativa. Nos demais tratamentos (na auséncia de
bactérias e na presenca da linhagem homofermentativa), ndo houve producdo deste
composto. A biossintese de manitol em bactérias lacticas homofermentativas tem inicio
com o intermediario da via glicolitica frutose 6-fosfato. Acredita-se que a producdo de
manitol seja uma via alternativa a formacdo de acido lactico para a regeneragdo de
NAD+. No caso das bactérias com metabolismo heterofermentativo, o manitol é o
produto resultante da reducdo da frutose, a qual é catalisada pela enzima manitol
desidrogenase NADH-dependente (VAN WEYMARN, 2002).
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Figura 11 - Concentragdo (mM) de etanol no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto entre

as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo (Fleischmann) com a
bactéria FT025B
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Figura 12 - Concentracdo (mM) de etanol no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto entre

as leveduras industriais (BG-1, CAT-1 e PE-2) e a de panificacdo (Fleischmann) com a
bactéria FT230B

4.1.2 Experimentos suporte

Os experimentos a seguir (denominados de “experimentos suporte”) foram

concebidos no intuito de verificar o efeito das duas linhagens de bactéria, com
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metabolismos distintos, sobre cada linhagem de levedura, separadamente, de forma
que os resultados observados nos experimentos anteriores fossem ou nao
comprovados. De acordo com os dados da Tabela 3, pode-se notar que a viabilidade
das bactérias empregadas no presente estudo foi afetada de modo distinto para as
duas linhagens. De uma forma geral, a viabilidade da linhagem FT025B
(homofermentativa) mostrou-se reduzida em relagdo a linhagem FT230B
(heterofermentativa), apesar do crescimento de ambas terem sido semelhantes.

Observou-se também que o crescimento e a viabilidade das 4 linhagens de
levedura (BG-1, CAT-1, PE-2 e Fleischmann) avaliadas foram afetados de forma
semelhante, sendo que no meio contendo a bactéria FT025B tais parametros foram
menores do que no meio controle e no meio inoculado com a bactéria FT230B. Cabe
ainda ressaltar que nos tratamentos inoculados com a linhagem bacteriana FT230B, as
viabilidades das 4 leveduras permaneceram praticamente iguais as do tratamento
controle (n&o-inoculado) ao final das 24 horas (Tabela 3).

Os valores médios de pH no meio apés 24 horas de crescimento (Tabela 3)
foram distintos para os 4 tratamentos. No meio controle, ou seja, ho meio nao inoculado
com bactéria, observou-se valores mais elevados de pH para as 4 linhagens de
levedura. No caso dos meios inoculados com bactérias, foi detectado um padrao nos
valores finais de pH do meio de crescimento, no qual a presengca da linhagem
bacteriana FT025B propiciou diminuicdo mais acentuada no referido parametro que na

presenca da linhagem FT230B.
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Tabela 3 - Populag6es iniciais e finais (24 horas) de leveduras e bactérias, bem como suas respectivas
viabilidades e valores de pH do meio MBL ap6és 24 horas de crescimento

Bactérias (10’ cél.mL™)  Viab Leveduras (10’ cél.mL™)  Viab
Tratamento pH
Oh 24 h? (%) 0h 24 h? (%)

BG-1 - - - 1,2 89 A 97 A 47 A
BG-1/025 1,2 36 A 22B 1,2 7,6B 55 B 3,7C
BG-1/230 0,7 23 A 61 A 1,2 6,9 A 96 A 43B

CAT-1 - - - 1,1 6,4 A 99 A 49 A
CAT-1/025 1 71A 22 B 1,1 6,5B 65 B 35C
CAT-1/230 0,6 48 A 53 A 1,1 6,5 A 97 A 4,2B

PE-2 - - - 1,2 11,1 A 99 A 48 A
PE-2/025 1,5 74 A 30B 1,2 85B 60 B 34C
PE-2/230 1,1 87 A 69 A 1,2 6,4 B 97 A 3,7B

FL - - - 0,5 53A 90 A 49 A
FL/025 0,9 37A 19B 0,5 52B 29C 36C
FL/230 0,8 39A 75 A 0,5 52A 88 B 40B

®Populacao de células totais (vivas + mortas)

Em relacdo aos principais acidos organicos presentes no meio de crescimento,
pode-se notar que a producdo de acido succinico foi semelhante nos 3 tratamentos
para todas as linhagens de leveduras analisadas (Figuras 13, 14, 15 e 16), restringindo-
se a teores de 0,7 a 1,1mM do referido acido no meio. No entanto, os teores dos acidos
latico e acético diferiram de acordo com a bactéria inoculada. Enquanto os niveis de
acido latico foram superiores na presenca da bactéria FT025B (homofermentativa), os
teores de acido acético foram maiores nos meios inoculados com a linhagem FT230B
(heterofermentativa).

De acordo com Narendranath et al. (1997), a taxa de mortalidade das bactérias
contaminantes foi maior com o aumento na concentracdo final de acido latico quando
este se encontrava na presenca de etanol. Isto sugere que o etanol age
sinergisticamente com o acido latico e que a toxicidade do etanol é aumentada pela
diminuicdo do pH causada por este acido no meio. O crescimento das linhagens
heterofermentativas medido indiretamente por densidade otica foi menor que o
crescimento das cepas homofermentativas, as quais, via glicélise, produziram 2 vezes
mais ATP por molécula de glicose fermentada. Tais resultados ainda estdo de acordo

com Gottschalk (1979), o qual sugere que em bactérias com crescimento anaerobio,
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ocorre uma producao duas vezes maior de acido latico por bactérias homofermentativas
que pelas heterofermentativas. O efeito sinérgico entre 4cido latico e etanol pode ter
sido a principal causa da elevada mortalidade observada ndo apenas entre as bactérias
homofermentativas, mas também para todas as linhagens de leveduras em cultivo
conjunto com este biotipo bacteriano.

Os valores médios nos teores de glicerol no meio ap6s 24 horas de crescimento
(Figuras 13, 14, 15 e 16) foram maiores na presenca da bactéria FT230B para todas as
linhagens de levedura analisadas. Como esperado, detectou-se a presenca de manitol
nos meios inoculados com a linhagem heterofermentativa (FT230B). Por fim, os niveis
de etanol foram significativamente menores na presenca de ambas as bactérias, nao
havendo diferenca estatistica para tal parametro entre as mesmas (Figuras 17, 18, 19 e
20).

Estes resultados também estdo de acordo com Narendranath et al. (1997), onde
se observou, na presenca de contaminantes, diminuicdo no crescimento maximo das
leveduras, na concentracao final de etanol e no pH final. O total de células de leveduras

alcancaram o maximo apos 24 horas de fermentacéo e a seguir comecaram a declinar.
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Figura 13 - Concentra¢cfes (mM) de manitol, succinato, glicerol, lactato e acetato no meio de crescimento
apos 24 horas de cultivo conjunto entre a levedura BG-1 e as bactérias laticas FT025B (025)
e FT230B (230)
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Figura 14 - Concentra¢gbes (mM) de manitol, succinato, glicerol, lactato e acetato no meio de crescimento

apos 24 horas de cultivo conjunto entre a levedura CAT-1 e as bactérias laticas FT025B
(025) e FT230B (230)
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Figura 15 - Concentracdes (mM) de manitol, succinato, glicerol, lactato e acetato no meio de crescimento

apos 24 horas de cultivo conjunto entre a levedura PE-2 e as bactérias laticas FT025B (025)
e FT230B (230)
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Figura 16 - Concentra¢cbes (mM) de manitol, succinato, glicerol, lactato e acetato no meio de crescimento
apos 24 horas de cultivo conjunto entre a levedura de panificacdo Fleischmann e as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230)
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Figura 17 - Concentragfes (mM) de etanol no meio de crescimento apos 24 horas de cultivo conjunto
entre a levedura BG-1 e as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230)
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Figura 18 - Concentra¢bes (mM) de etanol no meio de crescimento apos 24 horas de cultivo conjunto
entre a levedura CAT-1 e as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230)

Etanol

180 -
=
£
Q
(T
& 160 -
=
3
| . |
o
O

140 .

PE/025 PE/230

Figura 19 - ConcentragBes (mM) de etanol no meio de crescimento apos 24 horas de cultivo conjunto
entre a levedura PE-2 e as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230)
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Figura 20 - Concentragfes (mM) de etanol no meio de crescimento apds 24 horas de cultivo conjunto
entre a levedura de panificagdo Fleischmann e as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B
(230)

4.2 Experimento Il (simulando condig¢des industriais)

No ensaio realizado com a levedura CAT-1 foram utilizadas apenas duas
linhagens bacterianas, sendo uma homofermentativa (FT025B) e uma
heterofermentativa (FT230B), as mesmas utilizadas nos experimentos anteriores. Para
experimentos com as demais leveduras (BG-1, PE-2 e Fleischmann) incluiu-se mais
uma linhagem de bactéria floculante e também heterofermentativa, a linhagem FT432B.

Em todos os experimentos observou-se que a presenca das linhagens de
bactérias praticamente ndo afetou a viabilidade das leveduras industriais (BG-1, CAT-1
e PE-2) durante os reciclos fermentativos (Figuras 21, 22, 23 e 24). Apenas a linhagem
de panificacdo, Fleischmann, apresentou diminuicdo na viabilidade na presenca das
bactérias nos dois ultimos ciclos fermentativas. Tendéncia similar ocorreu com o
brotamento, o qual ndo apresentou uma tendéncia a diminuicdo na presenca de
nenhuma das linhagens bacterianas (Figuras 25, 26, 27 e 28).

Cherubin (2003) num experimento comparativo entre linhagens de S. cerevisiae

em cultura pura e em cultura mista com a bactéria L. fermentum durante 6 reciclos
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fermentativos constatou que n&o houve relagcdo entre contaminacdo bacteriana e
viabilidade de levedura, nem entre contaminacao bacteriana e rendimento fermentativo.
Bayrock e Ingledew (2001), introduzindo L. paracasei como contaminante num
sistema continuo de fermentacdo nas propor¢bes de 1:100, 1:1 e 70:1 com S.
cerevisiae, observaram que, mesmo na maior proporcdo, nem a bactéria e nem seus
produtos metabdlicos afetaram a concentragdo de etanol e a viabilidade da levedura.
Com o intuito de complementar a publicacdo anterior, 0s mesmos autores
desenvolveram outro trabalho e, novamente, observaram que a presenca de L.
paracasei com 3,7 x 10° UFC.mL™" ndo afetou o nimero de células viaveis de S.
cerevisiae, e ainda produziu mais 18% de etanol quando comparado com a
fermentacdo sem a presenca do contaminante (BAYROCK; INGLEDEW, 2005).
Thomas et al. (2001) pesquisaram o efeito de algumas espécies de Lactobacillus
(L. collinoides, L. fermentum, L. plantarum, L. paracasei) em cultura mista com S.
cerevisiae durante 6 reciclos de fermentacdo em batelada de mosto a base de milho e
relataram que a presenca das bactérias, pré-inoculadas no mosto 24 horas antes da
inoculacao das leveduras, ocasionou decréscimo acima de 22% na producédo de etanol,
aumento do desvio de carboidratos para a producao de glicerol e &cido latico, queda de
55% na viabilidade da levedura e reducédo na formacao de massa celular de levedura.
Contudo, quando as bactérias foram inoculadas ao mesmo tempo e com 0 mesmo
nivel, de 10’ células.mL® que as leveduras, os parametros citados ndo foram

significativamente afetados.
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Figura 21 - Valores percentuais de viabilidade para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 22 - Valores percentuais de viabilidade para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as bactérias
laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de significaAncia, dentro de
cada ciclo
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Figura 23 - Valores percentuais de viabilidade para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as bactérias
laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de significancia, dentro de
cada ciclo

100 -

Viabilidade (%)

AABBAB A
B B B A
B
B
mﬂ H_’_‘
3 4 5

Ciclos

IFLIFL+025ElFL+230E|FL+432|

Figura 24 - Valores percentuais de viabilidade para a levedura de panificacdo Fleischmann em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os

cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem néo diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 25 - Valores percentuais de brotamento para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 26 - Valores percentuais de brotamento para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos

fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 27 - Valores percentuais de brotamento para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos

fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 28 - Valores percentuais de brotamento para a levedura de panificacdo Fleischmann em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os

cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si, ao nivel
de 5% de significancia, dentro de cada ciclo
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No entanto, ao contrario do que foi observado no Experimento |, sob condi¢gbes
de simulagcdo do processo industrial de producdo de etanol combustivel a linhagem
bacteriana heterofermentativa apresentou maior crescimento em co-cultivo com as
leveduras que a linhagem homofermentativa. O mesmo resultado foi obtido em ambas
as metodologias de contagem de células bacterianas (Contagem ao Microscépio Optico
e Microplaqueamento em Gotas) e nos cinco ciclos fermentativos (Figuras 29, 30, 31,
32 e 33, 34, 35, 36). Apenas a contagem pelo Microplagueamento em Gotas no
experimento com a levedura de panificacdo Fleischmann apresentou um desvio nos
resultados anteriores, uma vez que a populacdo de células da linhagem FT432B foi
menor que a da homofermentativa em todos os reciclos (Figura 36). O metabolismo
bacteriano heterofermentativo € caracterizado pela producdo de outros subprodutos
além do acido latico, como o acido acético, o CO; e o etanol (KANDLER, 1983). A partir
dessas consideragbes, pode-se sugerir que as linhagens Dbacterianas
heterofermentativas empregadas neste estudo foram capazes de resistir melhor aos
elevados teores de etanol excretados pelas leveduras e encontrados no processo
industrial, ja que elas também sdo capazes de produzir tal composto. Por outro lado,
microrganismos com metabolismo homofermentativo podem estar mais susceptiveis

quando presentes em condi¢fes de alto teor alcodlico.
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Figura 29 - Populacdo de células bacterianas (log células.mL™ de vinho) para a levedura CAT-1 em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco

reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 30 - Populacéo de células bacterianas (log células.mL™ de vinho) para a levedura BG-1 em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os

cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel
de 5% de significAncia, dentro de cada ciclo
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Figura 31 - Populacéo de células bacterianas (log células.mL™ de vinho) para a levedura PE-2 em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os
cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel
de 5% de significAncia, dentro de cada ciclo
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Figura 32 - Populacéo de células bacterianas (log células.mL™” de vinho) para a levedura de panificacdo
Fleischmann em cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e
FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais
nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 33 - Populacdo de células bacterianas (UFC.mL™) para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) do segundo ao quinto reciclo fermentativo.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro

de cada ciclo
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Figura 34 - Populacdo de células bacterianas (UFC.mL™) para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 35 - Populacéo de células bacterianas (UFC.mL™) para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 36 - Populacéo de células bacterianas (UFC.m L"l) para a levedura de panificacdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante
os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao
nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Além de apresentar maior crescimento, as linhagens heterofermentativas

apresentaram maiores porcentagens de viabilidade celular quando comparadas com a
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homofermentativa, em todos os reciclos (Figuras 37, 38 e 39). Mesmo para a levedura
Fleischmann, onde a contagem pelo Microplagueamento em Gotas revelou menor
crescimento para uma das linhagens heterofermentativas (FT432B) em comparacéo
com a homofermentativa, a viabilidade celular bacteriana seguiu 0 mesmo padrédo das
demais linhagens de leveduras (Figura 40). No gréafico da levedura CAT-1 (Figura 37)
ainda é possivel perceber a queda da viabilidade da linhagem bacteriana
homofermentativa, enquanto a viabilidade da bactéria heterofermentativa permanece
praticamente constante no decorrer dos ciclos fermentativos. Estes resultados
confirmam a maior resisténcia (maior crescimento e viabilidade bacteriana) da linhagem
heterofermentativa em condicbes semelhantes as encontradas no processo industrial
de producéo de etanol, ao contrario do que foi observado em condi¢cdes de laboratorio,

onde a linhagem homofermentativa obteve maior resisténcia.
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Figura 37 - Valores percentuais de viabilidade das bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) em
cultivo conjunto com a levedura CAT-1 durante os cinco reciclos fermentativos. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada
ciclo
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Figura 38 - Valores percentuais de viabilidade das bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e
FT432B (432) em cultivo conjunto com a levedura BG-1 durante 0s cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 39 - Valores percentuais de viabilidade das bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e
FT432B (432) em cultivo conjunto com a levedura PE-2 durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 40 - Valores percentuais de viabilidade das bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e
FT432B (432) em cultivo conjunto com a levedura de panificacdo Fleischmann durante os
cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel
de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Com relacao a formacdo de biomassa, a levedura CAT-1 apresentou queda na
formagdo quando as bactérias, tanto homo quanto heterofermentativas, estavam
presentes (Figura 41). Para as demais linhagens de leveduras, ndo se observou
diminuicdo na formacdo de biomassa na presenca da contaminacdo bacteriana. Em
alguns casos, como por exemplo no experimento com a levedura BG-1 e em alguns
ciclos do ensaio com a PE-2, os maiores valores de biomassa obtidos foram no

tratamento com a linhagem homofermentativa (Figuras 42, 43 e 44).
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Figura 41 - Valores (em gramas) de biomassa para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 42 - Valores (em gramas) de biomassa para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as bactérias
laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 43 - Valores (em gramas) de biomassa para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as bactérias
laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo

10 ~

Inicial 4 5

AB A
B

Biomassa ()
©

Ciclos

|IFLIFL+025DFL+230E|FL+432|

Figura 44 - Valores (em gramas) de biomassa para a levedura de panificacdo Fleischmann em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os
cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel
de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Com excecéao do experimento realizado com a levedura Fleischmann, a presenca
da bactéria homofermentativa afetou o rendimento alcodlico em poucos reciclos

fermentativos para as demais leveduras. Porém, na presenca de ambas as linhagens
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heterofermentativas observou-se uma significativa queda no rendimento alcodlico
(Figuras 45, 46, 47 e 48), demonstrando assim 0s prejuizos que podem ser provocados
pela contaminacao deste biotipo bacteriano na producédo de etanol. Tem-se registro de
que um in6culo de L. fermentum (uma das linhagens heterofermentativas utilizadas no
presente estudo) em fermentagcbes com melagco em batelada-alimentada, resultou na
producdo de elevadas quantidades de acido provocando forte inibicdo da fermentagéo
apos poucos reciclos de células (OLIVA-NETO; YOKOYA, 1994).

Quando 10° — 10° UFC de L. plantarum, L. paracasei, Lactobacillus #3, L.
rhamnosus ou L. fermentum foram inoculados em fermentacdo de malte de trigo, houve
uma reducdo de mais de 7,6% na producdo de etanol, dependendo da espécie da
bactéria e do tamanho do in6culo (NARENDRENATH et al., 1997). Por outro lado, Chin
e Ingledew (1994) observaram que a fermentacdo de malte de trigo artificialmente
infectado com L. fermentum ou L. delbruekii a 108 UFC.mL™ n&o foi seriamente afetada
com relacéo a producao de etanol.

Experimentos simulando a producdo de whisky com infeccéao artificial por L.
brevis, L. plantarum ou Leuconostoc sp, resultaram em aumento da acidez devido ao
acido latico, além de reducdo da producdo de etanol e crescimento da levedura
(MAKANJUOLA, 1992). Neste estudo observou-se que uma contagem de bactérias de
aproximadamente 4,5 x 10° UFC/mL ap6s 30 horas resultou em uma reducédo de 17%
no rendimento alcodlico, e o autor ainda conclui que menos de 1% de perda no
rendimento em etanol ja é altamente significante para destilarias de alcool combustivel.

Lactobacillus requerem uma variedade de fatores de crescimento, como
nucleotideos, aminoacidos e vitaminas. Biotina e vitamina B, sdo requeridas por
algumas cepas (KANDLER; WEISS, 1986). De acordo com Momose e Tonoike (1968),
a inibicdo da levedura esta relacionada ao esgotamento de vitaminas e aminoacidos
(especialmente acido glutamico) no meio. Desde que as taxas de crescimento dos
Lactobacillus sdo maiores que as taxas de S. cerevisiae, a remoc¢ao dos fatores de
crescimento essenciais pode resultar em reduc¢des na atividade metabdlica da levedura
(NARENDRANATH et al.,, 1997). Tal fato pode ter contribuido para a diminuicdo do
rendimento alcodlico final, jA que o crescimento observado para as linhagens

heterofermentativas foi altamente significante.
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Figura 45 - Rendimento alcoodlico (%) da levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por
letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 46 - Rendimento alcodlico (%) da levedura BG-1 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias

seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada
ciclo
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Figura 47 - Rendimento alcodlico (%) da levedura PE-2 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada
ciclo
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Figura 48 - Rendimento alcodlico (%) da levedura de panificagdo Fleischmann em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo

Com relacdo a porcentagem de aguUcares residuais no vinho, péde-se observar

nos quatro experimentos que nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
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(Figuras 49, 50, 51 e 52). Em fermentagbes de malte de trigo com contaminacao
bacteriana, apesar de uma pequena mudanca na taxa de utilizacado de carboidratos ter
sido observada quando o indculo inicial de bactérias foi elevado, todas as fermentacdes
foram completas. Isso sugere que a co-floculagcdo, uma razdo para a utilizacdo
incompleta de carboidratos e perda de rendimento alcodlico, ndo foi um fator neste
estudo, e menos de 0,1% (m/v) dos agucares fermentaveis permaneceram apoés o final
das fermentacdes (NARENDRANATH, 1997).

No presente estudo, 0 maior teor encontrado de acucares residuais foi de 0,12%
(m/v) para o tratamento PE-2 em co-cultivo coma linhagem FT432B, indicando que a
presenca das bactérias nao interferiu na finalizacdo da fermentacdo, mesmo quando a
bactéria inoculada foi a FT432B, uma bactéria capaz de provocar a floculacdo das

células de leveduras.
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Figura 49 - Teores (%) de agucares residuais no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 50 - Teores (%) de agucares residuais no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de

significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 51 - Teores (%) de acgUlcares residuais no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de

significAncia, dentro de cada ciclo
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Figura 52 - Teores (%) de aglcares residuais no vinho para a levedura de panificacdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432)
durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Com relacdo aos principais acidos organicos presentes no vinho delevurado,
observou-se que no experimento com a levedura CAT-1, a presenca de ambas as
linhagens de bactérias afetaram a producdo de succinato pela levedura, sendo que o
tratamento com a linhagem heterofermentativa apresentou menores teores de tal acido
(Figura 53). Nos demais experimentos a producao de succinato variou bastante entre os
ciclos fermentativos e para as diferentes linhagens de leveduras. No entanto, parece
haver uma tendéncia a diminuicdo da producédo deste acido na presenca da linhagem

homofermentativa quando comparada ao tratamento controle (Figuras 54, 55 e 56).
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Figura 53 - Concentracdes (mM) de succinato no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 54 - Concentra¢cdes (mM) de succinato no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos

fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 55 - Concentragbes (mM) de succinato no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos

fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 56 - Concentracdes (mM) de succinato no vinho para a levedura de panificacdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante

0s cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao
nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Devido ao maior crescimento e viabilidade da bactéria heterofermentativa em

comparacao com a homofermentativa nos ensaios de fermentacdo, nos dois primeiros
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ciclos do experimento com a CAT-1, a produgdo de lactato pela linhagem
heterofermentativa ndo diferiu significativamente da homofermentativa e, além disso, a
partir do terceiro ciclo fermentativo o tratamento com a bactéria FT230B apresentou
teores ainda mais elevados de lactato (Figura 57). Em co-cultivo com a PE-2 também
houve uma producdo aproximada de 4&cido latico pelas linhagens homo- e
heterofermentativas (Figura 59). Esta é mais uma indicacdo de que tal linhagem obteve
melhor desempenho nessas condicbes de fermentacdo, pois o crescimento em
condicBes de laboratério (Experimento I) revelou uma producdo duas vezes maior de
lactato pela bactéria homofermentativa (Figuras 13, 14, 15 e 16).

Nos experimentos com as leveduras BG-1 e Fleischmann a producéo de lactato
pela linhagem homofermentativa permaneceu superior a producdo das duas linhagens
heterofermentativas na maior parte dos reciclos fermentativos (Figuras 58 e 60). Porém,

esses valores foram bem mais préximos que os observados no Experimento |.
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Figura 57 - Concentracbes (mM) de lactato no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro
de cada ciclo
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Figura 58 - ConcentragBes (mM) de lactato no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 59 - Concentracdes (mM) de lactato no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo



99

80 -

Lactato (mM)
D
o
vs)

Ciclos

|IFLIFL+025I:lFL+230E|FL+432|

Figura 60 - Concentracbes (mM) de lactato no vinho para a levedura de panificacdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante
0s cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao
nivel de 5% de significAncia, dentro de cada ciclo

A producédo de acido acético, como esperado, foi significativamente superior no
tratamento com a linhagem heterofermentativa em todos os ciclos de fermentacéo para
0s quatro experimentos (Figuras 61, 62, 63 e 64), uma vez que esta bactéria produz
acido acético e os teores observados provavelmente sdo uma soma dos montantes

produzidos pela levedura e pela bactéria.
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Figura 61 - Concentracdes (mM) de acetato no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro
de cada ciclo
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Figura 62 - Concentra¢des (MM) de acetato no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 63 - Concentra¢cdes (mM) de acetato no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 64 - Concentracbes (mM) de acetato no vinho para a levedura de panificacdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432)
durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo
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Em estudos sobre o efeito de alguns produtos secundarios no sistema de
fermentacdo, Maiorella et al. (1983) concluiram que o acido acético e o acido latico
causam interferéncias quimicas na manutencdo das funcdes celulares. Segundo os
autores, o mecanismo de inibicdo pelo acido acético é diferente do acido latico, sendo
que este Ultimo é muito menos soltvel em lipidios que o acético e ndo inibe o transporte
de fosfato. No entanto, a concentracdo de inibicdo do acido acético € muito maior que
sua producédo, necessitando aparecer no teor de 17 g/L para diminuir 20% da producéo
da massa celular, sendo a reducdo de 80% obtida com 38 g/L. Em experimentos
realizados por Oliva-Neto e Yokoya (1994) verificou-se que apenas depois do 15° ciclo
de fermentacdo, a eficiéncia alcodlica sofreu uma redu¢do quando a quantidade de
acido latico foi superior a 6 g/L e a contaminacédo bacteriana foi maior que 1,2x10° UFC
.mL™.

Gilliland e Lacey (1964), Kaneko e Yamamoto (1968) verificaram influéncia do
acido acético na inibicdo do crescimento e na queda da viabilidade celular de S.
cerevisiae quando em cultura mista com Acetobacter. Os primeiros autores também
observaram este mesmo efeito em leveduras dos géneros Pichia,
Schizosaccharomyces, Zigosaccharomyces, Torula, Candida e em outras espécies de
Saccharomyces.

Em sua forma nédo dissociada, acidos fracos podem atravessar a membrana por
difusdo e dissociar-se dentro da célula. Para manter a homeostase celular, os prétons e
anions resultantes devem ser ativamente transportados para fora da célula. Isto requer
energia na forma de ATP e, consequientemente, a formacdo de biomassa ou producao
de etanol ficam restritos (THOMSSON; LARSSON, 2006).

A literatura aponta para uma maior toxidez exercida pelo acido acético quando
comparada com o acido latico, em decorréncia da natureza mais apolar do primeiro
(MAIORELLA et al.,, 1983; PAMPULHA, 1989). Os dois acidos juntos possuem um
efeito sinergistico e negativo no crescimento e metabolismo das leveduras. Sabe-se
também que o etanol acentua o efeito do acido acético na inibicdo da fermentacgéo por
células de leveduras (PAMPULHA; LOUREIRO-DIAS, 1989). Tani et al. (1963)
observaram uma inibicdo de S. cerevisiae pelo &cido lactico produzido por Lactobacillus
sake, enquanto Noda et al. (1980), utilizando Pediococcus halophilus, atribuiram a
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inibicdo ao acido acético, mesmo se a quantidade de acido lactico fosse maior do que o
acido aceético.

O acido acético € o principal acido organico volatil produzido durante a
fermentacao alcoolica, sendo que o mesmo é produzido tanto pela levedura como por
bactérias contaminantes do processo, podendo ocorrer em concentracdes suficientes
para manifestar efeitos toxicos a levedura Saccharomyces. Dessa forma, pode-se inferir
gue o metabolismo bacteriano, nas suas modalidades hetero e homofermentativa,
portanto, respectivamente podendo ou ndo produzir &cido acético, podera exercer
efeitos toxicos diferenciados sobre a levedura durante a fermentagéo alcodlica (ALVES,
1994). A partir dessas consideracdes, pode-se sugerir que o acido latico e o acético,
juntamente com o etanol, podem ter agido sinergisticamente no metabolismo e
crescimento das leveduras, resultando principalmente em uma diminuicdo do
rendimento alcodlico e, desde que maiores teores de acetato sdo produzidos pelas
linhagens heterofermentativas, o rendimento alcodlico foi ainda mais afetado na
presenca deste tipo metabdlico de bactéria.

Com relacdo ao pH dos vinhos, como esperado, houve uma diminuicdo na
presenca de ambas as bactérias. Para as leveduras CAT-1 e PE-2, nos dois primeiros
ciclos, tal parametro foi significativamente menor no meio contendo a linhagem
homofermentativa, devido a sua maior producéo de &cido latico. No entanto, a partir do
terceiro ciclo foram encontrados menores valores de pH na presenca da bactéria
heterofermentativa (Figura 65 e 67). Tal fato pode estar correlacionado com a
populacdo de células e a viabilidade celular da linhagem heterofermentativa que, em
condicbes semelhantes ao processo industrial de producéo de etanol, apresentaram
maiores valores quando comparados com a linhagem homofermentativa, produzindo
assim uma maior quantidade de &cido latico. Para as outras duas leveduras (BG-1 e
Fleischmann), valores menores de pH foram observados no tratamento com a bactéria
homofermentativa (Figuras 66 e 68), onde de fato, houve uma maior producéo de acido
latico em comparacdo com as linhagens heterofermentativas e com o tratamento
controle.

Segundo Gao e Fleet (1988), a diminuicdo do pH externo de 6 para 3 aumenta a

sensibilidade da levedura ao etanol, que acaba por dissipar a forca protomotiva da
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membrana, reduzindo o pH interno abaixo do 6timo para as enzimas glicoliticas e

etanologénicas. Esse feito € aumentado na presenca de acidos organicos fracos,
aumentando a toxidez pelo etanol, de modo sinergistico como o caso do acido acético

(PAMPULHA; LOUREIRO, 1989).

Ciclos

B CAT-1 B CAT + 025 O CAT + 230

Figura 65 - Valores de pH dos vinhos para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por

letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significAncia, de 5% de significancia,
dentro de cada ciclo
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Figura 66 - Valores de pH dos vinhos para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias

seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significAncia, dentro de
cada ciclo
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Figura 67 - Valores de pH dos vinhos para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as bactérias laticas
FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos fermentativos. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significAncia, dentro de

cada ciclo
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Figura 68 - Valores de pH dos vinhos para a levedura de panificacdo Fleischmann em cultivo conjunto
com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco
reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia, dentro de cada ciclo

Com relacéo ao glicerol, observa-se maior producdo em condicdo de estresse
osmético (BRUMM; HEBEDA, 1988; MYERS et al.,, 1997), bem como diante da
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imposicdo de varias outras situacdes estressantes, sugerindo que um aumento na
formacédo do mesmo possa refletir condigdes gerais de estresse durante a fermentagéao.
Em geral, cerca de 5 a 8% do acucar metabolizado pela levedura é transformado em
glicerol (ALVES, 1994; ALVES, 2000). J4 a partir do segundo ciclo, observou-se maior
producdo deste composto nos tratamentos com as linhagens heterofermentativas em
todos os experimentos, indicando a condicéo de estresse promovida pela quantidade de
bactérias e seus produtos metabdlicos em tal tratamento (Figuras 69, 70, 71 e 72).

De fato, tem-se registro de que a contaminacdo bacteriana presente no vinho
exerce estimulo sobre a producdo de glicerol pela S. cerevisiae, independente da
linhagem de levedura (CHERUBIN, 2003). Tais resultados estdo compativeis com o
presente estudo quando a contaminacdo foi promovida por uma linhagem
heterofermentativa de bactéria. Porém, quando utilizada uma linhagem bacteriana
homofermentativa, observou-se que a producao de glicerol foi significativamente menor
até mesmo que no tratamento controle, seguindo a mesma tendéncia que foi observada
no Experimento | (em condicBes de laboratério). Trata-se, portanto, do primeiro registro
de menor producdo de glicerol por leveduras que encontram-se na presenca de

contaminacao bacteriana.
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Figura 69 - Concentracdes (%) de glicerol no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia, dentro
de cada ciclo
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Figura 70 - Concentragbes (%) de glicerol no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 71 - Concentracdes (%) de glicerol no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 72 - Concentragbes (%) de glicerol no vinho para a levedura de panificagdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432)
durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

Com relacdo ao manitol, houve significativa producdo pelas linhagens
bacterianas heterofermentativas, como ja era esperado (Figuras 73, 74, 75 e 76).
Observou-se ainda que, em alguns dos experimentos, como 0s conduzidos com as
leveduras BG-1 e Fleischmann, a producdo de manitol no tratamento com a linhagem
homofermentativa foi significativamente menor que a encontrada no tratamento

controle.
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Figura 73 - Concentragdes (%) de manitol no vinho para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante os cinco reciclos fermentativos.
Médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si, ao nivel de 5% de significAncia, dentro
de cada ciclo
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Figura 74 - ConcentragBes (%) de manitol no vinho para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 75 - Concentragbes (%) de manitol no vinho para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante os cinco reciclos
fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de
significancia, dentro de cada ciclo
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Figura 76 - Concentracdes (%) de manitol no vinho para a levedura de panificagdo Fleischmann em
cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432)
durante os cinco reciclos fermentativos. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre
si, ao nivel de 5% de significancia, dentro de cada ciclo

As leveduras, quando fermentando em condi¢cdes estressantes, mostram queda
da viabilidade celular, reducdo na formacdo de biomassa, aumento na formacdo de
glicerol e diminuicdo nos conteudos celulares de glicogénio e trealose, sendo que tais
parametros sdo de extrema utilidade para a identificacdo de linhagens tolerantes a um
anico ou um conjunto de fatores estressantes (ALVES, 1994; ALVES, 2000; BASSO;
AMORIM, 1998). Assim, glicogénio e trealose, os dois principais carboidratos de
reserva em S. cerevisiae, representando até 25% da matéria seca (LILLE; PRINGLE,
1980), ja foram envolvidos com a tolerancia a diversos tipos de estresses (ATTFIELD,
1997; D’AMORE et. al, 1991; LEAO et. al., 1994; MANSURE et. al., 1997; PARROU et.
al, 1997; SINGER; LINDQUIST, 1998).

De acordo com Alves (1994), os teores de trealose tém relacdo direta com a
tolerancia da levedura a diferentes agentes estressantes. Este composto assumiu uma
importancia tecnoldgica relevante quando seu acumulo foi relacionado a manutencgéo
da viabilidade celular para o armazenamento de levedura de panificacdo, manutencéo
de esporos viaveis e a melhor capacidade de producdo de etanol em cepas com altos
teores iniciais de trealose (D’ AMORE et al., 1991).
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No presente estudo, os teores de trealose ndo foram alterados em decorréncia
dos tratamentos tanto no inicio como final da fermentacdo para as leveduras CAT-1,
BG-1 e PE-2 (Figuras 77, 78 e 79). Comprovou-se ainda acumulo deste carboidrato de
reserva ao final da fermentacédo em todos esses experimentos. No entanto, a presenca
das linhagens FT025B e FT432B afetou a producédo de trealose final pela levedura

Fleischmann (Figura 80).
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Figura 77 - Teores (%) de trealose nos vinhos inicial e final para a levedura CAT-1 em cultivo conjunto
com as bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230). Médias seguidas por letras iguais
nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia
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Figura 78 - Teores (%) de trealose nos vinhos inicial e final para a levedura BG-1 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432). Médias seguidas por letras
iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia
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Figura 79 - Teores (%) de trealose nos vinhos inicial e final para a levedura PE-2 em cultivo conjunto com
as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432). Médias seguidas por letras
iguais nao diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia
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Figura 80 - Teores (%) de trealose nos vinhos inicial e final para a levedura de panificagdo Fleischmann
em cultivo conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432).
Médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si, ao nivel de 5% de significancia

Com relacdo a velocidade de fermentacado, calculada através da liberacao de
CO; emitida durante as 21 horas de fermentagdo, observou-se pequena diminuigdo no
tratamento com pelo menos uma das linhagens heterofermentativas empregadas, em

especial no experimento conduzido com a levedura PE-2 (Figuras 81, 82, 83 e 84).
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Figura 81 - Teores de CO, (em gramas) emitidos pela levedura CAT-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025) e FT230B (230) durante 21 horas de fermentacdo (média dos
cinco ciclos fermentativos)
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Figura 82 - Teores de CO, (em gramas) emitidos pela levedura BG-1 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante 21 horas de
fermentacéo (média dos cinco ciclos fermentativos)
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Figura 83 - Teores de CO2 (em gramas) emitidos pela levedura PE-2 em cultivo conjunto com as
bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante 21 horas de
fermentacéo (média dos cinco ciclos fermentativos)
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Figura 84 - Teores de CO2 (em gramas) emitidos pela levedura de panificacdo Fleischmann em cultivo
conjunto com as bactérias laticas FT025B (025), FT230B (230) e FT432B (432) durante 21
horas de fermentagéo (média dos cinco ciclos fermentativos)
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que:

e A linhagem de levedura possui um efeito especifico sobre o crescimento e
viabilidade das bactérias, assim como o tipo metabdlico bacteriano (homo ou

heterofermentativo) atua sobre os mesmos parametros das leveduras.

e A levedura CAT-1 parece exercer uma agao antibacteriana mais pronunciada do
gque as demais linhagens, sendo também mais tolerante a acdo estressante da

contaminacao bacteriana.

e Sob condi¢Bes industriais, a bactéria heterofermentativa aparenta ser favorecida
em relacdo & homofermentativa, resultando em maior desvio de aglcar em detrimento
da formacédo de etanol. Sugere-se que as linhagens bacterianas heterofermentativas
sejam capazes de resistir melhor aos elevados teores de etanol excretados pelas
leveduras no processo industrial, uma vez que também produzem tal composto.
Microrganismos com metabolismo homofermentativo podem estar mais susceptiveis

nessas condicoes.

e O é&cido latico e o acético, juntamente com o etanol, podem ter agido
sinergisticamente no metabolismo das leveduras, resultando principalmente em uma

diminuicdo do rendimento alcodlico.

e Menores quantidades de glicerol sdo encontradas na presenca de bactérias
homofermentativas, deixando dudvidas se este composto estaria sendo produzido em
menores quantidades pelas leveduras ou se bactérias de tal tipo metabdlico sdo

capazes de consumir glicerol.
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Experimento | (Condi¢6es de Laboratério)
Experimento principal

Tabela 4 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria e com bactéria homofermentativa (025)
sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM), acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e
etanol (mMM) apds 24h de crescimento empregando-se as leveduras BG-1, CAT-1,
Fleischmann e PE-2

(continua)

Tratamento Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0.83 0.00 4.43 9.99 0.00 177.28

BG-1 0.93 0.00 3.70 9.90 0.00 171.00
0.84 0.00 3.93 10.55 0.00 168.38

Média 0.86 0.00 4.02 10.15 0.00 172.22
0.89 53.68 4.79 7.40 0.00 150.31

BG-1 + 025 0.85 53.07 4.30 7.08 0.00 147.69
0.87 56.50 3.99 7.28 0.00 149.56

Média 0.87 54.41 4.36 7.25 0.00 149.19
0.66 0.00 3.23 8.57 0.00 165.84

CAT-1 0.69 0.00 3.41 8.43 0.00 174.19
0.68 0.00 3.97 8.72 0.00 168.84

Média 0.68 0.00 3.54 8.57 0.00 169.62
CAT-1 + 0.76 40.76 3.58 7.01 0.00 162.20
025 0.83 46.95 3.94 6.47 0.00 160.93
0.84 42.11 4.10 7.00 0.00 164.80

Média 0.81 43.27 3.87 6.83 0.00 162.64
0.67 0.00 3.22 5.46 0.00 173.08

FL 0.74 0.00 3.06 5.54 0.00 171.09
0.75 0.00 3.18 4.83 0.00 169.63

Média 0.72 0.00 3.15 5.28 0.00 171.27
0.90 51.28 2.70 4.20 0.00 158.18

FL + 025 0.90 57.61 2.83 4.22 0.00 159.06
0.93 54.16 2.79 3.67 0.00 160.81

Média 0.91 54.35 2.77 4.03 0.00 159.35
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Tabela 5 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria e com bactéria homofermentativa (025)
sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM), acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e
etanol (mM) apos 24h de crescimento empregando-se as leveduras BG-1, CAT-1,
Fleischmann e PE-2

(concluséao)

Tratamento Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0.85 0.00 5.63 8.44 0.00 188.81

PE-2 0.81 0.00 3.98 8.48 0.00 180.80
0.85 0.00 4.96 8.23 0.00 178.74

Média 0.83 0.00 4.86 8.38 0.00 182.78
PE-2 + 025 0.77 57.07 3.97 6.56 0.00 149.14
0.80 53.49 4.24 6.29 0.00 150.01

0.84 53.17 4.38 6.38 0.00 157.62

Média 0.80 54.57 4.20 6.41 0.00 152.26
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Tabela 6 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria e com bactéria heterofermentativa
(230) sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM), acetato (mM), glicerol (mM), manitol
(mM) e etanol (mM) apds 24h de crescimento empregando-se as leveduras BG, CAT-1,
Fleischmann e PE-2

Tratamento  Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0,94 0,00 4,22 9,63 0,00 189,68

BG-1 0,88 0,00 3,83 9,92 0,00 180,25
1,00 0,00 4,34 10,18 0,00 185,15

Média 0,94 0,00 4,13 9,91 0,00 185,02
0,81 11,07 9,73 13,53 2,76 179,07

BG-1 + 230 0,83 10,67 9,73 13,30 2,92 168,58
0,83 11,27 10,21 14,38 3,14 168,52

Média 0,82 11,00 9,89 13,73 2,94 172,06
0,78 0,00 3,58 8,71 0,00 184,71

CAT-1 0,72 0,00 3,88 7,77 0,00 185,06
0,78 0,00 3,84 7,92 0,00 187,55

Média 0,76 0,00 3,76 8,14 0,00 185,77
0,75 10,39 8,85 11,86 2,71 175,48

CAT-1 + 230 0,81 10,68 9,28 12,32 3,07 178,71
0,77 10,64 9,20 11,99 3,04 176,41

Média 0,78 10,57 9,11 12,06 2,94 176,87
0,81 0,00 2,31 5,86 0,00 187,55

FL 0,82 0,00 2,53 5,78 0,00 190,29
0,88 0,00 2,26 6,00 0,00 191,73

Média 0,83 0,00 2,37 5,88 0,00 189,85
0,90 16,30 10,62 10,52 7,22 164,54

FL + 230 1,35 16,88 11,64 10,61 7,62 163,98
0,95 16,35 11,00 10,25 6,78 164,20

Média 1,07 16,51 11,09 10,46 7,21 164,24
0,87 0,00 3,79 10,06 0,00 183,92

PE-2 0,90 0,00 3,88 9,00 0,00 195,49
0,79 0,00 4,34 10,22 0,00 182,12

Média 0,85 0,00 4,00 9,76 0,00 187,18
0,67 10,3 8,71 13,65 2,92 146,64

PE-2 + 230 0,80 12,4 10,99 14,63 3,54 175,16
0,77 12,9 11,04 14,46 3,62 172,67

Média 0,75 11,9 10,25 14,25 3,36 164,82
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Experimentos suporte

Tabela 7 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM),
acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e etanol (mM) apés 24h de crescimento
empregando-se a levedura BG-1

Tratamento Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0,90 0,00 2,50 9,38 0,58 171,36

BG-1 0,90 0,00 2,00 6,65 0,62 177,24
0,90 0,00 2,50 9,55 0,56 178,08

Média 0,90 0,00 2,33 8,53 0,58 175,56
0,90 25,85 3,00 7,89 0,12 161,28

BG-1 + 025 0,90 26,31 3,00 8,73 0,13 161,28
0,90 22,62 3,00 8,47 0,00 167,16

Média 0,90 24,92 3,00 8,36 0,08 163,24
1,02 8,77 7,00 11,63 1,41 162,96

BG-1 + 230 0,90 8,08 6,00 10,93 1,23 166,32
1,02 7,85 6,00 10,19 1,07 168,00

Média 0,98 8,23 6,33 10,92 1,24 165,76

Tabela 8 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM),
acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e etanol (mM) apds 24h de crescimento
empregando-se a levedura CAT-1

Tratamento  Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0,70 0,00 1,74 8,04 0,81 195,70

CAT-1 0,59 0,00 1,38 7,54 0,74 165,44
0,66 0,00 1,74 7,12 0,69 170,45

Média 0,65 0,00 1,62 7,56 0,75 177,20
1,05 34,87 1,77 6,61 0,12 167,49

CAT-1 + 025 0,76 36,88 2,05 6,15 0,00 165,16
0,65 32,07 1,60 6,53 0,12 146,40

Média 0,82 34,61 1,81 6,43 0,08 159,68
0,59 7,32 5,50 11,17 2,01 153,09

CAT-1+ 230 0,73 10,00 6,43 11,43 2,34 170,37
0,78 10,18 6,54 10,79 2,16 178,44

Média 0,70 9,17 6,15 11,13 2,17 167,30
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Tabela 9 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM),
acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e etanol (mM) apdés 24h de crescimento
empregando-se a levedura Fleischmann

Tratamento Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0,90 0,00 1,50 6,45 0,11 181,44

FL 0,90 0,00 1,00 6,59 0,12 188,16
0,90 0,00 1,00 7,08 0,15 189,84

Média 0,90 0,00 1,17 6,71 0,13 186,48
0,90 39,00 2,00 5,57 0,12 168,0

FL + 025 0,90 40,15 1,50 4,99 0,00 168,0
0,90 39,69 1,00 5,20 0,11 168,0

Média 0,90 39,62 1,50 5,26 0,08 168,0
1,13 15,69 9,00 11,11 5,69 162,96

FL + 230 1,13 14,31 7,50 9,99 4,13 159,60
0,90 14,31 8,00 10,23 4,60 166,32

Média 1,05 14,77 8,17 10,44 4,81 162,96

Tabela 10 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre os teores de succinato (mM), lactato (mM),
acetato (mM), glicerol (mM), manitol (mM) e etanol (mM) apds 24h de crescimento
empregando-se a levedura PE-2

Tratamento Succinato (mM) Lactato (mM) Acetato (mM) Glicerol (mM) Manitol (mM) Etanol (mM)

0,90 0,00 1,50 7,71 0,44 162,96

PE-2 0,90 0,00 1,50 7,90 0,53 179,76
0,90 0,00 1,50 8,35 0,58 185,64

Média 0,90 0,00 1,50 7,99 0,52 176,12
0,79 48,00 1,50 6,43 0,15 151,20

PE-2 + 025 0,90 49,85 2,00 6,88 0,12 156,24
0,90 47,54 2,00 7,11 0,12 156,24

Média 0,86 48,46 1,83 6,81 0,13 154,56
0,90 18,00 11,00 13,48 8,95 147,84

PE-2 + 230 0,90 17,08 11,00 12,59 8,27 149,52
0,90 16,62 11,00 12,00 6,83 152,88

Média 0,90 17,23 11,00 12,69 8,02 150,08
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Experimento Il (Simulando condi¢des industriais)

Levedura CAT-1

Tabela 11 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre o rendimento fermentativo (%), crescimento do fermento (g) e pH no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura CAT-1

Tratamento — RENDIMENTO FERMENTATIVO (%)  MEDIA PESO DE FERMENTO (g) pH
R1 R2 R3 R4 R5 GERAL PI P1 P2 P3 P4 P5 pH1 pH2 pH3 pH4  pH5
88,8 938 948 947 938 800 9,00 936 924 913 998 501 497 49 49 4,87
CAT-1 89,3 943 945 954 946 792 881 914 925 913 973 502 49 495 49 488
89,9 945 942 958 946 796 884 907 936 906 989 501 49 495 49 487
Média 894 942 945 953 944 9353 796 888 919 928 911 987 501 496 495 490 4,87
89,9 926 927 932 917 810 867 88 860 853 928 460 454 470 470 471
CAT-1+025 899 93,7 938 948 938 798 878 905 879 863 948 461 456 471 473 4,76
90,3 943 944 955 941 794 876 892 874 855 918 460 454 468 469 4,71
Média 90,0 935 936 945 932 9299 801 874 895 871 857 931 460 455 470 471 473
90,3 91,7 922 918 898 795 876 903 872 852 917 473 468 465 4,64 456
CAT-1+230 895 912 921 90,8 900 788 865 882 868 849 932 472 468 466 4,66 459
89,0 910 91,8 904 900 797 862 902 882 879 985 472 466 465 4,68 4,62

Média 89,6 91,3 92,0 91,0 90,0 90,78 7,93 8,68 8,96 8,74 8,60 945 4,72 467 465 466 459




Tabela 12 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a viabilidade da levedura (%), taxa de brotamento (%) e os teores de trealose (%) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos

empregando-se a levedura CAT-1

VIABILIDADE (%)

BROTAMENTO (%)

TREALOSE (%)

Tratamento
V1 V2 V3 V4 V5 BR1 BR2 BR3 BR4 BR5 INICIAL  FINAL
100 97 97 97 92 16 18 11 15 57 4,19 8,33
CAT-1 99 97 96 96 87 10 12 15 18 42 4,17 9,31
100 96 96 94 93 14 16 16 27 50 4,30 8,51
Média 99 97 96 95 91 13 15 14 20 50 4,22 8,72
97 96 95 94 93 13 18 13 15 40 4,19 9,24
CAT-1+025 96 96 95 94 90 20 18 15 16 41 4,17 8,96
97 98 97 94 90 12 13 11 12 55 4,30 10,12
Média 97 97 96 94 91 15 16 13 14 46 4,22 9,44
97 95 95 93 93 18 14 19 18 24 4,19 9,29
CAT-1+ 230 98 94 94 92 87 9 12 10 14 28 4,17 9,68
97 95 93 92 91 20 16 13 19 39 4,30 10,37
Média 97 95 94 93 91 16 14 14 17 30 4,22 9,78

114"



Tabela 13 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a contaminacdo bacteriana observada por contagem ao microscopio otico (10" células.mL™), pelo método do
Microplaguemento em Gotas (10’ UFC.mL™") e sobre a viabilidade bacteriana % no transcorrer de 5 ciclos fermentativos
empregando-se a levedura CAT-1

- 7 1 - 7 1 VIABILIDADE
BACTERIAS (10" células.mL™) BACTERIAS (10" UFC.mL™) BACTERIANA (%)

BC1 BC2 BC3 BC4 BCS BC2 BC3 BC4 BC5 VB1 VB2 VB3 VB4 VB5
0,10 0,10 0,00 0,20 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

Tratamento

CAT-1 0,10 0,10 0,00 0,20 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
0,10 0,10 0,00 0,20 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

Média 0,10 0,10 0,00 0,20 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
682 523 386 432 0,10 0,15 0,11 0,10 0,11 64 30 27 26 0

CAT-1+025 2,27 7,28 523 273 0,68 0,16 0,11 0,07 0,11 37 31 24 14 3
3,18 3,19 386 364 0,10 0,16 0,10 0,09 0,10 47 17 22 25 0

Média 409 523 432 356 0,29 0,16 0,11 0,09 0,11 49 26 25 22 1

20,40 16,60 40,20 29,80 47,10 045 0,60 0,77 0,60 85 44 71 74 80

CAT-1+230 18,60 33,90 37,00 44,10 40,50 047 0,73 0,67 0,73 77 66 66 83 73
19,30 22,50 29,30 26,80 38,00 049 060 0,67 0,60 88 57 63 70 74

Média 19,43 24,33 35,50 33,57 41,87 047 064 070 0,64 83 55 67 75 75

44"



Tabela 14 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como ART e sacarose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura CAT-1

Tratamento ART RESIDUAL (%) SACAROSE RESIDUAL(%)
ART1 ART2 ART3 ART4 ART5 SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SACS5
0,032 0,045 0,030 0,030 0,026 0,015 0,026 0,012 0,013 0,010
CAT-1 0,036 0,045 0,026 0,030 0,030 0,019 0,026 0,009 0,011 0,013
0,035 0,029 0,029 0,024 0,030 0,016 0,010 0,011 0,008 0,014
Média 0,034 0,039 0,028 0,028 0,029 0,017 0,021 0,011 0,011 0,012
0,032 0,034 0,029 0,020 0,023 0,018 0,022 0,017 0,009 0,012
CAT-1+025 0,044 0,089 0,032 0,022 0,028 0,030 0,017 0,019 0,011 0,017
0,036 0,058 0,022 0,032 0,056 0,022 0,023 0,010 0,020 0,012
Média 0,038 0,060 0,028 0,025 0,036 0,023 0,021 0,015 0,013 0,014
0,044 0,103 0,023 0,023 0,056 0,030 0,030 0,012 0,011 0,014
CAT-1+230 0,037 0,037 0,025 0,020 0,085 0,024 0,023 0,013 0,009 0,011
0,044 0,036 0,023 0,022 0,055 0,030 0,022 0,012 0,011 0,012
Média 0,042 0,059 0,024 0,022 0,065 0,028 0,025 0,012 0,010 0,012

evt



Tabela 15 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como glicose e frutose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura CAT-1

GLICOSE RESIDUAL (%) FRUTOSE RESIDUAL (%)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 F1 F2 F3 F4 F5

0,015 0,017 0,016 0,015 0,015 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
CAT-1 0,015 0,017 0,016 0,017 0,016 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,017 0,017 0,016 0,014 0,015 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Média 0,016 0,017 0,016 0,016 0,015 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,012 0,010 0,011 0,010 0,009 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
CAT-1+025 0,012 0,010 0,011 0,010 0,010 0,001 0,061 0,001 0,001 0,001
0,012 0,010 0,010 0,010 0,009 0,001 0,023 0,001 0,001 0,034
Média 0,012 0,010 0,011 0,010 0,009 0,001 0,028 0,001 0,001 0,012
0,012 0,011 0,010 0,011 0,009 0,001 0,060 0,001 0,001 0,033
CAT-1+230 0,011 0,010 0,011 0,010 0,009 0,001 0,003 0,001 0,001 0,064
0,011 0,010 0,010 0,009 0,009 0,001 0,003 0,001 0,001 0,033

Média 0,011 0,010 0,010 0,010 0,009 0,001 0,022 0,001 0,001 0,043

124"



Tabela 16 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéao de succinato (mM), lactato (mM) e acetado (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura

CAT-1
SUCCINATO (mM) LACTATO (mM) ACETATO (mM)
Tratamento
S1 S2 S3 S4 S5 L1 L2 L3 L4 L5 Al A2 A3 A4 A5
3,46 2,51 2,47 3,23 4,15 3,25 2,62 9,85 2,54 3,60 7,53 9,87 14,16 11,06 9,66
CAT-1 3,19 2,54 2,55 3,40 3,75 2,98 2,40 2,49 2,69 2,83 8,66 9,35 10,98 11,54 9,91
3,19 2,40 2,53 3,28 4,19 2,78 2,44 2,20 2,66 2,95 9,63 9,82 10,54 11,99 9,87
Média 3,28 2,48 2,51 3,30 4,03 3,00 2,49 4,85 2,63 3,13 8,61 9,68 11,89 11,53 9,81
2,37 2,50 2,51 3,23 4,01 35,77 39,90 23,92 27,18 23,32 15,14 18,00 13,85 14,64 11,36
CAT-1 + 025 2,44 2,03 2,19 3,13 3,61 43,34 45,41 27,18 29,39 27,23 16,47 19,79 13,86 15,34 12,63
2,75 2,03 2,10 3,19 3,50 42,90 45,00 29,23 32,56 29,99 15,58 18,59 14,22 15,02 12,11
Média 2,52 2,19 2,27 3,18 3,70 40,67 43,43 26,78 29,71 26,85 15,73 18,79 13,98 15,00 12,03
2,35 2,20 2,08 2,99 3,14 38,60 45,13 29,90 35,37 35,26 23,28 30,05 21,32 25,06 21,66
CAT-1 + 230 2,82 2,09 2,41 2,98 3,11 39,69 42,98 30,76 34,08 35,69 27,64 30,79 23,26 24,80 23,97
2,68 1,87 2,35 2,65 3,46 39,30 43,10 31,12 32,25 33,45 26,91 30,47 23,01 15,76 21,86
Média 2,62 2,05 2,28 2,87 3,24 39,20 43,74 30,60 33,90 34,80 25,94 30,44 22,53 21,87 22,50

14"



Tabela 17 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéo de glicerol (mM) e manitol (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura CAT-1

GLICEROL (mM) MANITOL (mM)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 M1 M2 M3 M4 M5

0,437 0,411 0,403 0,437 0,488 0,008 0,007 0,008 0,007 0,007
CAT-1 0,434 0,413 0,396 0,436 0,478 0,008 0,008 0,008 0,008 0,006
0,442 0,406 0,401 0,439 0,504 0,008 0,007 0,008 0,007 0,007
Média 0,437 0,410 0,400 0,437 0,490 0,008 0,007 0,008 0,007 0,007
0,357 0,342 0,378 0,430 0,494 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003
CAT-1+025 0,356 0,338 0,383 0,417 0,505 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003
0,344 0,339 0,375 0,429 0,489 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003
Média 0,352 0,339 0,379 0,425 0,496 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003
0,416 0,446 0,491 0,548 0,622 0,028 0,039 0,057 0,065 0,073
CAT-1+230 0,438 0,440 0,491 0,544 0,605 0,028 0,041 0,060 0,059 0,060
0,412 0,439 0,509 0,561 0,602 0,026 0,038 0,055 0,045 0,045

Média 0,422 0,442 0,497 0,551 0,610 0,027 0,039 0,057 0,056 0,059

vt
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Tabela 18 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre a velocidade de fermentagdo (g de CO,) no
transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura CAT-1

VELOCIDADE DE FERMENTACAO (g de CO,)

Tratamento Ciclo
1.5h 3h 4.5h 6h 7.5h 21h
1 0,95 2,51 3,87 4,78 5,14 5,44
2 0,93 2,26 3,86 4,98 5,30 5,64
CAT-1 3 1,07 2,86 4,47 5,24 5,52 5,68
4 1,12 2,60 4,78 5,31 5,56 5,74
5 1,21 2,90 4,49 5,47 5,58 5,73
Média 1,06 2,63 4,29 5,15 5,42 5,65
1 0,95 2,56 3,88 491 5,26 5,61
2 0,91 2,27 3,78 5,09 5,43 5,80
3 1,05 2,74 4,34 5,25 5,60 5,84
CAT-1+025 4 0,95 2,35 4,34 5,20 5,60 5,88
5 1,11 2,77 4,23 5,46 5,57 5,80
Média 0,99 2,54 411 5,18 5,49 5,78
1 0,87 2,46 3,64 4,67 5,09 5,45
2 0,95 2,19 3,81 5,02 5,39 5,80
CAT-1 + 230 3 1,01 2,57 4,03 4,87 5,37 5,66
4 0,94 2,29 424 4,84 5,33 5,68
5 1,19 2,70 3,80 5,30 5,30 5,62

Média 0,99 2,44 3,90 4,94 5,30 5,64
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Levedura BG-1

Tabela 19 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre o rendimento fermentativo (%), crescimento do fermento (g) e pH no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura BG-1

Tratamento RENDIMENTO FERMENTATIVO (%)  MEDIA PESO DE FERMENTO (g) pH
R1 R2 R3 R4 R5 GERAL Pl P1 P2 P3 P4 P5 pH1 pH2 pH3 pH4 pH5
80,7 81,7 82,5 81,6 82,1 7,20 8,12 8,37 8,44 8,65 8,79 4,29 4,28 4,28 4,26 4,24
BG-1 81,7 82,2 82,2 83,2 82,7 7,16 8,07 8,34 8,55 8,70 8,80 4,28 4,29 4,26 4,25 4,26
81,5 81,6 82,6 83,4 82,7 7,22 8,13 8,38 8,63 8,71 8,79 4,29 4,27 4,28 4,26 4,27
Média 81,3 81,8 82,4 82,7 82,5 8216 7,19 8,11 8,36 8,54 8,69 8,79 3,47 4,28 4,27 4,26 4,26
81,0 82,1 83,2 82,0 82,4 7,19 8,79 9,44 8,96 8,94 8,94 4,12 3,90 4,02 4,01 3,99
BG-1+025 82,1 82,4 82,4 82,1 82,1 7,17 8,66 9,19 9,21 9,33 9,39 4,14 3,93 4,11 4,15 4,11
81,3 82,4 82,6 82,1 82,1 7,18 8,66 9,27 9,46 9,26 9,24 4.13 3,92 4,03 4,03 4,06
Média 81,5 82,3 82,7 82,1 822 8216 7,18 8,70 9,30 9,21 9,18 9,19 4,13 3,92 4,05 4,06 4,05
81,5 81,3 81,3 81,1 80,9 7,19 8,44 8,51 8,46 8,43 8,48 4,33 4,27 4,2 4,16 4,1
BG-1+230 81,2 82,0 81,5 82,1 80,9 7,22 8,49 8,55 8,40 8,41 8,54 4,34 4,29 4,23 4,17 4,13
81,0 80,9 81,5 81,3 80,8 7,19 8,50 8,60 8,73 8,81 8,97 4,33 4,28 4,20 4,17 4,13
Média 81,3 81,4 81,4 81,5 80,8 81,29 7,20 8,48 8,55 8,53 8,55 8,66 4,33 4,28 4,21 4,17 4,12
80,5 80,3 80,2 81,0 79,3 7,21 8,22 8,15 8,24 8,39 8,54 4,34 4,3 4,23 4,17 4,08
BG-1+432 80,5 80,9 80,7 80,2 79,9 7,10 7,97 7,65 7,80 7,99 8,04 4,29 4,27 4,21 4,13 4,06
80,9 81,2 81,4 80,7 80,4 7,25 7,92 7,65 7,74 7,93 8,09 4,29 4,30 4,21 4,15 4,06

Média 80,6 80,8 80,8 80,7 799 8054 7,19 8,04 7,82 7,93 8,10 8,22 4,31 4,29 4,22 4,15 4,07




Tabela 20 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a viabilidade da levedura (%), taxa de brotamento (%) e os teores de trealose (%) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos
empregando-se a levedura BG-1

Tratamento VIABILIDADE (%) BROTAMENTO (%) TREALOSE (%)
VI V2 V3 V4 V5 BRL BR2 BR3 BR4 BR5 INICIAL FINAL
100 99 95 93 92 11 11 12 10 8 2,96 7,21
BG-1 100 99 97 92 92 9 13 13 10 7 2,96 7,54
99 99 95 96 93 11 10 10 8 9 2,96 7,12
Média 99 99 96 93 92 10 11 12 9 8 2,96 7,29
99 98 89 90 87 14 10 13 8 9 2,96 6,51
BG-1+025 99 99 97 95 03 13 9 15 7 10 2,96 7,00
99 98 93 93 94 10 9 17 10 10 2,96 6,88
Média 99 98 93 93 091 12 9 15 9 10 2,96 6,80
98 98 93 92 091 10 10 11 9 7 2,96 6,93
BG-1+230 98 98 97 93 92 13 13 10 12 11 296 7,15
99 98 92 92 90 12 12 9 12 9 2,96 7,10
Média 99 98 94 93 91 12 12 10 11 9 296 7,06
99 97 96 90 90 13 9 10 11 7 2,96 6,72
BG-1+432 98 98 97 94 03 1 10 12 9 9 2,96 6,88
98 99 94 94 92 18 8 12 12 7 2,96 7,18
Média 98 98 95 93 92 14 9 11 11 8 2,96 6,92

671



Tabela 21 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a contaminacdo bacteriana observada por contagem ao microscopio otico (10’ células.mL™), pelo método do
Microplaquemento em Gotas (10° UFC.mL™) e sobre a viabilidade bacteriana % no transcorrer de 5 ciclos fermentativos

empregando-se a levedura BG-1

0ST

BACTERIAS (10 células.mL™)

BACTERIAS (10’ UFC.mL™)

VIABILIDADE BACTERIANA (%)

Tratamento
BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 VB1 VB2 VB3 VB4 VB5
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
BG-1 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
Média 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0
3,64 4,32 3,18 2,27 2,04 20,00 21,70 12,00 11,70 14,30 16 9 9 6 7
BG-1 + 025 1,59 2,96 2,95 2,27 3,64 24,70 21,30 11,30 11,30 11,00 11 8 9 6 11
2,73 6,37 3,18 2,50 2,76 17,70 21,30 12,00 11,50 12,70 11 15 7 7 6
Média 2,65 4,55 3,10 2,35 2,81 20,80 21,43 11,77 11,50 12,67 12 10 8 6 8
26,90 25,30 25,20 41,20 32,10 73,70 42,70 47,70 49,70 54,70 85 85 78 83 78
BG-1+230 32,30 31,80 34,10 44,80 31,20 32,00 37,70 43,00 46,00 48,30 97 80 81 91 85
25,90 32,30 30,20 41,90 35,30 56,30 40,00 45,40 49,00 45,30 96 93 89 84 89
Média 28,37 29,80 29,83 42,63 32,87 54,00 40,13 45,37 48,23 49,43 92 86 83 86 84
19,10 27,30 23,80 31,20 39,80 16,00 19,00 18,30 18,70 23,00 92 88 87 83 89
BG-1+432 27,00 25,50 23,20 34,80 38,20 31,30 18,70 20,30 25,00 33,30 89 87 84 89 87
24,80 15,40 25,40 27,00 35,00 27,70 11,50 18,30 19,30 19,70 89 89 89 81 88
Média 23,63 22,73 24,13 31,00 37,67 25,00 16,40 18,97 21,00 25,33 90 88 87 84 88




Tabela 22 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como ART e sacarose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura BG-1

Tratamento ART RESIDUAL (%) SACAROSE RESIDUAL(%)
ART1 ART2 ART3 ART4 ARTS5 SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SACS5
0,050 0,069 0,041 0,043 0,041 0,014 0,028 0,023 0,024 0,023
BG-1 0,027 0,013 0,026 0,028 0,015 0,001 0,001 0,008 0,014 0,001
0,039 0,017 0,018 0,031 0,022 0,015 0,001 0,001 0,014 0,001
Média 0,039 0,033 0,029 0,034 0,026 0,010 0,010 0,011 0,017 0,008
0,013 0,030 0,010 0,027 0,014 0,001 0,018 0,001 0,015 0,001
BG-1+025 0,019 0,013 0,015 0,033 0,015 0,001 0,001 0,001 0,019 0,001
0,016 0,014 0,015 0,024 0,013 0,001 0,001 0,001 0,021 0,001
Média 0,016 0,019 0,013 0,028 0,014 0,001 0,007 0,001 0,018 0,001
0,019 0,026 0,012 0,030 0,013 0,001 0,013 0,001 0,015 0,001
BG-1+230 0,013 0,015 0,018 0,013 0,018 0,001 0,001 0,001 0,001 0,015
0,017 0,003 0,015 0,027 0,013 0,001 0,001 0,001 0,016 0,010
Média 0,016 0,015 0,015 0,023 0,015 0,001 0,005 0,001 0,011 0,009
0,014 0,026 0,014 0,012 0,011 0,001 0,013 0,001 0,001 0,001
BG-1+432 0,014 0,014 0,016 0,032 0,031 0,001 0,001 0,001 0,018 0,015
0,021 0,013 0,011 0,033 0,014 0,010 0,001 0,001 0,020 0,001
Média 0,017 0,018 0,013 0,026 0,019 0,004 0,005 0,001 0,013 0,006

16T



Tabela 23 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como glicose e frutose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura BG-1

GLICOSE RESIDUAL (%) FRUTOSE RESIDUAL (%)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 F1 F2 F3 F4 F5

0,034 0,021 0,016 0,017 0,016 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
BG-1 0,025 0,011 0,017 0,012 0,013 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,022 0,015 0,016 0,015 0,019 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Média 0,027 0,016 0,016 0,014 0,016 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,011 0,011 0,008 0,011 0,012 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
BG-1+025 0,017 0,011 0,013 0,012 0,013 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,014 0,011 0,013 0,001 0,011 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Média 0,014 0,011 0,011 0,008 0,012 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,017 0,011 0,010 0,013 0,011 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
BG-1+230 0,011 0,013 0,016 0,011 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,015 0,001 0,013 0,009 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Média 0,014 0,008 0,013 0,011 0,004 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,012 0,011 0,012 0,010 0,009 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
BG-1+432 0,012 0,012 0,014 0,012 0,015 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,010 0,011 0,009 0,012 0,012 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

Média 0,011 0,011 0,011 0,011 0,012 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

¢St



Tabela 24 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacédo de succinato (mM), lactato (mM) e acetado (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura BG-1

Tratamento SUCCINATO (mM) LACTATO (mM) ACETATO (mM)
s1 S2 S3 s4 S5 L1 L2 L3 L4 L5 Al A2 A3 A4 A5
325 492 482 399 4,74 689 684 638 677 641 10,84 10,30 10,19 9,58 9,42
BG-1 356 477 483 345 445 673 650 637 678 741 10,19 9,82 8,88 9,29 10,62
351 479 464 416 506 6,86 667 614 665 13,33 9,95 1005 9,21 9,30 8,99
Média 344 483 476 387 475 682 667 630 674 905 10,33 10,05 9,43 9,39 9,68
347 281 355 355 621 43,66 6365 4451 4318 52,38 16,40 1858 13,66 12,92 14,11
BG-1+025 289 275 353 352 418 44,06 64,58 37,17 34,34 35,08 17,29 19,54 1427 12,89 11,03
356 270 342 365 4,94 4481 6383 40,85 42,05 36,90 16,97 1879 1290 1222 11,26
Média 331 275 350 357 511 4418 64,02 4085 39,86 4145 16,89 18,97 13,61 12,68 12,13
243 410 385 391 4,78 39,08 28,68 30,47 3097 32,17 26,31 18,41 17,83 17,84 18,79
BG-1+230 232 404 367 410 521 37,94 27,85 2959 3045 3191 2557 17,88 17,68 16,56 17,62
331 421 393 460 537 38,33 27,94 2994 30,31 31,65 2496 1650 16,05 16,12 16,56
Média 269 412 382 420 512 3845 28,16 30,00 30,58 31,91 2561 17,60 17,19 16,84 17,65
355 476 454 544 578 33,82 26,85 2826 29,66 32,41 22,79 14,44 13,94 14,77 17,18
BG-1+432 343 484 365 557 536 3468 2662 2481 3051 32,79 2333 1580 12,82 1589 18,14
363 469 453 487 557 3451 26,62 5570 30,23 4854 2234 1548 1459 1646 22,71
Média 353 476 424 529 557 3434 26,70 36,26 30,14 37,91 2282 1524 1378 1570 19,34

€aT



Tabela 25 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéo de glicerol (mM) e manitol (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura BG-1

GLICEROL (mM) MANITOL (mM)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 M1 M2 M3 M4 M5

0,557 0,547 0,498 0,473 0,490 0,065 0,076 0,075 0,069 0,069
BG-1 0,524 0,519 0,496 0,470 0,523 0,067 0,067 0,068 0,064 0,071
0,550 0,534 0,467 0,447 0,458 0,069 0,070 0,067 0,062 0,065
Média 0,544 0,533 0,487 0,463 0,490 0,067 0,071 0,070 0,065 0,068
0,503 0,380 0,408 0,424 0,436 0,055 0,014 0,019 0,001 0,014
BG-1+025 0,502 0,386 0,419 0,442 0,462 0,058 0,018 0,031 0,036 0,032
0,480 0,390 0,432 0,440 0,433 0,055 0,019 0,026 0,021 0,023
Média 0,495 0,386 0,420 0,435 0,444 0,056 0,017 0,026 0,019 0,023
0,494 0,529 0,515 0,529 0,561 0,091 0,084 0,090 0,099 0,113
BG-1+230 0,483 0,526 0,496 0,522 0,575 0,091 0,083 0,089 0,094 0,105
0,500 0,507 0,485 0,540 0,550 0,092 0,072 0,081 0,092 0,101
Média 0,492 0,521 0,499 0,530 0,562 0,091 0,079 0,087 0,095 0,106
0,513 0,511 0,532 0,573 0,602 0,092 0,079 0,085 0,093 0,103
BG-1+432 0,532 0,548 0,545 0,546 0,625 0,092 0,081 0,087 0,094 0,111
0,520 0,538 0,529 0,511 0,594 0,093 0,083 0,085 0,093 0,117

Média 0,521 0,532 0,535 0,543 0,607 0,092 0,081 0,086 0,094 0,110

121"
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Tabela 26 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre a velocidade de fermentagdo (g de CO,) no
transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura BG-1

VELOCIDADE DE FERMENTACAO (g DE CO,)

Tratamento Ciclo

1.5h 3h 4.5h 6h 7.5h 21h
1 4,13 453
2 0,68 1,60 2,52 3,46 4,13 4,69
BG-1 3 0,51 1,38 2,43 3,39 4,06 4,73
4 0,43 1,31 2,26 3,26 4,05 4,73
5 0,58 1,58 2,77 3,57 4,22 4,75
Média 0,55 1,47 2,50 3,42 4,12 4.69
1 4,25 4,56
2 0,75 1,77 2,83 3,85 4,31 4,68
3 0,52 1,49 2,64 3,67 4,19 4,68

-1+
BG-1+025 4 0,52 1,55 2,56 3,64 4,26 4,70
5 0,59 1,72 2,95 3,78 4,25 4,69
Média 0,59 1,63 2,75 3,73 4,25 4,66
1 4,28 457
2 0,68 1,66 2,58 3,58 4,12 4,63
3 0,48 1,43 2,49 3,47 4,12 4,68

-1+
BG-1+230 4 0,49 1,49 2,37 3,45 4,18 4,74
5 0,57 1,73 2,81 3,65 4,22 4,67
Média 0,55 1,58 2,56 3,54 4,18 4,66
1 4,10 457
2 0,64 1,58 2,44 3,46 4,12 4,73
BG-1 + 432 3 0,42 1,30 2,25 3,27 3,99 4,78
4 0,45 1,42 2,20 3,25 4,01 4,79
5 0,62 1,78 2,78 3,59 4,21 4,82
Média 0,53 1,52 2,41 3,39 4,09 474
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Levedura PE-2

Tabela 27 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre o rendimento fermentativo (%), crescimento do fermento (g) e pH no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura PE-2

Tratamento —RENDIMENTO FERMENTATIVO (%)  MEDIA PESO DE FERMENTO (g) pH
R1 R2 R3 R4 R5 GERAL PI P1 P2 P3 P4 P5 pHL  pH2 pH3  pH4  pH5
80,7 831 825 81,9 830 758 809 816 822 843 8,66 503 505 511 514 51
PE-2 81,0 825 824 825 828 765 749 750 734 724 7,26 503 507 51 515 508
80,8 849 837 842 850 768 836 821 826 7,98 71,77 502 512 515 516 512
Média 80,8 835 829 829 836 8274 764 798 796 7,94 7,88 7,90 503 508 512 515 5,10
799 816 81,9 81,2 809 7,70 847 848 831 843 854 474 465 476 475 4,76
PE-2+025 80,9 834 824 833 833 763 856 855 817 7,99 7,78 473 464 468 467 4,60
785 833 819 826 832 773 870 839 823 814 7,87 473 463 465 467 461
Média 798 828 821 824 825 819 769 858 847 824 819 8,06 473 464 470 470 4,66
79,7 796 786 785 78,0 768 821 811 804 7,83 765 481 475 47 467 456
PE-2+230 826 781 771 760 755 766 694 684 675 676 688 481 459 446 448 441
79,7 786 802 791 787 770 851 857 846 828 826 478 464 474 471 461
Média 80,7 78,7 786 779 7714 7866 768 7,89 7,84 7,75 762 7,60 480 466 4,63 462 4,49
81,7 802 799 789 789 763 814 822 793 751 7,03 485 473 465 462 4,49
PE-2+432 81,7 800 796 781 778 769 832 827 768 723 6,79 484 472 46 454 444
793 802 793 784 780 769 857 849 806 7,73 7,50 484 476 467 463 4,49

Média 80,9 80,1 79,6 78,5 78,2 7947 7,67 8,34 8,33 7,89 7,49 7,11 4,84 4,74 4,64 4,60 4,47




Tabela 28 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a viabilidade da levedura (%), taxa de brotamento (%) e os teores de trealose (%) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos
empregando-se a levedura PE-2

Tratamento VIABILIDADE (%) BROTAMENTO (%) TREALOSE (%)
VI V2 V3 V4 V5 BRL BR2 BR3 BR4 BR5 INICIAL FINAL
99 99 99 93 92 27 19 11 12 15 6,20 9,81
PE-2 99 98 98 93 92 18 22 13 18 19 6,20 9,37
99 98 97 91 91 14 12 11 13 10 6,20 8,70
Média 99 98 98 92 92 20 18 12 14 15 6,20 9,29
100 99 99 94 94 23 21 16 16 17 6,61 8,57
PE-2+025 99 98 97 94 94 16 18 17 12 13 6,61 8,08
99 98 96 94 92 24 19 15 14 12 661 8,01
Média 99 98 97 94 93 21 20 16 14 14 661 822
99 98 98 97 96 15 38 14 19 15 568 8,20
PE-2+230 99 98 91 97 96 17 47 21 8 17 568 5,56
99 97 84 98 95 22 31 17 11 20 568 8,39
Média 99 98 91 97 96 18 39 18 13 18 568 7,38
99 98 9 96 94 20 32 23 22 29 631 7,97
PE-2+432 98 98 89 88 93 16 20 23 34 19 631 7,90
98 98 95 96 92 19 24 31 11 28 6,31 7,99
Média 98 98 94 93 093 18 25 25 23 25 631 7,96

LST



Tabela 29 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a contaminacao bacteriana observada por contagem ao microscépio 6tico (10” células.mL™), pelo método do Microplaquemento
em Gotas (10" UFC.mL™) e sobre a viabilidade bacteriana % no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura PE-2

89T

BACTERIAS (10 células.mL™)

BACTERIAS (10" UFC.mL™)

VIABILIDADE BACTERIANA (%)

Tratamento
BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 VB1 VB2 VB3 VB4 VB5
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,005 0,139 0 0 0 0 0
PE-2 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,003 0,056 0 0 0 0 0
0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,002 0,085 0 0 0 0 0
Média 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,003 0,093 0 0 0 0 0
2,73 8,19 4,09 2,50 1,82 19,00 21,00 15,00 23,00 19,70 15 22 12 4 5
PE-2 + 025 15,40 7,28 3,64 1,36 0,91 14,70 27,00 22,00 23,30 14,70 50 31 10 3 2
9,78 3,19 5,23 2,04 1,59 19,00 28,70 23,00 22,30 28,70 41 12 13 3 4
Média 9,30 6,22 4,32 1,97 1,44 17,57 25,57 20,00 22,87 21,03 36 22 11 3 4
1,82 21,20 54,80 88,40 73,50 43,00 67,70 88,30 102,0 112,0 6 60 80 78 87
PE-2+230 3,64 33,50 48,00 76,70 89,20 40,30 104,0 101,0 123,0 99,30 11 67 85 91 92
23,40 25,40 36,60 45,70 76,90 41,40 79,30 76,30 100,0 123,0 82 78 88 82 94
Média 9,62 26,70 46,47 70,27 79,87 41,57 83,67 88,53 108,33 111,43 33 69 84 84 91
2,24 22,10 47,30 2,50 106,0 36,30 52,00 76,30 93,70 109,0 8 64 86 2 93
PE-2 +432 2,27 20,50 58,00 63,70 127,0 26,70 40,70 118,0 102,0 128,0 8 71 83 83 96
20,00 26,90 53,70 56,90 71,0 33,30 48,00 40,00 93,30 116,0 68 77 86 83 94
Média 8,17 23,17 53,00 41,03 101,33 32,10 46,90 78,10 96,33 117,67 28 71 85 56 94




Tabela 30 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como ART e sacarose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura PE-2

Tratamento ART RESIDUAL (%) SACAROSE RESIDUAL(%)
ART1 ART2 ART3 ART4 ARTS SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SACS5
0,089 0,053 0,053 0,051 0,048 0,007 0,014 0,010 0,012 0,006
PE-2 0,088 0,055 0,048 0,056 0,048 0,007 0,015 0,007 0,015 0,007
0,089 0,055 0,048 0,057 0,046 0,008 0,014 0,007 0,019 0,011
Média 0,089 0,054 0,050 0,055 0,047 0,007 0,014 0,008 0,015 0,008
0,057 0,061 0,048 0,048 0,043 0,015 0,025 0,014 0,013 0,010
PE-2+025 0,054 0,058 0,047 0,069 0,043 0,014 0,021 0,014 0,026 0,011
0,053 0,058 0,044 0,048 0,041 0,015 0,022 0,012 0,014 0,010
Média 0,055 0,059 0,046 0,055 0,042 0,015 0,022 0,013 0,017 0,010
0,119 0,059 0,047 0,053 0,059 0,020 0,020 0,010 0,013 0,019
PE-2+230 0,095 0,068 0,055 0,057 0,054 0,020 0,031 0,018 0,017 0,015
0,114 0,055 0,047 0,049 0,048 0,020 0,017 0,010 0,010 0,011
Média 0,109 0,061 0,050 0,053 0,053 0,020 0,022 0,013 0,013 0,015
0,117 0,064 0,075 0,059 0,062 0,026 0,025 0,026 0,021 0,017
PE-2 +432 0,117 0,059 0,078 0,071 0,058 0,026 0,024 0,027 0,021 0,016
0,124 0,057 0,079 0,064 0,061 0,030 0,021 0,029 0,018 0,017
Média 0,119 0,060 0,077 0,065 0,060 0,028 0,023 0,027 0,020 0,017
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Tabela 31 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como glicose e frutose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura PE-2

GLICOSE RESIDUAL (%) FRUTOSE RESIDUAL (%)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 F1 F2 F3 F4 F5

0,013 0,009 0,010 0,010 0,010 0,069 0,029 0,032 0,027 0,031
PE-2 0,013 0,010 0,009 0,010 0,010 0,067 0,030 0,031 0,031 0,031
0,013 0,010 0,010 0,011 0,010 0,068 0,030 0,031 0,026 0,024
Média 0,013 0,010 0,010 0,010 0,010 0,068 0,030 0,031 0,028 0,029
0,008 0,006 0,006 0,007 0,007 0,032 0,029 0,027 0,028 0,026
PE-2 + 025 0,008 0,006 0,006 0,008 0,007 0,031 0,030 0,026 0,034 0,024
0,008 0,006 0,006 0,007 0,007 0,030 0,029 0,025 0,026 0,024
Média 0,008 0,006 0,006 0,007 0,007 0,031 0,030 0,026 0,029 0,025
0,011 0,008 0,006 0,007 0,008 0,087 0,030 0,030 0,033 0,031
PE-2 + 230 0,011 0,007 0,007 0,007 0,008 0,063 0,029 0,030 0,032 0,030
0,011 0,007 0,006 0,007 0,007 0,082 0,030 0,030 0,032 0,029
Média 0,011 0,007 0,006 0,007 0,008 0,077 0,030 0,030 0,032 0,030
0,011 0,007 0,016 0,004 0,006 0,078 0,031 0,032 0,033 0,039
PE-2 +432 0,011 0,003 0,018 0,015 0,006 0,078 0,031 0,032 0,033 0,035
0,011 0,003 0,018 0,012 0,006 0,080 0,033 0,031 0,034 0,036

Média 0,011 0,004 0,017 0,010 0,006 0,079 0,031 0,031 0,033 0,037

097



Tabela 32 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéao de succinato (mM), lactato (mM) e acetado (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura

PE-2
SUCCINATO (mM) LACTATO (mM) ACETATO (mM)
Tratamento
S1 S2 S3 S4 S5 L1 L2 L3 L4 L5 Al A2 A3 A4 A5
3,03 3,50 3,01 3,29 3,77 3,33 3,06 2,63 2,85 3,18 6,89 3,84 3,60 4,51 4,36
PE-2 2,58 2,65 2,75 2,69 2,64 2,92 2,88 2,46 2,54 2,26 6,69 7,39 6,05 6,24 8,01
2,73 2,48 2,46 2,27 2,52 3,32 2,50 2,47 2,41 2,19 6,26 6,06 5,34 6,29 7,03
Média 2,78 2,87 2,74 2,75 2,98 3,19 2,81 2,52 2,60 2,54 6,61 5,76 5,00 5,68 6,47
2,71 2,18 2,37 2,83 3,17 39,56 45,32 39,85 37,59 37,09 14,53 13,86 10,89 7,80 8,61
PE-2 + 025 2,82 2,20 1,84 1,96 2,09 40,53 47,74 39,93 45,44 46,91 14,56 15,44 11,98 12,52 12,35
2,70 2,18 2,08 1,98 2,13 38,07 48,03 44,79 46,06 45,85 12,51 13,71 12,09 11,83 12,34
Média 2,74 2,19 2,09 2,25 2,47 39,39 47,03 41,53 43,03 43,28 13,87 14,34 11,65 10,72 11,10
2,66 2,41 2,07 2,24 2,02 39,34 34,82 34,49 39,05 41,27 24,61 22,55 23,00 26,52 30,42
PE-2 + 230 2,52 1,65 2,21 2,23 2,21 4464 47,51 47,75 50,44 51,68 27,06 32,93 35,18 37,73 40,04
2,37 1,80 2,14 1,73 2,18 42,36 34,81 34,23 36,87 39,01 24,68 22,04 22,30 24,80 26,70
Média 2,52 1,96 2,14 2,07 2,14 42,12 39,04 38,82 42,12 43,98 25,45 25,84 26,82 29,68 32,39
2,88 2,81 2,68 2,87 2,99 33,20 37,77 38,00 41,80 4573 21,31 22,84 23,49 27,85 31,04
PE-2 + 432 2,94 2,64 2,80 2,80 2,95 36,13 36,57 39,55 47,07 49,84 21,97 23,37 25,16 32,28 36,01
2,84 2,55 3,07 2,93 2,77 33,61 35,25 37,84 42,11 45,94 20,60 20,75 22,54 26,33 30,30
Média 2,89 2,67 2,85 2,87 2,90 34,31 36,53 38,46 43,66 47,17 21,29 22,32 23,73 28,82 32,45
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Tabela 33 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéo de glicerol (mM) e manitol (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura PE-2

GLICEROL (mM) MANITOL (mM)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 M1 M2 M3 M4 M5

0,457 0,368 0,347 0,341 0,342 0,006 0,008 0,006 0,006 0,006
PE-2 0,448 0,325 0,334 0,330 0,304 0,006 0,008 0,005 0,005 0,005
0,447 0,329 0,328 0,303 0,325 0,006 0,007 0,005 0,005 0,005
Média 0,451 0,341 0,336 0,325 0,324 0,006 0,008 0,005 0,005 0,005
0,410 0,257 0,288 0,356 0,338 0,001 0,001 0,001 0,001 0,015
PE-2 + 025 0,398 0,252 0,273 0,294 0,303 0,001 0,001 0,005 0,005 0,003
0,406 0,265 0,273 0,296 0,287 0,001 0,003 0,004 0,004 0,002
Média 0,405 0,258 0,278 0,315 0,309 0,001 0,002 0,003 0,003 0,007
0,434 0,403 0,451 0,445 0,515 0,032 0,032 0,099 0,099 0,156
PE-2 + 230 0,445 0,522 0,550 0,572 0,597 0,028 0,139 0,247 0,247 0,267
0,436 0,385 0,451 0,457 0,540 0,026 0,032 0,086 0,086 0,104
Média 0,438 0,436 0,484 0,491 0,551 0,029 0,068 0,144 0,144 0,176
0,416 0,411 0,490 0,456 0,504 0,033 0,041 0,103 0,103 0,169
PE-2 + 432 0,428 0,411 0,491 0,481 0,510 0,034 0,046 0,175 0,175 0,246
0,432 0,390 0,456 0,468 0,553 0,033 0,034 0,093 0,093 0,138

Média 0,425 0,404 0,479 0,468 0,522 0,033 0,040 0,124 0,124 0,184
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Tabela 34 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre a velocidade de fermentagdo (g de CO,) no
transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura PE-2

VELOCIDADE DE FERMENTACAO (g DE CO,)

Tratamento Ciclo

1.5h 3h 4.5h 6h 7.5h 21h
1 1,20 4,20 4,58 4,73 4,85
2 0,90 2,35 3,85 4,56 4,81 5,19
PE-2 3 0,93 2,46 3,90 4,65 4,82 5,22
4 1,09 2,25 3,70 4,52 4,77 4,85
5 1,02 2,48 3,72 4,54 4,79 5,20
Média 1,03 2,38 3,87 4,57 4,78 5,06
1 1,38 4,30 4,66 4,81 5,06
2 0,97 2,52 4,02 4,64 4,82 5,14
3 0,93 2,79 4,20 4,98 5,14 5,56

-2+
PE-2+025 4 1,22 2,48 3,93 4,65 4,86 5,17
5 1,04 2,54 3,75 4,53 4,80 5,17
Média 1,11 2,59 4,04 4,69 4,89 5,22
1 1,19 4,19 4,63 4,80 5,12
2 0,71 1,95 3,19 4,08 4,46 5,00
3 0,73 2,01 3,32 4,24 4,64 5,16

2+
PE-2+230 4 0,92 2,01 3,26 417 4,52 5,03
5 0,83 2,22 3,33 4,18 4,51 4,95
Média 0,88 2,05 3,46 4,26 4,58 5,05
1 1,13 4,12 4,62 4,81 5,13
2 0,96 2,38 3,66 4,40 4,63 5,00
PE-2 + 432 3 1,16 2,50 3,69 4,46 4,65 5,03
4 1,09 2,20 3,43 4,22 4,56 5,01
5 0,85 2,27 3,28 4,09 4,39 4,97
Média 1,04 2,34 3,64 4,36 4,61 5,03




12"

Levedura Fleischmann

Tabela 35 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre o rendimento fermentativo (%), crescimento do fermento (g) e pH no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura Fleischmann

Tratamento — RENDIMENTO FERMENTATIVO (%)  MEDIA PESO DE FERMENTO (g) pH
R1 R2 R3 R4 R5 GERAL Pl P1 P2 P3 P4 P5 pHI  pH2 pH3  pH4  pH5
835 871 868 87,7 8709 712 810 836 877 872 895 470 485 486 486 4,84
FL 840 868 87,7 890 880 717 829 868 901 873 924 469 483 488 486 4,83
853 87,7 880 884 879 714 793 825 860 870 915 473 483 487 485 481
Média 843 872 875 884 879 8705 714 811 843 879 872 911 378 484 487 486 4,83
854 856 864 87,6 875 714 828 924 93 84 868 451 448 430 416 4,13
FL+025 842 861 870 876 865 713 8838 983 969 909 883 449 454 436 417 4,09
842 860 871 873 870 709 841 9,01 930 874 904 448 447 434 417 415
Média 846 859 868 875 870 8636 7,12 852 936 943 874 885 449 450 433 417 412
845 859 860 856 850 718 834 923 929 998 8091 473 476 466 456 4,49
FL+230 848 857 862 859 855 718 824 9,02 912 901 8097 474 474 464 456 447
836 860 854 863 847 716 832 9,04 924 936 980 473 476 464 452 447
Média 843 859 859 859 851 8541 7,17 830 910 922 945 923 473 475 465 455 4,48
835 837 833 802 752 723 786 835 838 816 7,86 477 467 445 425 4,08
FL+432 838 852 850 828 77,9 729 841 892 858 835 821 474 474 454 434 415
834 852 858 826 791 72 826 883 858 832 831 473 472 456 435 418

Média 83,6 84,7 84,7 81,9 774 8246 7,24 8,18 8,70 8,51 8,28 8,13 4,75 4,71 4,52 4,31 4,14




Tabela 36 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a viabilidade da levedura (%), taxa de brotamento (%) e os teores de trealose (%) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos
empregando-se a levedura Fleischmann

Tratamento VIABILIDADE (%) BROTAMENTO (%) TREALOSE (%)
V2 V3 V4 V5 BRL BR2 BR3 BR4 BR5 INICIAL FINAL
94 72 70 67 55 23 21 14 17 29 258 5,36
FL 90 70 71 67 62 21 27 22 20 23 258 528
83 65 67 66 54 20 17 14 15 23 2,58 4,70
Média 89 69 69 67 57 21 21 17 17 25 258 511
87 73 68 62 31 18 27 16 22 40 258 311
FL+025 86 80 67 56 37 25 24 18 11 34 2,58 3,64
84 78 65 58 38 19 13 20 24 26 258 441
Média 85 77 67 58 36 21 21 18 19 33 258 3,72
90 74 65 52 40 28 17 11 21 26 2,58 4,08
FL+230 86 77 61 55 44 21 17 14 14 19 2,58 4,37
87 76 63 66 52 26 19 17 13 47 2,58 4,58
Média 88 76 63 58 45 25 17 14 16 31 2,58 4,34
87 78 70 56 40 18 11 12 21 20 258 154
FL+432 87 77 60 58 45 22 12 10 21 16 258 2,41
84 74 71 57 38 22 12 9 17 21 258 2,73
Média 86 76 67 57 41 21 12 11 20 19 258 2,23
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Tabela 37 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a contaminacao bacteriana observada por contagem ao microscépio 6tico (10’ células.mL™), pelo método do Microplagquemento
em Gotas (10" UFC.mL™) e sobre a viabilidade bacteriana % no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura
Fleischmann

997

BACTERIAS (10 células.mL™)

BACTERIAS (10’ UFC.mL™)

VIABILIDADE BACTERIANA (%)

Tratamento

BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 BC1 BC2 BC3 BC4 BC5 VB1 VB2 VB3 VB4 VB5

0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

FL 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

Média 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0 0 0 0 0

9,10 10,90 14,10 12,10 11,10 22,00 23,30 32,30 27,30 28,30 55 79 74 49 34

FL + 025 6,83 13,20 15,20 14,30 13,20 20,00 29,30 33,50 36,30 38,00 50 60 77 61 44

8,65 12,30 14,60 9,33 16,80 28,70 20,30 32,30 26,30 43,00 72 73 77 47 44

Média 8,19 12,13 14,63 11,91 13,70 23,57 24,30 32,70 29,97 36,43 59 70 76 52 41

10,90 19,80 25,90 27,30 32,50 34,30 45,30 67,00 84,00 64,70 77 85 91 89 89

FL + 230 17,30 25,50 22,50 35,70 32,80 39,00 54,30 51,30 59,70 58,70 90 89 85 91 89

18,00 20,50 27,00 29,40 36,60 33,70 38,30 39,30 60,70 54,00 90 90 91 85 89

Média 15,40 21,93 25,13 30,80 33,97 35,67 45,97 52,53 68,13 59,13 86 88 89 88 89

20,50 21,80 40,30 35,30 62,10 11,00 11,70 12,00 14,30 5,00 86 90 90 91 90

FL +432 15,70 20,50 39,40 35,50 57,10 9,67 14,30 14,30 11,30 16,30 87 88 92 84 89

16,60 20,70 30,70 40,10 59,60 13,70 12,70 8,33 15,00 15,00 86 84 89 86 89

Média 17,60 21,00 36,80 36,97 59,60 11,46 12,90 11,54 13,53 12,10 86 87 90 87 89




Tabela 38 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como ART e sacarose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura Fleischmann

Tratamento ART RESIDUAL (%) SACAROSE RESIDUAL(%)
ART1 ART2 ART3 ART4 ARTS5 SAC1 SAC2 SAC3 SAC4 SACS
0,033 0,041 0,035 0,076 0,050 0,010 0,038 0,009 0,021 0,019
FL 0,016 0,071 0,053 0,034 0,047 0,001 0,030 0,048 0,022 0,020
0,012 0,024 0,040 0,055 0,073 0,001 0,006 0,016 0,028 0,024
Média 0,021 0,045 0,043 0,055 0,057 0,004 0,024 0,024 0,024 0,021
0,042 0,028 0,048 0,053 0,041 0,026 0,025 0,032 0,001 0,038
FL + 025 0,012 0,064 0,029 0,103 0,035 0,010 0,038 0,026 0,051 0,032
0,052 0,049 0,069 0,027 0,051 0,020 0,045 0,044 0,009 0,015
Média 0,035 0,047 0,049 0,061 0,042 0,018 0,036 0,034 0,021 0,028
0,027 0,031 0,049 0,071 0,601 0,013 0,027 0,036 0,060 0,025
FL + 230 0,025 0,022 0,063 0,048 0,021 0,006 0,010 0,047 0,044 0,003
0,036 0,035 0,041 0,037 0,037 0,025 0,031 0,022 0,033 0,034
Média 0,029 0,029 0,051 0,052 0,220 0,014 0,023 0,035 0,046 0,020
0,057 0,040 0,028 0,013 0,219 0,052 0,037 0,025 0,011 0,040
FL + 432 0,042 0,003 0,083 0,103 0,188 0,027 0,001 0,019 0,022 0,036
0,040 0,061 0,014 0,145 0,143 0,021 0,023 0,011 0,073 0,021
Média 0,046 0,035 0,042 0,087 0,183 0,033 0,020 0,018 0,036 0,032
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Tabela 39 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre os teores residuais de acUcares (%), expressos como glicose e frutose no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a
levedura Fleischmann

GLICOSE RESIDUAL (%) FRUTOSE RESIDUAL (%)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 F1 F2 F3 F4 F5
0,022 0,001 0,025 0,032 0,020 0,001 0,001 0,001 0,022 0,010
FL 0,015 0,016 0,001 0,009 0,013 0,001 0,024 0,001 0,001 0,013
0,010 0,017 0,023 0,024 0,031 0,001 0,001 0,001 0,001 0,017
Média 0,016 0,011 0,016 0,022 0,021 0,001 0,008 0,001 0,008 0,013
0,014 0,001 0,013 0,024 0,001 0,001 0,001 0,001 0,028 0,001
FL + 025 0,001 0,001 0,001 0,023 0,001 0,001 0,023 0,001 0,026 0,001
0,012 0,001 0,022 0,001 0,019 0,019 0,001 0,001 0,016 0,017
Média 0,009 0,001 0,012 0,016 0,007 0,007 0,008 0,001 0,023 0,006
0,013 0,001 0,009 0,007 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
FL + 230 0,018 0,011 0,013 0,001 0,017 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,009 0,001 0,017 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Média 0,013 0,004 0,013 0,003 0,006 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
0,001 0,001 0,001 0,001 0,036 0,001 0,001 0,001 0,001 0,141
FL + 432 0,001 0,001 0,031 0,001 0,020 0,012 0,001 0,032 0,078 0,131
0,018 0,021 0,001 0,007 0,016 0,001 0,016 0,001 0,060 0,106

Média 0,007 0,008 0,011 0,003 0,024 0,005 0,006 0,011 0,046 0,126
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Tabela 40 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéao de succinato (mM), lactato (mM) e acetado (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura

Fleischmann
SUCCINATO (mM) LACTATO (mM) ACETATO (mM)
Tratamento
S1 S2 S3 S4 S5 L1 L2 L3 L4 L5 Al A2 A3 A4 A5
511 4,80 4,82 4,96 4,91 6,79 5,95 6,41 6,51 6,11 11,01 10,40 10,05 9,81 10,18
FL 5,28 4,59 4,97 5,08 5,06 6,97 5,74 6,68 6,48 6,46 11,66 10,72 10,80 10,64 10,15
5,09 4,86 4,72 4,81 4,62 6,42 5,76 6,28 6,15 6,26 11,68 10,40 11,28 11,10 10,56
Média 5,16 4,75 4,83 4,95 4,86 6,72 5,82 6,46 6,38 6,28 11,45 10,51 10,71 10,51 10,30
5,14 3,94 3,80 4,14 3,78 42,61 43,24 60,01 73,18 69,63 16,97 14,43 14,56 14,09 13,18
FL + 025 4.81 4,32 3,94 4,20 3,96 41,21 39,02 57,23 75,64 74,73 16,31 14,04 14,16 14,18 12,99
4,55 3,86 3,66 3,83 3,59 4490 44,78 57,68 71,83 67,26 17,30 14,55 14,31 14,54 13,57
Média 4,83 4,04 3,80 4,06 3,78 4291 4235 58,31 7355 70,54 16,86 14,34 14,34 14,27 13,25
4,86 4,96 4,76 4,80 4,87 30,02 26,48 2952 33,42 34,76 19,43 17,12 17,58 20,87 23,39
FL + 230 4,40 4,74 5,07 5,15 4,59 29,08 26,83 30,88 35,08 33,90 19,52 17,56 18,92 22,73 23,30
4,16 4,76 4,84 4,71 5,23 29,24 26,16 30,31 35,02 34,00 19,37 17,09 18,63 22,41 21,12
Média 4,47 4,82 4,89 4,88 4,90 29,45 26,49 30,23 3451 34,22 19,44 17,26 18,37 22,00 22,60
3,70 4,55 3,95 3,28 2,81 29,26 30,25 41,95 54,86 69,93 19,55 19,74 26,72 37,50 51,45
FL + 432 4,64 4,54 4,50 3,53 2,96 29,52 28,32 38,49 49,02 61,87 18,84 17,80 22,90 31,93 43,92
4,60 4,59 4,32 3,58 3,00 30,01 27,43 36,70 48,46 59,68 18,66 17,31 22,93 30,74 42,21
Média 4,31 4,56 4,26 3,46 2,92 29,60 28,67 39,05 50,78 63,83 19,02 18,28 24,18 33,39 45,86
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Tabela 41 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025) e com bactéria heterofermentativa (230)
sobre a formacéo de glicerol (mM) e manitol (mM) no transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura Fleischmann

GLICEROL (mM) MANITOL (mM)
Tratamento
Gl G2 G3 G4 G5 M1 M2 M3 M4 M5
0,600 0,492 0,482 0,488 0,518 0,067 0,072 0,063 0,069 0,068
FL 0,607 0,478 0,575 0,489 0,466 0,066 0,064 0,085 0,079 0,068
0,595 0,499 0,481 0,489 0,504 0,062 0,061 0,067 0,076 0,068
Média 0,601 0,490 0,513 0,489 0,496 0,065 0,066 0,072 0,074 0,068
0,561 0,448 0,442 0,431 0,416 0,051 0,001 0,001 0,001 0,007
FL + 025 0,543 0,447 0,435 0,409 0,448 0,048 0,001 0,001 0,001 0,001
0,557 0,453 0,437 0,421 0,475 0,046 0,011 0,001 0,001 0,001
Média 0,554 0,450 0,438 0,420 0,446 0,048 0,004 0,001 0,001 0,003
0,591 0,537 0,600 0,598 0,659 0,086 0,089 0,097 0,136 0,181
FL + 230 0,570 0,544 0,589 0,549 0,650 0,079 0,092 0,102 0,142 0,171
0,611 0,543 0,591 0,607 0,676 0,083 0,076 0,101 0,130 0,144
Média 0,590 0,541 0,593 0,585 0,662 0,083 0,085 0,100 0,136 0,165
0,524 0,549 0,588 0,576 0,676 0,109 0,141 0,248 0,443 0,812
FL + 432 0,594 0,515 0,596 0,591 0,625 0,104 0,116 0,205 0,365 0,594
0,579 0,533 0,572 0,524 0,678 0,102 0,117 0,178 0,305 0,632

Média 0,566 0,533 0,585 0,564 0,660 0,105 0,125 0,211 0,371 0,679

0LT
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Tabela 42 - Estudo comparativo entre os tratamentos sem bactéria, com bactéria homofermentativa (025)
e com bactéria heterofermentativa (230) sobre a velocidade de fermentagdo (g de CO,) no

transcorrer de 5 ciclos fermentativos empregando-se a levedura Fleischman

VELOCIDADE DE FERMENTACAO (g DE CO2)

Trat t icl
ratamento  Ciclo 1.5h 3h 4.5h 6h 7.5h 21h
1 413 453
2 0,68 1,60 252 3.46 413 469
oL 3 051 1.38 243 3.39 406 473
4 043 131 226 326 405 473
5 058 1,58 277 357 4.22 475
Média 0,55 1.47 250 3.42 412 4.69
1 4.25 456
2 075 177 283 385 431 468
L+ 025 3 052 1,49 264 3.67 419 468
4 052 1,55 256 364 426 470
5 0.59 172 295 378 425 4.69
Média 0,59 1,63 275 373 425 466
1 4.28 457
2 0,68 1,66 258 358 412 463
FL+ 230 3 048 1.43 2 49 3.47 412 4.68
4 0.49 1,49 237 3.45 418 474
5 057 173 281 365 4.22 467
Média 0,55 1,58 256 354 418 466
1 4.10 457
2 0.64 1,58 2 44 3.46 412 473
CL s 43 3 0.42 1,30 225 3.27 3.99 478
4 045 1.42 220 3.25 401 479
5 0,62 1,78 278 3.59 421 4.82
Média 0,53 1,52 241 3.39 4.09 4.74
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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