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1 — INTRODUCAO

A Emulsan Al é um produto comercial, preparado &
base de pantaclorofenol, sendo seu emprégo preconizado nas
fermentacOes alcoodlicas, tanto para a producido de alcool
como para a de aguardente, como antissético, bactericida e
agente de melhoria das fermentacoes, propiciando a levedura
condicoes mais adequadas ao seu metabolismo.

O Instituto Zimotécnico estabeleceu um plano de tra-
balho, com a finalidade de estudar o efeito da Emulsan Al s6-
bre a fermentacao de caldo de cana pelo Saccharomyces carls-
bergensis e 0 comportamento dessa levedura face a mesma
Emulsan Al aplicada em diferentes doses.

As pesquisas foram divididas em trés sec¢des: tecnolo-
gica, microbiolégica e bioquimica. Na sec¢ao de tecnologia,
estao sendo verificadas as caracteristicas fisicas e quimicas
das fermentacoes; na seccao de microbiologia estudadas as
caracteristicas da microflora dessas mesmas fermentacoes,
realizadas em condicOes assépticas e também industriais, e
em presenca de diferentes e progressivas doses de Emulsan
Al. A seccao. de bioquimica se propds a estudar a influéncia
da Emulsan Al sbbre as células de Saccharomyces carlsber-
gensis adaptadas a diferentes concentracoes désse preparado
comercial.

Considerando que a Emulsan Al exerce poder bactericida
e fungicida, e portanto, interfere de modo violento sdbre a
fisiologia de bactérias e fungos, conforme o apresentado
em estudos anteriores por diversos autores e, que o penta-
clorofenol apresenta propriedades estimulantes sébre as le-
veduras, surgiu-nos a idéia de estudar comparativamente
alguns aspectos do metabolismo do S. carlsbergensis adapta-
do a diferentes concentracdes de Emulsan Al, em relagdo a
fermentacao de alguns carbohidratos.

O presente trabalho consta justamente dos resultados
dessas primeiras pesquisas.
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2 — REVISAO DA LITERATURA

Em 1945, GAI (4) publicou trabalh‘o sObre suas investi-
gacOes realizadas em condigOes de laboratorio utilizando-se
do pentaclorofenol inclusive como antisséptico.

Em 1949, novamente BARRETO (2) apresentou trabalho
sobre o pentaclorofenol e no qual ressalta o fato de peque-
nas quantidades do produto evitarem ou inibirem contami-
nacao bacteriana. Em conseqiiéncia desta atividade bacte-
ricida, que é discutida no trabalho, houve melhoria na pro-
ducio alcodlica, com até 12% de aumento. Também em mosto
de melaco éstes fatos se confirmaram,

Em 1950, a KLINGER S. A. deu divulgacao em seu res-
pectivo boletim, de fatos ligado a adicado de Emulsan Al ao
mostos em fermentacaoc alcodlica, esclarecendo que:

a) a Emulsan Al evita fermentagbes putridas, acética
e lactica;

b) a Emulsan Al aumenta o rendimento;
c) age como antisséptico e, finalmente,

d) tem acao estimulante sObre o Saccharomyces.

Em 1952, a KLINGER S. A. novamente publicou nota.
sdbre as qualidades, caracteristicas e vantagens da aplica-
c¢ao da Emulsan Al, em fermentagdes alcodlicas, acrescen-
tando, além das supras mencionadas, mais as seguintes: eco-
nomia de tempo e de dornas; nao é corrosiva; é de facil
aplicagao; tem pH quase neutro, etc. Neste boletim a KLIN-
GER S. A. aconselha aplicagcbes em doses entre 0,001% a
0,005% em relagio ao mosto (v/v).

Em 1953, ALMEIDA & LIMA (1) publicaram trabalho
em que tragcam normas para a racional aplicacao do penta-
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clorofenol nos diferentes sistemas de fermentacao usados no
Brasil,

Em 1956 DREWS (3) verificou que derivado s6dico do
pentaclorofenol apresentava propriedades que evitavam in-
feccoes em fermentagdes alcoodlicas de melagco de cana de
acucar. Podia-se prescindir ou nao do uso de H2504, & exce-
cao para o controle de bactérias do acido lactico, quando o
emprégo do acido sulfurico era imprescindivel.

3 — MATERIAL E METODOS

Nos experimentos foram utilizadas células intactas de
Saccharomyces carlsbergensis (1Z-1834), adaptadas em su-
cessivas fermentagOes a concentracoes crescentes de Emul-
san Al.

A Emulsan Al foi preparada por diluicao do produto
comercial em agua destilada, e adicionada aos baldes fer-
mentadores imediatamente antes das inoculacgoes.

Baloes Erlenmeyer contendo 1.350 ml de caldo de cana
esterilizado, com 14.° Brix e suplementado com (NH,). SO,
na dose de 0,2 g por cento foram utilizados para a obtencao
das cédulas necessarias aos trabalhos em Warburg. Estas
fermentacoes preliminares foram ralizadas em estufas, com
temperatura regulada para 28-30°C.

O volume do indculo foi estabelecido para 150 ml por
frasco, completando desta maneira um volume total de 1.500
ml de moésto inoculado.

Quando a primeira fermentacao, realizada em balao isen-
to de Emulsan Al, caiu a zero Brix, um volume de vinho de
150 ml serviu de inéculo para a fermentacao seguinte, desta
vez em balao adicionado de Emulsan Al na dose de 0,001%
(v/v). Quando esta segunda fermentacao caiu a zero Brix,
nova transferéncia foi feita, agora para balao contendo
0,002% de Emulsan Al, e assim sucessivamente até atingir
a concentracao maior de 0,005% (v/v) de Emulsan Al
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Com esta seqliéncia de fermentacoes, conferiu-se ao Sac-
‘haromyces carlsbergensis, condi¢cao de adaptabilidade pau-
atina a doses crescentes de Emulsan Al.

As fracoes de vinho que restaram, apds as inoculagoes,
)or sua vez cederam células para as experiéncias em War-

urg.

As células entao obtidas — e adaptadas aos diferentes
eores de Emulsan Al — foram em seguida ensaiadas em
nandémetros de Warburg para fermentar os seguintes subs-
ratos: glicose, lactose, caldo de cana, sacarose, rafinose,
naltose e galactose. .

As células foram coadas em malha fina, centrifugadas e
avadas quatro vézes em KC1 0,154 M e suspensas em tam-
»ao de fosfato (KH2PO4 0,1 M e Na2HPO4 0,1 M) para pH
1,50.

Em cada frasco de Warburg foram utilizados 30 micro-
noles de substrato. ,

O caldo de cana foi analisado para o teor em glicose e
evulose (redutores), apds inversao da sacarose, pelo método
Je Somogyi-Nélson (5,6) e em seguida diluido com agua
lestilada para que 0,30 ml contivessem 30 micromoles de
iexose redutora, Este caldo foi distribuido em tubos de en-
aio, esterilizado e estocado, utilizando-se depois 0 seu con-
eudo para fornecer o volume necessario ao experimento.

Sistema: O sistema utilizado em Warburg foi o seguinte:
1,60 ml de tampao, contendo 50 mg de células (pésol umido)
+ 0,30 ml de sol. aquosa contendo 30 micromoles de subs-
rato. Vf = 2,80 ml — Temperatura: 30°C. Tempo de equi-
ibrio: 10 minutos. Passagem de nitrogénio 10 minutos. Lei-
uras manomeétricas de 15 em 15 minutos. Os substratos
oram ensaiados em duplicata.

4 — RESULTADOS OBTIDOS

Os resultados obtidos nos experimentos em Warburg
ctao sintetizados nos quadros e figuras adiante especifi-
2dos.
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Tratamento

Células proveni-
entes de meio:
Isento de Emul-

san Al ....

Com 0,001 % ..

Com 0,002%

Com 0,003% ...
Com 0,005%

Glico- Galac- Caldo Saca-
se tose de cana rose
965 36 934 2025
1050 53 1106 1946
1063* 1137* 2067*
1026 54 1171 2217
1058 43 1145 2096
**1173 83 1201 2099
**1176* 1202

Mal-

tose

25

15

33

Rafi-

nose

841
1268
1488*
1789
1776
1393
2043*

Lac-

tose

11

21

Endo-

geno

20

10
34

*  Valores relativos a 210 minutos ce experimento,

** Valores corrigidos para 30 micrémoles de subsirato, uma vez que foram

utilizacos 20 micromoles (vide fig. V).
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QUADRO 2

Percentagens de CO2 produzido em relacdo ao maximo permitindo
pelos 30 micrémoles de substrato do sistema em Warburg (180°)

Glicose Caldo de Rafinose
' cana

Idem
Isento .......... 11.7% 1,1% 21%
Com 0,001% ... 78,1% 82,2% 13,7% — 37,2%*
Com 0,002% ... 76,3% 87,1% 44,9%
Com 0,003% ..- 78,1% 85,1% 34.8%
Com 0,005% ... 87.4% §9,3% 44,4% — 51% *
* Percentagens obtidas com 210 minutos de Warburg.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

A analise dos resultados, verifica-se que nos ensaios rea-
lizados, nao houve praticamente fermentacdo endogena.

Fermentac@o de hexoses: As hexoses utilizadas foram:
alfa-D-glicose e alfa-D-galactose.

As células provenientes de todos os meios de adaptacao
a Emulsan Al nao fermentaram galactose, enquanto fermen-
taram glicose com grande facilidade. Ao final de 180 minu-
tos de Warburg ou de 210 minutos, as curvas relativas a
producao de CO2 a partir de glicose, para todos os tipos de
células estavam paralelas ao.eixo das abcissas, indicando que
o maximo de fermentacao ja fora atingido. As células pro-
venientes de meio adicionado de doses de Emulsan Al, po-
rém, atingiram ésse maximo em valores mais altos que aos
das células oriundas de meio isento de Emulsan Al. Enguan-
to as células crescidas em meio isento de Emulsan Al fermen-
taram 71,7% da glicose as crescidas e adaptadas a Emulsan
Al sob as doses de 0,001%, 0,002%, 0,003%, 0,005%, fermen-
taram respectivamente, 78,1%, 76,3%, 78,1% e 87,4%. Estas
percentagens derivam do calculo de que 30 micromoles de
glicose permitem um maximo teorico de obtencao de 1334
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microlitros de CO2 em condi¢oes ideais, isto é, téda a glicose
sendo transformada exclusivamente em gas carbodnico e
alcool etilico. As células adaptadas & Emulsan Al apresen-
taram, portanto, maior rendimento, sendo que o maximo
de diferenca entre a percentagem de fermentagio das célu-
las crescidas em meio contendo 0,005% de Emulsan Al e as
niao adaptadas foi da ordem de 15,7%.

Fermentacdo de dissacarideos: Os dissacarideos utiliza-
dos foram: sacarose: (alfa-D-glucopiranose beta-D frutofu-
ranosideo) ; maltose (4 — alfa-D-glucopiranose — alfa-D glu-
copiranosideo), lactose (4 — alfa-D-glucopiranose — beta-
D-galactopiranosideo) e caldo de cana. O caldo de cana foi
ajustado e dosado em redutores totais, de modo a que 0,30
ml contivessem 30 micromoles de hexose redutora.

A semelhanca do que aconteceu com a glicose, as células
adaptadas a4 Emulsan Al apresentaram maior capacidade de
fermentar o caldo de cana, sendo que as provenientes de
meio contendo 0,005%, fermentaram 16,2% mais que as
oriundas de meio isento de Emulsan Al (células nao adap-
tadas). (Quadro II),

Lactose e maltose nao foram fermentadas de maneira
visivel por todos os tipos de células utilizadas em Warburg.
(Quadro I, figuras 1, 2, 3, 4, 5).

Sacarose foi fermentada em todos os casos, nao haven-
do aparentemente, nenhuma diferenca entre a atividade de-
monstrada pelas células provenientes de diferentes tipos de
meio de cultura (com e sem Emulsan Al). Figs. 1, 2, 3, 4
e 5 — Quadro 1.

Fermentacdo de trissacarideqs: Rafinose (0 — alfa-D-ga-
lactopiranosil (1-6) — 0 — glucopiranosil (1-2) — beta-D-
frutofuranosideo) foi o trissacarideo utilizado,

A fermentacido da rafinose sofreu grande e visivel alte-
racao nos ensaios em Warburg, quando utilizadas células
adaptadas 4 Emulsan Al. Houve intensa aceleracao nas fer-
mentacoes por células adaptadas & Emulsan Al, conforme
demonstram as curvas das figs. 1, 2, 3, 4, 5. Muito provavel-
mente éste fato se relaciona com a permeabilidade da mem-
brana celular. As células adaptadas 4 Emulsan Al devem
apresentar membranas com caracteristicas diferentes as da-
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quelas nao adaptadas e, neste caso permitiriam melhores
condicOes de permeabilidade, facilitando conseqiientemente a
difusdo da rafinose para o interior das células que mais ra-
pidamente a metabolizariam. Note-se que éste efeito se acen-
tuou no daso da rafinose, que como trissacarideo, apresenta
molécula maior que 0s outros carbohidratos utilizados no
trabalho. Outra hipotese seria de que a Emulsan Al pode-
ria estimular e ativar enzimas implicadas no processo de
hidrolise da rafinose, liberando mais rapidamente os mo-
nossacarideos seus constituintes, e que seriam em seguida
metabolizados via o esquema glicolitico EMP. Trabalhos estdo
sendo conduzidos no sentido de aclarar éstes fatos.

6 — CONCLUSOES

As células adaptadas progressivamente em Emulsan Al
nas doses de 0,001%, 0,002%, 0,003% e 0,005% fermentaram
galactose, lactose e maltose™*.

As fermentacbGes de glicose e caldo de cana sofreram
aumentos de até 15,7% e de até 16,2% quando realizadas em
Warburg por células adaptadas a meio contendo 0,005% de
Emulsan Al. Para doses menores, menores aumentos em ren-
dimento foram observados, A fermentacao da rafinose sofreu
grande aceleracao: células adaptadas a todos teores de Emul-
san Al empregados nos trabalhos fermentaram ésse trissa-
carideo 2 e 3 vézes mais rapidamente que as células nao
adaptadas.

7 — SUMARIO

Células de Saccharomyces carlsbergensis (1Z-1834) fo-
ram crescidas e adaptadas, progressivamente ao meio de
caldo de cana esterilizado e contendo 0,001%, 0,002%, 0,003%,
0,004% e 0,00% de emulsan Al (v/v) além do tratamento tes-
temunho isento de Emulsan Al

Estas células, levadas a Warburg fermentaram: glicose,
rafinose. Ndo fermentaram: galactose, maltose e lactose. Nao
exibiram praticamente fermentacao endégena. Glicose e cal-

* As cédulas ndo fermentaram mailtose, em aparente discrepincia com o
que estabelece a sistematica para S. carlshergensis, Este fatg foi esclare-
cido em trabalho posterior por um dos autores,
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do de cana tiveram seus rendimentos elevados, no caso das
células utilizadas serem aquelas adaptadas aos diferentes
teores de Emulsan Al. A fermentacdo da rafinose sofreu no-
tavel aceleragao quando as células utilizadas foram adapta-
das & Emulsan Al, sendo que a aceleracao foi da ordem de
2 a 3 vézes aquela observada no experimento com células
crescidas em meio isento de Emulsan Al. A diferenca da per-
meabilidade entre um e outro tipo de célula parece explicar
o fenémeno.

SUMMARY

Cells of Saccharomyces carlsbergensis, (1Z-273) were
grow in esterilized sugar cane juice medium whith 0, 0,001%,
0,002%, 0,003% e 0,005% of Emulsan Al.

In Warburg apparatus the yeast cells fermented: gluco-
se, sugar cane juice, sucrose and rafinose, and did not fer-
ment: galactose, maltose and lactose. These showed a very
slow endogenous fermentation, For glucose and sugar cane
juice the cells from medium with Emulsan Al demonstrated
a considerable yeld. The rate of fermentation of rafinose was
strongly increased with cells from the medium with Emulsan
Al (2 — 3 times faster).
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EVOLUIDO

MICROLITROS de CO,

Saccharomyces carlsbergensis

Fermentogdo de carbohidratos

Céiulas crescidas em meio isento de Emulsan AL

2100

Ri-4
o] 30 co 80 120 150 180
TEMPO EM MINUTOS
Fig. 1 — 1 — Endogeno; 2 — Lactose; 3 — Maltose; 4 — Galacto-

se; 5 — Rafinose; 6 — Glicose; 7 — Caldo de cana; 8 — Sacarose
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EvVOLUIDO

MICROLITROS de CO,

Saccharomyces carisbergensis
- Fermentag8o de corbohidratos
Células..crescidas em meio contendo 0.001 % de
Emuiean AL
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:naoJ
1600 4
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TEMPO EM MINUTOS

Fig. 2;: 1 — Enddgeno; 2 — Lactose; 3 — Maltose; 4 — Galactose;

5 — Glicose; 6 — Caldo de cana; 7 — Rafinose; 8 — Sacarose.
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EVOLUIDO

MICROLITROS de €O,

Saccharomyces carisbergensis
Fermentagdo de carbohidratos

2200 - Celulas crescidas em meio contendo 0.002 % de

Emulsan AL
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TEMPO EM MINUTOS
Fig. 3: 1 — Endogeno; 2 — Lactose; 3 — Maltose; 4 — Galactose;

5 — Glicose; 6 — Caldo de cana; 7 — Rafinose; 8 — Sacarose.
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EVOLUIDO

MICROLITROS de €O,

Saccharomyces carisbergensis

Fermentagdo de carbohidrctos

Células crescidas em meio contendo 0.005 % da
Emulsan AL

2200

o 15 25 35 45 6C $O 120 15n 180

TEMPO EM MINUTOS
Fig. 5: 1 - - Endogeno; 2 -- Lactose; 3 -- Galactose; 4 -— Maltose;

5 - - Glicose, 6 -~ Caldo de cana; 7 --- Rafinose; 8 -~ Sacarose.
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EVOLUIDO

MICROLITROS de CO,

Saccharomyces carisbergensis

Fermentag¢do de carbohidrctos

2200+ Células crescidos em meio contendo 0.005 % de
Emulsan AL

o 15 25 35 45 60 SO 120 150 180

TEMPO EM MINUTOS
Fig. 5: 1 — Endogeno; 2 — Lactose; 3 — Galactose; 4 — Maltose;

5 — Glicose; 6 — Caldo de cana; 7 — Rafinose; 8 — Sacarose.



