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MOBILIZAGCAO DO GLICOGENIO E TREALOSE ENDOGENOS DE
LEVEDURAS INDUSTRIAIS

Autor: Silene Cristina de Lima Paulillo

Orientador: Dr. Fumio Yokoya
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RESUMO

A fermentagé@o dos carboidratos de reserva da levedura, glicogénio e trealose, &
um procedimento para aumentar o nivel de proteina das células de levedura e
simultaneamente aumentar a producgao de etanol. Este trabalho mostra um estudo
da cinética da degradacdo do glicogénio e trealose e da variagdo de outros
parametros durante a incubagdo a 40°C, com duas linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae, Pedra-2 (PE-2) e Santa Adélia-1 (SA-1) e também da
degradacéo destes carboidratos a diferentes temperaturas (38°, 40°, 42° e 44°C).
Outros ensaios foram a aplicagdo de choque térmico, 40°C por 4 ou 6 h seguido
de incubacao a 33°C, e outro a aplicagdo de diferentes doses de sulfito (NaHSO3),
durante uma fermentagdo enddgena. Estes foram realizados apenas com a
levedura PE-2. A fermentag&o enddgena foi sempre conduzida em suspensao de
leveduras de 20 % (p/v) em massa Umida no vinho com cerca de 3 a 4,5 % (v/v)
de etanol, em banho termostatizado. A cinética da degradag&o dos carboidratos
de reserva, a 40°C, seguiu uma equagao de primeira ordem, sendo sua velocidade
uma fungéo exclusiva da concentragdo de carboidratos presentes na célula. A
constante especifica de degradacdo (k) variou de 0,0387 a 0,0746 h'. Com
relacdo aos outros parametros analisados, também a 40°C, observou-se que
houve diminuic&o da viabilidade, massa seca e Umida do fermento, e aumentos da
proteina no fermento, etanol, glicerol e proteina no vinho. A degradagéo do
glicogénio e trealose a diferentes temperaturas (38°, 40°, 42° e 44°C) evidenciou
que a 38°C o tempo € maior para a degradacdo em relagdo as outras
temperaturas. Verificou-se que na temperatura de 42°C ou superiores ocorre
paralisacdo, depois de certo tempo, da degradagéo do glicogénio. Assim, do ponto
de vista pratico, a temperatura 6tima de tratamento deve ser ao redor de 40°C. A

aplicacdo da equagédo de Arrhenius mostrou que a energia de ativagdo no intervalo

xii



de 40 e 42°C para a levedura PE-2 foi de 165,75 e 107,84 kcal/K’/mol, para
trealose e glicogénio respectivamente e para a levedura SA-1 foi de 190,45 e
149,72 kcal/K°/mol respectivamente para trealose e glicogénio. Esse valor elevado
pode ser atribuido ao muitiplo mecanismo envolvido no processo. Durante a
aplicagdo do choque térmico a 40°C, seguido pela incubagdo a 33°C, obteve-se
redugdo na velocidade de degradagéo préxima a metade do processo isotérmico a
40°C. A adicao de sulfito ndo afetou significativamente a velocidade de consumo
dos carboidratos de reserva.
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MOBILIZATION OF ENDOGENOUS GLYCOGEN AND TREHALOSE OF
INDUSTRIAL YEASTS

Author: Silene Cristina de Lima Paulillo
Adviser: Dr. Fumio Yokoya

Co-adviser: Dr Luiz Carlos Basso
SUMMARY

The fermentation of yeast carbohydrates reserve, glycogen and trehalose, is a
procedure to increase protein level of yeast cells and improve production of
ethanol. This work shows a study on degradation kinetic of glycogen and trehalose
carried out at 40°C, with two industrial strains of Saccharomyces cerevisiae, Pedra-
2 (PE-2) and Santa Adélia-1 (SA-1) and at different temperatures (38°, 40°, 42° e
44°C). Simultaneous variation in other parameters was also ivestigated.
Application of thermal shock, 40°C for 4 or 6 h followed of incubation 33°C, and
treatment with sulfite (NaHSOs3), incubation at 40°C were also investigated with
strain PE-2. The endogenous fermentation was always carried out with suspension
of yeasts of 20 % (w/v) on wet basis, suspended in wine with about 3 at 4,5 % (v/v)
of ethanol. The degradation of reserve carbohydrates, at 40°C, followed a first-order
kinetic, showing that its rate is mainly dependent on the concentration of
carbohydrates in the cell. The specific degradation rate (k) varied from 0,0387 to
0,0746 h'. With relation to the other parameters analyzed, at 40°C, it was
observed that the viability, and dry and wet biomass of yeast, were reduced and
the cell protein, ethanol, glycerol and protein in wine increased. The degradation of
the glycogen and trehalose at different temperatures (38°, 40°, 42° e 44°C) showed
that at 38°C the degradation rate was the slowest and at 42°C or higher the
degradation of glycogen stopped few hours of incubation. Thus, on the practical
point of view, the best temperature of incubation must be around 40°C. The
application of Arrhenius equation showed that the energy of activation of interval at
40° and 42°C, for PE-2 strain, was 165.75 and 107.84 kcal/K°/mol to trehalose and
glycogen respectively and for SA-1 strain was 190.45 and 149.72 kcal/K°/mol,
respectively to trehalose and glycogen. The application of thermal shock at 40° C
followed by incubation at 33° C showed 50 % reduction on degradation rate if
compared to isothermal process at 40°C. The addition of sulfite did not affect

significantly the degradation rate of reserve carbohydrates.
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1. INTRODUGAO

Nas mais diversas regides do mundo muitos produtos e subprodutos agro-
industriais tornam-se, periodicamente, disponiveis. Alguns podem ser materiais
poluentes e outras fontes potenciais de nutrientes, recebendo a denominacéo de

alimentos nao convencionais (Miyada, 1987).

Dentre os alimentos ndo convencionais estdo os microrganismos, tais como
as leveduras, fungos, as bactérias e algas. Esses microrganismos sao fontes
importantes de proteinas, vitaminas e minerais, sendo as leveduras as que
possuem caracteristicas mais favoraveis para uso na alimentagdo humana e
animal. O homem utiliza-se das leveduras desde a antiguidade, fabricando pées e
bebidas alcodlicas a partir de frutas e cereais. As leveduras também s3o utilizadas
em industrias farmacéuticas, como extrato de levedura em laboratérios de
microbiologia, nos processos de fabricacdo de paes, em fermentagdes alcodlicas,
em ragbes animais e também como alimentos n&o convencionais entre outros
(Madigan ef al., 1997). Observa-se portanto que a levedura tem sido considerada
o organismo eucariotico mais estudado devido a importancia econdémica dos

processos biotecnoldgicos que a envolve.

As leveduras descartadas do processo fermentativo podem ser utilizadas
como ingredientes na fabricagéo de ragéo animal devido ao seu teor protéico. No
Brasil, cerca de 20000 toneladas de leveduras, por dia, sdo descartadas do

processo fermentativo e secas para a venda como proteinas.

Considerando-se que a levedura seca possui carboidratos como glicogénio
e trealose, proteinas, acidos nucléicos, minerais e outras substancias, ha um
interesse que estas leveduras possuam maior porcentagem de compostos
nitrogenados, proteinas e acidos nucléicos, apos a secagem, o que melhoraria a
qualidade da levedura a ser utilizada como fonte protéica. A fermentacao

enddgena, que metaboliza pela via glicolitica o glicogénio e a trealose, € uma
1



alternativa para aumentar o teor protéico da levedura além de fornecer como
produto final o etanol e CO,. Esse processo ocorre em condigdes de estresse da
levedura, como a elevagéo da temperatura do meio.

Varios estudos sobre os carboidratos de reserva das leveduras, glicogénio
e trealose, mostram as quantidades que aparecem destes carboidratos. Em
Saccharomyces cerevisiae tanto a trealose como o glicogénio pode ocorrer em até
mais de 23% do peso da matéria seca das células ou menos de 1%, dependendo
das condi¢des de crescimento e do estadio do ciclo de vida, sugerindo que estes
carboidratos tenham papel importante durante o ciclo de vida da levedura (Lillie &
Pringle, 1980).

O glicogénio é o polissacarideo de reserva dos animais e das leveduras. E
constituido por glicoses em ligagdes a-1,4 e a-1,6. E uma cadeia altamente
ramificada, contendo de 8 a 12 residuos de glicose a cada ramificagdo (Voet &
Voet, 1995). No figado dos animais pode ser encontrado em até 10% do peso e de

1 a 2% nos musculos.

A trealose foi pela primeira vez, extraida de células de leveduras por Koch
& Koch (1925). Trata-se de um dissacaridio ndo redutor (o - D - glicopiranosil
(1—-1) - o - D - glicopiranosideo), presente em fungos, nos quais ele pode ocupar
um lugar semelhante & sacarose, também dissacaridio ndo redutor de plantas

superiores.

Quanto a fun¢ao desses carboidratos, glicogénio e trealose, a mais comum
encontrada € a de serem carboidratos de reserva, porém outras fungbes sao
acrescentadas.

Assume-se que a trealose funciona como um carboidrato de reserva
energética em adicdo ao glicogénio (Keller et al., 1982). Para Dijck et al. (1995), o



polissacarideo glicogénio teria a fungéo de reserva e a trealose uma funcéo de

protecéo contra condigdes de estresse fisiologico.

Lillie & Pringle (1980) observaram em células de leveduras quando
cultivadas em meios desprovidos especificamente de nitrogénio, enxofre ou
fosforo, que o glicogénio e a trealose acumularam-se em todos os tratamentos,
mas em diferentes extensdes, obtendo-se os maiores valores de glicogénio e
trealose acumulados no tratamento com o meio sem nitrogénio, sugerindo-se
assim que o acumulo dos carboidratos de reserva foi uma resposta geral a

limitac&o de varios tipos de nutrientes.

Apesar de Suomalainen & Pfaffli (1961) terem observado a func&o da
trealose como agente protetor das leveduras de panificacdo, contra a autolise,
somente a poucos anos & que se tem mais estudos deste papel da trealose. Ela
protege a membrana da célula de levedura durante os processos de desidratag&o-
hidratacdo e congelamento-descongelamento. Crowe ef al. (1984) sugerem um
modelo para a interagdo da trealose & membrana celular, no qual a trealose
substituiria a agua ligada as cabecas polares dos fosfolipidios da membrana
celular, quando em condigbes favoraveis e seria perdida no processo de estresse,
Panek et al. (1993) defendem também o mesmo modelo.

Com o objetivo de buscar um incremento no teor de proteinas das
leveduras, subproduto da fermentacdo alcodlica, que ja sdo vendidas como
suplemento da ragéo animal devido ao teor de proteina, realizou-se um estudo
para conhecer a capacidade de degradagdo dos carboidratos de reserva,
glicogénio e trealose, de duas linhagens de Saccharomyces cerevisiae, Pedra-2 e
Santa Adélia-1, que permanecem no processo industrial, portanto com grandes
chances de serem utilizadas como proteina seca, no descarte.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A vantagem na utilizagéo das leveduras na alimentagdo humana e animal
esta nos teores de nutrientes que estas possuem. Segundo Rose & Harrison
(1971) a levedura Saccharomyces cerevisiae pode possuir teores de proteina
bruta que ultrapassam 50%, e niveis consideraveis de vitaminas, tais como
tiamina (150 pg/g), riboflavina (70 pg/g ), niacina (500 ug/g ), piridoxina (30 pg/g )
e gorduras em torno de 6%. Quanto aos carboidratos tem-se as B—glucanas da
parede celular, trealose, glicogénio e mananas, cujos teores variam com as
espécies e as condi¢coes de cultivo.

Dar-se a énfase aos carboidratos de reserva, glicogénio e trealose, de
Saccharomyces cerevisiae, uma vez que este trabalho tem como principal objetivo
o estudo da degradagao destes.

2.1. Niveis de glicogénio e trealose encontrados nas leveduras

Os niveis de glicogénio e trealose encontrados nas células de leveduras
sdo variaveis. Lillie & Pringle (1980) encontraram valores de 1,5 a 22% de
glicogénio em relagdo ao peso de matéria seca de S. cerevisiae, cultivadas em
diferentes meio de crescimento, desprovidos de nitrogénio e fésforo. Sem fonte de
nitrogénio as leveduras diminuem a velocidade de crescimento.

Estudando o efeito de varias concentragées de nitrito (NaNO2) sobre a
fermentacao alcodlica da levedura de panificagao, S. cerevisiae, Gutierrez & De
Martin Orelli (1991) determinaram, além da produ¢ao de etanol, glicerol e alcoois
superiores, o acumulo de glicogénio e trealose pela levedura. Segundo os autores
houve aumento no acumulo desses carboidratos com o aumento da concentragao
de nitrito do meio e também queda da viabilidade. O teor de glicogénio encontrado
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na levedura no meio sem nitrito foi de 67,7 pg/mg de matéria seca e com 80 ppm
de nitrito foi de 114,2 ug/mg, o teor de trealose no meio sem nitrito foi de 24,70
png/mg e com 80 ppm foi de 46,7ug/mg. Segundo os autores o nitrito (80 ppm)
aumentou o tempo de fermentagéo em 14 horas a mais, e sugeriram que o nitrito
deveria ser primeiro oxidado a nitrato, que € uma das formas de nitrogénio
utilizadas pela levedura, e somente depois de toda conversdo a producdo de

etanol iniciar-se-ia.

Schulze et al. (1996) analisaram a dinamica da absorcdo de amodnia
[(NH4)2S04] em S. cerevisiae sob condicbes anaerdbias e de limitacdo em
nitrogénio, numa fermentagdo continua a 30°C, e entre os metabdlitos
intracelulares analisados estavam o glicogénio e a trealose. O teor de glicogénio e
trealose durante a fase de equilibrio era, respectivamente, de 7,7% (p/p) e 2,55%
(p/p) e ap6s 2,2 h diminuiram para 2 e 0,2% (p/p). Esta variagdo foi explicada pelo
aumento na concentracdo extracelular de aménia, a qual ativaria um sinal da via
de transducgdo, que levaria a uma abertura da via Embden Meyerhof Parnas (EMP)
e a uma rapida mobilizag&o do glicogénio e da trealose, e observaram aumento no
conteudo de CO.. A amoénia ativa a fosfofrutoquinase, portanto ativa o fluxo

glicolitico.

Os teores dos carboidratos, glicogénio e trealose, podem atingir valores
superiores a 23% e inferiores a 1% do peso da matéria seca de células de
leveduras, dependendo das condigdes de crescimento e do estadio do ciclo de
vida (Keller et al., 1982).

O glicogénio acumula-se principalmente na fase final de crescimento da
levedura, quando ocorre o esgotamento de nitrogénio e glicose esteja ainda
disponivel. Em leveduras de panificagdo o conteudo de glicogénio chega a 12%,
com base no peso seco (Phaff et al., 1978). Em leveduras cultivadas em meio com
glicose, os niveis de trealose sdo geralmente baixos durante o desenvolvimento

exponencial das células, obtendo-se valores de poucos miligramas por grama de
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células. Apos a redugéo do teor de carboidratos, ha a diminui¢éo da velocidade de
crescimento e acumulo de trealose, o qual chega ao nivel de 80 mg de trealose
por grama de células. Ao mesmo tempo ha um acuimulo de glicogénio (Newman et
al. 1993). Hottiger et al. (1987b) observaram rapido acumulo de trealose em uma
cultura de levedura, quando esta foi submetida as temperaturas mais elevadas de
cultivo. A concentragdo média de trealose no citossol de leveduras que sofreram
um choque térmico foi de aproximadamente 0,25M (Hottiger et al. 1994).

Basso & Amorim (1988) realizaram um estudo da mobilizacdo e
armazenamento do carboidrato de reserva durante uma fermentacdo alcodlica
com S. cerevisiae e observaram que foi intensamente degradada durante os
primeiros 30 minutos de fermentacdo, coincidindo com a produg¢ado de glicerol e
acidos organicos, sendo reposta durante a incubagéo posterior. No tempo inicial, a
quantidade de glicogénio era de 11,8 g/100g de matéria seca (m.s.) e no final,
apos 8 horas, era de 15,9 g/100g de m.s. e a trealose também aumentou de 6,22
g/100g de m.s. para 9,08 g/100g de m.s..

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas industrialmente para a producdo de
etanol por via fermentativa apresentaram teores de 5 a 10 % de trealose
(Gutierrez, 1997).

2.2. Fungao do glicogénio e da trealose

O glicogénio € um polissacarideo de reserva encontrado nos animais e
leveduras. E constituido por unidades de glicose em ligacdes a—1,4 e a~1,6,
formando uma cadeia altamente ramificada (Voet & Voet, 1995). A trealose é o
principal dissacaridio encontrado nos fungos e trata-se de um dissacaridio ndo

redutor composto por a-D-glucopiranosil (1—1) - a-D-glucopiranosideo.



O glicogénio e a trealose sdo considerados geralmente carboidratos de
reserva, mas s&o atribuidas outras fungdes como, por exemplo, protecio celular.
Keller et al. (1982) comentam que o glicogénio e a trealose podem ser
acumulados pelas células em quantidades semelhantes, mas as vias de acumulo
e mobilizagdo desses dois carboidratos de reserva s&o diferentes. Portanto é de
se supor que estes tenham papéis fisiologicos diferentes.

Na esporulacéo de leveduras, o glicogénio e a trealose sdo sintetizados na
mesma extensao tanto em células esporulantes como ndo esporulantes. Contudo,
somente as células esporulantes possuem a sintese de glicogénio acompanhada
por um periodo de diminuicdo que coincide com o aparecimento de esporos
maduros (Kane & Roth, 1974). Também Panek & Bernardes (1983) concordam
que o glicogénio e a trealose possuem papéis fisioloégicos diferentes em S.
cerevisiae, sendo o glicogénio um pré-requisito para a esporulagdo, enquanto que
a trealose seria requerida para a germinagao e brotamento.

Panek (1985) propds outras fungbes para trealose, além da reserva
energética, como um regulador do fluxo glicolitico durante a utilizacdo da maltose,
como fator decisivo durante a germinagao e como protetor da membrana celular

durante a dessecacgao da levedura.

As linhagens de Saccharomyces cerevisiae, em geral, mostraram 35% de
viabilidade apds 25 dias de inanigdo. Contudo, mutantes, deficientes na atividade
da trealose-6-fosfato sintetase, permaneceram viaveis por apenas 14 dias apds
atingirem o numero maximo de células numa fermentacéo (Panek, resultados ndo
publicados). Ling et al. (1995) analisaram o efeito da temperatura de fermentacéo
sobre a relagao entre a viabilidade celular e o conteudo de trealose e de glicogénio
de Saccharomyces cerevisiae (KF-7), numa levedura floculante e termotolerante
em fermentacdo de batelada repetida, por 40h a 35°C. Observaram que o
conteudo de trealose e o numero de células viaveis aumentaram durante o

periodo de fermentagéo de até 15h, declinando apds este periodo. O glicogénio
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nao mostrou grande varia¢do, concluindo assim que a viabilidade celular esta mais
estreitamente relacionada com o teor de trealose do que com o de glicogénio,
neste tipo de fermentacdo. Os mesmos autores ao utilizarem diferentes
temperaturas, 30, 33 e 35° C, em fermentacao de batelada e batelada com reciclo
de células, observaram que o teor de trealose aumentou com a elevagéo da
temperatura, sugerindo assim que a trealose atuou como termoprotetor nesta
levedura floculante.

Pela manipulagdo da temperatura, a concentragdo da trealose e de
glicogénio, pode ser alterada significativamente. Aumentando de 30 a 45°C o
glicogénio foi exaurido e a trealose sintetizada (Grba ef al., 1975). Este fato sugere
que ha diferengas no comportamento dos sistemas responsaveis pelo
metabolismo do glicogénio e da trealose e, em consequéncia, a possibilidade de

gue eles possam ter papéis diferentes no metabolismo celular (Panek, 1985).

Coutinho et al. (1988) mostraram fungdes adicionais para o papel da
trealose. Os autores compararam o comportamento de linhagem de
Saccharomyces com baixa atividade de trealose-6-fosfato sintetase (Tre-6-P
sintetase) com um mutante com alta atividade desta enzima. Quando as células
foram submetidas ao dessecamento, a 37°C por 6 horas, ndo observaram
aumento da trealose endégena durante a desidratacéo. A viabilidade do mutante
com alta atividade da Tre-6-P sintetase nao diminuiu mas houve diminuicdo da
viabilidade na linhagem controle. Além disso, no experimento onde as células
foram congeladas a -120°C, a adigdo de 10% de trealose em tamp&do teve um
efeito protetor significativo, evidenciando-se assim a fung@o crioprotetora da
trealose. A linhagem mutante com alta atividade da Tre-6-P sintetase mostrou
possuir uma capacidade intrinseca para sobreviver, ndo dependendo da adicdo da
trealose exdégena. Alcarde (1996) também associou a trealose com o
congelamento e liofilizagéo de leveduras confirmando que a trealose € importante
para a manutengao da viabilidade dessas leveduras. Gélinas et al. (1989) fizeram

um estudo de criorresisténcia com uma linhagem comercial de panificacdo de S.
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cerevisiae e observaram que as culturas que cresceram sob condicées de
batelada alimentada, por 14 horas, tiveram crescimento mais balanceado e foram
mais criorresistentes do que as de batelada ndo alimentada, por 40 horas. Os
niveis de trealose também foram maiores nas leveduras que se mostraram mais
criorresistentes. Contudo, a criotolerancia e os teores de trealose foram
diminuidos nas leveduras cultivadas sob condigcbes de batelada alimentada
parcialmente aerdbia, quando comparadas em batelada alimentada sob forte

aeragao.

Slaughter & Nomura (1992) realizaram um estudo com células de S.
cerevisiae NCYC 1108, para verificar se a viabilidade celular correlacionava com a
quantidade de carboidrato armazenado intracelularmente. Os autores observaram
grandes variagbes, e que para qualquer afirmagao & essencial que se conhega o
estadio exato do crescimento da levedura, pois baixos valores de glicogénio ndo

significam necessariamente baixa viabilidade.

A fungao termoprotetora da trealose em levedura & obtida pela sua agdo
estabilizadora de proteinas (De Virgilio et al., 1994; Ling et al., 1995) além de
servir como fonte de carbono e energia em condigdes de prolongada inani¢géo
(Hottiger et al., 1994).

Wiemken (1990), apés uma vasta revisao sobre trealose, propds que o
principal papel desta & proteger os componentes do citossol contra condi¢cdes
adversas, tais como dessecagdo, congelamento e aquecimento € ndao como

carboidrato de reserva, que seria o principal papel do glicogénio.

2.3. Bioquimica da formagao e degradagao do glicogénio

O glicogénio € um polissacarideo constituido por unidades de glicose em

ligacbes a-1,4 e com pontos de ramificagéo no C8, ligagao «-1,6.
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A biossintese do glicogénio ocorre em todos os tecidos dos animais e é
mais ativa no figado e musculos. As leveduras também sdo capazes de
armazenar reservas na forma de glicogénio. Semelhante a casos de outros
biopolimeros de alta massa molecular, a sintese do glicogénio envolve as fases de
iniciacdo, elongacdo e ramificagdo. A iniciagdo € realizada pela proteina
glicogenina. Esta proteina possue uma atividade autoglicolizante e produz uma
cadeia curta de a(1,4)- glicosil a partir do UDP-glicose (Francois & Parrou, 2001).
As glicogeninas possuem residuos de tirosina (Tyr) anexados covalentemente, e
esses residuos s&o necessarios para sustentar o acumulo de glicogénio e abrigar

um terminal .COOH que interage com a glicogénio sintetase (Mu et al., 1996).

A glicogénio sintetase (Gsy1p/Gsy2p) [glicogénio a-4-glucosil transferase
(EC 2.4.1.11)] € a enzima chave para a sintese do glicogénio, ela faz o
elongamento da cadeia de glicogénio, e controla a glicogénese. Os genes
correlacionados a esta enzima, em S. cerevisiae, sdo GSY1 e GSY2 (Hardy &
Roach, 1993). Esta enzima encontra-se em duas formas: fosforilada ou forma D,
codificada pelo gene GSY1, e é dependente da glicose-6-P (G-6-P), sendo ativa
somente na presenca desta, e a outra forma é a defosforilada ou forma |, que é
codificada pelo gene GSY2, e independente da G-6-P, e € mais ativa, sendo
responsavel por 90% da sintese do glicogénio (Frangois & Parrou, 2001). A forma
defosforilada (l), ativa, sofre interconversdo para a forma fosforilada (D), inativa,
pela acdo da proteina quinase (PKA) que é ativada pela agdo do AMP ciclico. Ao
mesmo tempo, o AMP ciclico ativa a fosforilase para a quebra do glicogénio
(Gutierrez, 1997). A glicogénio sintetase catalisa a formagéo das ligagGes
glicosidicas a(1,4) da UDP-glicose para o final da cadeia linear do glicogénio. A
forma D requer a presencga de um ativador alostérico, G-6-P, para obter atividade
completa. Os sitios fosforilados da glicogénio sintetase foram identificados, in vivo,
como sendo trés aminoacidos, Ser-650, Ser-654 e Thr-667 (Frangois & Parrou,
2001).
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Apods a iniciacdo pela glicogenina e elongagao pela glicogénio sintetase, as
cadeias lineares a(1,4)-glicosil sdo ramificadas apela acéo da enzima ramificadora
(EC 2.4.1.18) amilo-(1,4—1,6)-transglicosidase, a qual transfere um bloco de 6-8
residuos do final de uma cadeia linear para uma cadeia adjacente, formando
ligagbes a(1,6) numa unidade glicosil interna (Brown & Brown, 1966). Esta enzima
e codificada por GLC3/GHA1 (Huang et al., 1996). Esses mesmos autores
verificaram a inibigdo da glicogénio sintetase por “olomoucine”, uma proteina
quinase, inibidora especifica das enzimas da familia quinase ciclina-dependente,
que contém um polipeptideo reconhecido por anticorpos anti-Pho85p, o que levou-
os a propor que a Pho85p fosforila a glicogénio sintetase “in vivo’. Huang et al.
(1998) identificaram as proteinas ciclinas, Pcl18p e Pcl10p, como subunidades
anexas da Pho85p que fosforila a glicogénio sintetase nos aminoacidos Ser-654 e
Thr-667.

As duas formas da glicogénio sintetase, designadas D e |, tinham sido
descritas por Rothman-Denes e Cabib em 1970. A forma D, que é relativamente
dependente de altas concentragbes de G-6-P para sua atividade, € encontrada em
células na fase exponencial, enquanto a forma | predomina em células isoladas da

cultura na fase estacionaria. Algumas diferengas nas linhagens, condigbes da
cultura, e testes metodolégicos s&do responsaveis por estas discrepancias

encontradas por diferentes autores.

Na biossintese do glicogénio tem-se a participagdo de algumas enzimas

fundamentais, ver Figura 1.

De uma maneira geral temos a fosforilagdo da glicose pela glucoquinase
originando assim a G-6-P que é convertida a glicose-1-fosfato (G-1-P) pela agao
de uma fosfoglicomutase. A uridina difosfato glicose pirofosforilase (UDPG-
pirofosforilase) catalisa a reacao da uridina trifosfato (UTP) com a G-1-P para
formar a uridina difosfato glicose (UDPG). Nesta reagao o radical oxigénio fosforil

da G-1-P ataca o atomo de fosforo a da UTP formando a UDPG e liberando PPi
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(fon pirofosfato). O AG” desta mudancga fosfoanidra é aproximadamente zero,
porém, o PPi formado é hidrolisado em uma reagdo altamente exergdnica, pela
pirofosfatase inorganica. Entéo temos para a reagéo total de formagao da UDPG
uma reacgdo altamente exergodnica:

AG® (kJ.mol™) Enzima
G1P + UTP < UDPG + PPi ~0 UDPG - pirofosforilase
HO + PPi  — 2Pi -33,5 Pirofosfatase inorgénica
Total G1P + UTP — UDPG + 2Pi -33,5

Continuando a biossintese do glicogénio tem-se a UDPG formada que com
a acao da glicogénio sintetase transfere a unidade glicosil dela para o grupo C4—
OH de um dos finais ndo redutor do glicogénio para formar uma ligacdo a(1—4)

glicosidica.

O AG® para a reacéo da glicogénio sintetase é -13,4kJ.mol™. A glicogénio
sintetase ndo pode simplesmente unir duas moléculas de glicose; ela pode
somente estender uma cadeia de glicana j& existente ligadas em «(1—4),
formando assim o glicogénio linear (a-amilose). A agdo conjunta da amilo-
(1,4—1,6)-transglicosilase (enzima ramificadora) transfere o segmento da cadeia
terminal, consistindo de aproximadamente 7 residuos de glicosil para o grupo C6-
OH do residuo de glicose, na mesma ou em outra cadeia de glicogénio, resultando

assim no glicogénio ramificado com ligagées «-1,6 (Voet & Voet, 1995).
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UDPG-pirofosforilase \
Pi

UDP-GLICOSE (uridina diP-glicose)

T —UDP
glicogénio sintetase
GLICOGENIO (linear)

amilo-(1,4—1,6) transglicosilase
(ramificadora)

GLICOGENIO (ramificado)

UDP + ATP «——— UTP + ADP

FIGURA 1: Esquema da biossintese de glicogénio

Fonte: GUTIERREZ, 1997, pag. 238

Segundo Francois ef al. (1991) tanto a via gliconeogénica como a

glicogendlise pode suprir unidade glicosil para a sintese de trealose durante a fase

estacionaria de cultivo, apds exaustéo da glicose do meio. Estes autores sugerem

que as unidades de glicose derivadas da degradacao do glicogénio n&o podem ser

usadas para a sintese da trealose porque elas servem como fonte de energia para

a adaptacgao respiratdria das leveduras.
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Na maioria das células eucariéticas, incluindo as leveduras, a degradacéo
do glicogénio pode ocorrer por duas vias, uma sendo a amildlise, catalisada pelas
a-gliocosidases que produzem unidades de glicose, ou pelas reagbes das enzimas
gliocogénio fosforilase (EC 2.4.1.1) e a desramificadora, onde produzem glicose-1-
fosfato e glicose (Frangois & Parrou, 2001). A via mais frequente de degradacao
do glicogénio, em leveduras, € a realizada pelas enzimas fosforilase e
desramificadora, sendo que a via da amilélise, realizada pela atividade da enzima
a-amiloglicosidase (EC 3.2.1.3) é induzida quando ocorre a maturacdo dos

esporos e nenhuma atividade desta enzima é encontrada nas células vegetativas.

Na degradagdo do glicogénio ocorre o processo inverso a sintese, onde o
glicogénio é convertido a G-6-P. A quebra do glicogénio envolve a acao de trés
enzimas:

1) Glicogénio fosforilase (EC 2.4.1.1) ou a-1,4-glicana: ortofosfato glicosil
transferase, catalisa a fosforilagdo do glicogénio para produzir glicose-1-fosfato
(G-1-P) o qual & entdo isomerizado para G-6-P. Esta enzima libera somente a
unidade de glicose que esta nas cinco ultimas unidades do ponto de ramificagao,
encurtando a molécula de glicogénio. Esta enzima é codificada pelo gene GPH1
(Hwang et al., 1989). Existem duas formas desta enzima, uma ativa e outra
inativa. Esta enzima é ativada alostericamente pelo AMP e inibida pelo ATP e G-6-
P. Também a cafeina € considerada um inibidor devido a sua semelhanga a

adenosina.

Tem-se:

Glicogénio + Pi <> glicogénio + G1P

(n residuos) (n-1 residuos)
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2) Enzima desramificadora do glicogénio (1,4)-glicanotransferase e (1,6)-
glicosidase, que remove as ramificagées do glicogénio, transferindo uma unidade
maltosil ou maltotriosil para uma cadeia a(1,4) adjacente, permitindo a conclus&o
da reacdo da glicogénio fosforilase. Esta também hidrolisa as unidades glicosil
ligadas em a(1-6) para produzir glicose. Consequentemente 90% dos residuos de
glicose do glicogénio s&o convertidos para G1P. Os 10% remanescentes, aqueles
dos pontos de ramificag@o, sdo convertidos a glicose. Esta enzima é codificada
pelo gene YPR184w, renomeado GDB1 (Hwang et al., 1989).

3) Fosfoglicomutase, que converte G1P a G6P, que pode ent&o entrar na
via glicolitica ou ser hidrolisada a glicose.

2.4. Situagdes que favorecem o acumulo do glicogénio

Existem algumas situagdes que favorecem o acumulo de glicogénio. Patel
& Ingledew (1975), apesar de n&o terem encontrado uma relagao linear entre a
quantidade de glicogénio na célula de S. carbsbergensis e floculagéo, observaram
um aumento no glicogénio solivel em acido sempre acompanhado por um
aumento correspondente & floculagdo. Com relagéo a diferentes valores de pH,
Gomes (1988) encontrou maior proporgéo de glicogénio em S. cerevisiae tratadas
a pH 2,5 do que as tratadas a pH 3,0, observando-se assim que a elevagéo do pH
da suspenséo é acompanhada pela redu¢do de glicogénio das células. Salmon et
al. (1989) notaram aumento progressivo no nivel de glicogénio, em células de S.
cerevisiae (tipo selvagem) quando cultivadas em meio com 1% de glicose. Apés
24h, o nivel era trés vezes maior que o controle (sem glicose), concluindo que a
glicose inibe a degradacgao do glicogénio.

15



2.5. Bioquimica da formacgao e degradagao da trealose

O primeiro passo na biossintese da trealose é a formagéo da trealose-6-
fosfato a partir da UDP-glicose e glicose-6-fosfato pela agédo da enzima trealose-6-
fosfato sintetase (EC 2.4.1.15). Essa reagéo ja era conhecida desde 1953 (Leloir &
Cabib, 1953). A partir desta o grupo fosfato é removido por uma fosfatase
especifica, trealose-6-P-fosfatase (EC 3.2.1.28), formando a trealose. A
degradacao da trealose € feita por duas trealases distintas, uma acida, confinada
nos vacuolos, e outra neutra, localizada no citossol, que é ativada pela fosforilagéo
do AMPciclico (Thevelein, 1984). Na maioria dos casos, a mobilizagéo da trealose
esté associada a ativag@o da trealase neutra. Mutantes deficientes na subunidade
da proteina quinase dependente do AMPciclico mostraram baixos niveis de
trealose e alta atividade de trealase (Uno et al., 1983). Thevelein (1984) concorda
que a mobilizagdo da trealose em leveduras € regulada pela fosforilagdo

dependente do AMP-ciclico da trealase neutra.

Os genes envolvidos com as enzimas que catalisam a sintese e
degradacgao da trealose tém sido estudados por varios autores. Vuorio et al. (1993)
clonaram dois genes da trealose sintetase de S. cerevisiae. Um dos genes, TSS1
(trealose sintetase de cadeia curta) apresentou-se idéntico ao CIF1, citado
anteriormente por Gonzales ef al. (1992). Este gene codificou a subunidade de 56-
kDa do complexo protéico da trealose sintetase. A ruptura desse gene, 7SS1,
eliminou a atividade das enzimas trealose-6-fosfato sintetase (Tre6Psintetase) e
trealose-6-fosfatase (Tre6Pase). Outro gene clonado foi o TSL1 (trealose sintetase
de cadeia longa) que codificou a subunidade de 123-kDa da trealose sintetase.

As atividades de ambas enzimas Tre6Psintetase e trealase aumentam com

o aumento da temperatura (40°C), sendo que o efeito € maior sobre a enzima que

sintetiza a trealose, levando-se a um acumulo da trealose (Hottiger et al., 1994).
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A atividade maxima da sintetase estda em pH 6,6 e na presenca de 25mM
Mg?*. Os ions Mg?* participam da reacéo catalisada pela Tre6P sintetase em duas
vias com efeitos opostos. Em baixas concentragdes (abaixo de 12mM), o Mg**
liga-se @ G-6-P produzindo o complexo G-6-P.Mg que provaveimente & um
substrato melhor para a enzima que o éster livre (G6P). Quando a concentragio
do Mg2+ aumenta e a concenfragdo da glicose-6-fosfato € mantida, os ions
interagem com a enzima produzindo ele mesmo um efeito inibitério (Oestreicher &
Panek, 1982).

Hottiger ef al. (1987b) trabalhando com S. cerevisiae, linhagem C276, sob
diferentes temperaturas de cultivo, observaram que a 27°C, as células de
leveduras multiplicavam-se espontaneamente na presenca de glicose e continham
somente tragos de trealose. Quando foram submetidas a um choque térmico,
acumulavam grande quantidade de trealose. A temperatura inicial para o acimulo
da trealose foi de 33 a 35°C e observou-se 0 pico de trealose entre as
temperaturas de 37 e 45°C. A 50°C o acumulo de trealose cessou e as células

morreram.

Coutinho et al. (1988) utilizaram um espectrofotdémetro a 340 nm acoplado a
um sistema enzimatico, como em Panek et al. (1980), para a determinacéo da Tre-
6-P sintetase, e uma unidade de Tre-6-P sintetase foi definida como a quantidade
de enzima que produz 1,0 umol de NAD*/min a 35°C em pH 6,8.

A sacarose e a trealose s&o sintetizadas na mesma via. Iniciando-se a partir
da UDP-glicose e frutose-6-fosfato ou G-6-P, os dissacaridios-6-fosfato
fosforilados s@o formados no primeiro passo, com a agao das enzimas sacarose
fosfato sintetase (EC 2.4.1.14) e trealose fosfato sintetase (EC 2.4.1.15). No
segundo passo os dissacaridios-6-fosfato sdo desfosforilados pelas fosfatases
especificas, sacarose fosfato fosfohidrolase (EC 3.1.3.24) e trealose fosfato
fosfohidrolase (EC 3.2.1.28) (Wiemken, 1990). Na Figura 2 encontra-se o

esquema de biossintese da trealose.
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Quanto a composigdo quimica do complexo protéico da trealose sintetase,
alguns autores observaram que esta enzima pode ser purificada em duas formas:
uma especificamente proteolizada (Londesborough & Vuorio, 1991) e outra intacta
(Vuorio et al.1992; Londesborough & Vuorio, 1993). Segundo Vuorio et al. (1993) o
complexo proteolizado possui trés polipeptideos principais com massas
moleculares ao redor de 93, 86 e 56 kDa, e a forma intacta da enzima contém
polipeptideos de massas moleculares 123, 102 e 56 kDa separados por
SDS/PAGE.

GLICOSE GLICOSE
ATP i hexoquinase l ATP
GLICOSE-6-P GLICOSE-6P

T lfosfog!ucomutase
GLICOSE-1P
Mg"? UTP

PPi
UDP-GLICOSE
, pirofosforilase

UDP + ATP T=2 UTP + ADP

Tre-6-P-sintetase

Mg

TREALOSE-6-P

Mg |trealose-6-P-fosfohidrolase (EC 3.2.1.28)
Pi

TREALOSE

FIGURA 2: Esquema da biossintese da trealose
Fonte: Rose & Harrison, 1971, pag. 421.
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Ja é de conhecimento que na fase exponencial de crescimento de
leveduras ha um rapido acumulo de trealose, em resposta ao estresse térmico.
Alguns autores acreditam que esse acumulo seria resultado de mudangas
induzidas pela temperatura na atividade das enzimas que metabolizam a trealose
(Hottiger et al., 1987a; De Virgilio ef al. 1991). Outros dizem ser uma
consequéncia de aumento na concentracdo de substratos para a enzima Tre-6-P
sintetase tais como UDP-Glicose e G-6-P. Neves & Frangois (1992) discordam
destes autores e propéem um outro mecanismo para o acumulo, o qual esta
baseado em modificagdes das propriedades cinéticas da trealase e da Tre-6-P
sintetase dependentes da temperatura. Estes autores chegaram a tal concluséo
apos terem observado que embora a Tre-6-P sintetase e trealase aumentaram
suas atividades durante um choque térmico, cujo aumento era precedido por um
periodo de laténcia de cerca de 10 min e inibido pela cicloheximida. Ao contrario, a
sintese de trealose comegou imediatamente apds o choque térmico e n&o

respondeu a esse inibidor de sintese protéica.

Wyatt (1967) descreveu um efeito, aparentemente, alostérico, da G-6-P e
da trealose sobre a atividade da Tre-6-Psintetase em extrato bruto de insetos.

Estas propriedades foram parcialmente perdidas durante a purificac&o.

Para Panek & Mattoon (1977) as mudancas na repressao do acumulo de
trealose em leveduras, ndo sdo consequéncias secundarias das mudangas na
fosforilacdo oxidativa, o que foi confirmado pelos estudos com as leveduras p-
mutante e linhagem BIl. Estes resultados, considerados juntos, estabelecem que
dois componentes do metabolismo energético da levedura, acumulo de trealose e
a biogéneses da mitocondria, estdo sujeitos ao controle independente de um
sistema responsavel pela concentracéo de glicose no meio. Essa demonstracao
abre a possibilidade de que a trealose pode proporcionar parte da energia
necessédria para a biogénese mitocondrial e/ou outras reacdes endergdnicas
durante a diauxia da fermentacdo por metabolismo oxidativo (Panek & Mattoon,

19



1977). As atividades das enzimas Tre-6-P sintetase e Tre-6-Pase em leveduras
foram menores na fase exponencial de crescimento (Frangois et al., 1991).

Para sintetizar 1 mol de trealose da glicose sdo necessarios 3 moles de
ATP. Contudo nenhum ATP é produzido na hidrélise da trealose pela trealase.
Portanto, um ciclo inutil poderia surgir durante a sintese e degradacao da trealose
(Frangois ef al., 1991).

2.6. Situagoes que favorecem o acumulo da trealose

Segundo Panek (1962) a trealose é sintetizada quando cessa a sintese de
aminoacidos, uma vez que ocorre competicdo entre a trealose e aminoacidos por
glicose-6-fosfato. Panek (1971) cita que as condicdes anaerdbias reduzem a
qguantidade de trealose acumulada pelas leveduras porque a energia produzida
n&o permite o armazenamento da trealose. Porém Gutierrez (1990) conseguiu um
acumulo de trealose pela levedura em anaerobiose durante fermentagao alcodlica,
de 14,9% (expresso em g de glicose/100 g m.s.).

Para alguns autores, o acumulo de trealose ocorre durante a fase
estacionaria do desenvolvimento das leveduras. Situacbes de limitagdo de
nutrientes € a causa comum do acumulo de trealose nas leveduras e outros
fungos (Thevelein, 1984).

Durante o crescimento logaritmico de células de Saccharomyces cerevisiae
em meio com glicose, o conteudo intracelular de trealose & muito baixo. Sob
condigbes de deplecao de glicose do meio, as células de leveduras entram numa
breve fase de crescimento retardado referido como diauxia (Panek & Mattoon,
1977), neste periodo ha uma pausa na divisdo celular, € um periodo de adaptagao
onde muitas enzimas precisam ser ativadas ou sintetizadas e o acumulo de
trealose ocorre antes, pois o etanol passara a ser oxidado. Estes autores

observaram a sintese de trealose durante o crescimento aerobio de leveduras com
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limitagdo de N. Quando as células foram colocadas em meio de cultivo fresco,
contendo glicose como fonte de carbono, a reserva de trealose permaneceu baixa
durante o crescimento logaritmo.

Quando Hino et al (1990) realizaram um estudo acompanhando o nivel de
trealose e a taxa de sobrevivéncia de leveduras tolerantes ao congelamento
“versus” leveduras sensiveis ao congelamento, observaram que nenhuma
linhagem acumulou frealose na fase exponencial de crescimento. Na fase
estacionaria as linhagens FRI 413 e FRI 869 acumularam quantidades de trealose
superiores as acumuladas pelas outras linhagens e a FRI 825, foi a que menos
acumulou. As leveduras, na fase estacionaria foram mais tolerantes ao
congelamento que as da fase exponencial. A trealose foi o componente
intracelular mais afetado pelas mudang¢as das condigcdes ambientais. Quando as
células foram descongeladas e reinoculadas em meio liquido fresco para
fermentacdo em batelada, observou-se que a trealose n&o se acumulou antes da
fase de crescimento e acumulou-se depois, alcangando um maximo na fase
estacionaria, e diminuindo com o aumento no numero das células viaveis. Ja em
um outro estudo com fermentacéo de batelada repetida, o conteudo de trealose e
o numero de células viaveis foram estreitamente relacionados durante a fase de

crescimento (Ling et al, 1995).

Alcarde (1996) observou acumulo de trealose endégena em leveduras (TA,
IZ-1904, SA) devido a um tratamento térmico, onde passou a temperatura do meio
de 26 para 45°C por duas horas. A trealose enddgena da levedura TA passou, em
média, de 0,85 para 6,33%, a da [Z-1904 de 0,64 para 5,15% e da SA de 0,81
para 6,24%.

Outros autores também obtiveram resultados semelhantes. Grba et al.
(1975), Attfield (1987), Hottiger et al. (1987a, b, 1992), e Ribeiro et al. (1994) citam
gue, quando as células de leveduras sdo expostas a um tratamento térmico, ha
um acumulo de trealose enddégena nas ceélulas. Durante o crescimento

exponencial em glicose a 28°C, as células de leveduras continham somente tragos
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de glicose e trealose. Primeiro porque a glicose é fosforilada imediatamente
quando entra na célula, e segundo porque a trealase €& encontrada
predominantemente na sua forma fosforilada ativada e, a atividade do complexo
Tre-6-P sintetase/Tre-6-P fosfatase € somente 20% da fase estacionaria. Quando
a temperatura das culturas foi levada a 40°C, a glicose e a trealose acumularam-
se imediatamente com taxas de aproximadamente 1plmol/min/g de massa celular,
enquanto a concentragdo de hexose-6-fosfato diminuiu ao redor de trés vezes
dentro de 10 min apds a mudanga. Apos o choque térmico, voltando a temperatura
de 27°C, o teor de glicose e trealose diminuiram para seus niveis iniciais (Neves &
Francois, 1992).

Winkler et al. (1991) observaram que quando as leveduras (S. cerevisiae
M1) eram cultivadas a 30°C e a temperatura foi alterada para 45°C por 20 min ou
para 39°C por 40 min, a concentragéo de trealose aumentou 25 vezes. Os autores
sugeriram que ndo foi a mudanga da atividade enzimatica, mas sim o aumento
drastico das concentragées dos substratos para as enzimas Tre-6-P sintetase
(UDP-glicose e G-6-P), ocorrendo durante o estresse de temperatura, que eram os

responsaveis pelo aumento na concentracao de trealose.

Condigdes de anaerobiose no cultivo de leveduras favorecem o acumulo de
trealose (Chester, 1963). As mudangas nos niveis de trealose estdo associadas

com uma melhor tolerancia a dessecacgéo e calor (Newman et al., 1993).

Szopa et al. (1992) estudaram as propriedades de uma linhagem tripldide,
H-3, de levedura de cerveja, ou seja, sua osmotolerancia, fermentacdo da
melibiose e a capacidade para aumentar o acumulo de trealose. Entéo analisaram
o efeito da limitagdo de nitrogénio e fosfato sobre o acumulo de trealose, e
chegaram a conclusdo de que a linhagem tripléide acumulou mais trealose que
sua linhagem parental F-5-dipldide, e que as condigcdes que sao consideradas
6timas para o crescimento de S. cerevisiae nao estimulam o acumulo de trealose,
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mas sim quando o cultivo é limitado pela disponibilidade de nitrogénio e fonte de
fosfato.

A Unica enzima responsavel pela degradacgao da trealose, em leveduras do
género Saccharomyces, segundo Panek ef al. (1987), € a trealase (a,a-
glucosideo-1-D-glicohidrolase, EC 3.3.3.28).

Células de Saccharomyces cerevisiae contém duas trealases intracelulares
e sollveis, localizadas diferentemente dentro da célula, uma no citossol e outra no
vacuolo. A trealase neutra citossolica (NT), tem sido purificada e caracterizada por
varios laboratérios e mostra ser ativada pela proteina AMPc-dependente de
processos de fosforilagdo. O gene correspondente a esta enzima € o NTH1
(Biswas & Ghosh, 1998). A atividade da trealase citossdlica é alta em células sob
crescimento exponencial em meio com aglcares fermentaveis e diminui
rapidamente assim que a célula entra na fase estacionaria, coincidindo com o
inicio da biossintese da trealose. A outra trealase, vacuolar (AT) é codificada pelo
gene ATH1 (Biswas & Ghosh, 1998). A trealase vacuolar foi somente detectada
em células sob condi¢des aerdbias (San-Miguel & Arglelles, 1994).

Chester (1963) estudou a fermentagdo de carboidratos que se acumulam
nas leveduras de cerveja, durante o cultivo anaerébio. O autor observou que
houve um répido desaparecimento do carboidrato de reserva, apds o cultivo
anaerdbio e supds que um processo autolitico iniciou-se pela injuria das células
durante o procedimento de lavagem, o qual foi logo descartado, uma vez que, a
maioria das células depois de tratadas com azul de metileno permaneceu viavel
(97%). Sugeriu-se entdo que a decomposi¢do do carboidrato poderia ter sido
iniciada pelo contato com o oxigénio durante o procedimento do cultivo, o que foi
aceito apos agitar-se a cultura em seu proprio meio, com e sem aeragao. A cultura
sob aeracdo teve maior diminuigdo do carboidrato, entdo o autor concluiu que o
oxigénio, durante o cultivo, iniciou a decomposi¢éo fermentativa dos carboidratos
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de reserva, s6 que O mecanismo pelo qual o oxigénio estimulou o

desaparecimento do carboidrato era desconhecido.

Foi observado que com o passar do tempo, grandes quantidades de
trealose, presentes em leveduras comerciais de cervejaria, permanecem
constantes se as células estdo em inani¢ao devido a incubagdo em agua. E estas
leveduras s@o conhecidas por conterem altas atividades de trealase, podendo
fermentar a trealose adicionada ao meio. Quando ocorreu a ruptura das células
induzidas por congelamento, dessecagéo ou envenenamento, ambas as trealoses
endogena e exdégena foram hidrolisadas muito rapidamente. A partir desta
observagdo considerou-se a existéncia de um compartimento intracelular da
trealase e outro de substrato na levedura (Myrback & Ortenblad, 1937; Avigad et
al., 1965 In Keller et al., 1982). Frangois ef al. (1991) quando usaram xilose, ao
invés de glicose, como fonte de energia, observaram que as leveduras
consumiram trealose enddégena numa taxa 2 a 3 vezes menor do que em
presenca de glicose. Esta baixa taxa de mobilizagdo da trealose foi relacionada a

uma baixa ativagdo da trealase.

Keller et al. (1982) trabalharam com protoplastos de S. cerevisiae e
induziram a sintese de trealose simulando condi¢cbes que as células encontram
durante a fase lag de crescimento diauxico, para os protoplastos. Sob estas
condigdes o contetido de trealose do protoplasto aumentou notavelmente durante
os 30 primeiros minutos de incubacgéo, alcangando ao redor de 60 mg por grama
de proteina e esta quantidade diminuiu quando a atividade da trealase aumentou.
A quantidade de proteina na suspenséao de protoplasto permaneceu praticamente

constante.

Para estes autores a localizagcdo da trealase em parede celular suporta o
conceito da localizag&o nos vacuolos porque ambos, o conteudo dos vacuolos e o
da parede celular, pertencem ao compartimento exoplasmatico da célula e estao

por isso relacionados. Também é desconhecido que trealose e trealase possam
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coexistirem nos vacuolos. A trealose estaria localizada no citossol, o que sugere
uma outra possivel fungéo da trealose em adi¢cdo a de reserva energética, e os
autores propdem que a trealose também tem papel na osmorregulagdo e como
agente protetor para manter a estrutura das macromoléculas do citoplasma sob
condi¢des de estresse.

A enzima trealase tem sido encontrada em diferentes organismos, incluindo
os que ndo estocam trealose, mas ingerem-na em suas dietas (Birch, 1963 In
Panek, 1985).

Panek & Souza (1964) conseguiram uma purificagdo parcial da trealase de
leveduras de cerveja e demostraram sua especificidade com relagéo a trealose
com um Km =4 x 10 M e um pH étimo de 5,7.

Kelly & Catley (1976) purificaram a trealase 733 vezes, também de levedura
de cervejaria, com 38% de recuperagédo. O pH 6timo foi de 5,5 e o Km = 5 x 10
M, usando uma mistura contendo ATP- Mg?* e AMP-ciclico. Dellamora-Ortiz et al.
(1986) também purificaram a trealase ndo ativa de S. cerevisiae. A atividade
enzimatica mostrou especificidade absoluta com a trealose e um Km aparente de
48x10°M.

O pico da atividade da trealase coincidiu com um aumento da concentragdo
do AMP-ciclico (Van der Plaat & Van Solinger, 1974). Yoshikawa et al. (1994)
obtiveram atividade maxima da trealase, em leveduras, a temperatura de 45°C e a
atividade foi perdida a 70°C.

Hottiger et al. (1987a) observaram que durante o acimulo de trealose em S.
cerevisiae, devido ao choque térmico, também houve alta taxa de degradagéo da
trealose. Sabendo-se que a biossintese de uma molécula de trealose a partir da
glicose consome 3 moléculas de ATP, enquanto que nenhum ATP é produzido na

hidrélise da trealose pela trealase, os autores concluiram que uma energia inutil €
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consumida no ciclo entre trealose e glicose. Na hidrélise da trealose pela trealase

(EC 3.2.1.18) forma-se dois mondmeros de glicose (Wiemken, 1990).

Em condi¢cdes de cultivo batelada alimentada sob intensa aeragdo, e a
temperatura de 20°C, Gélinas et al. (1989) observaram que houve perda no
contetido de trealose bem como uma queda na criotolerancia das células de
leveduras.

2.7. Fatores que inibem o acimulo do glicogénio e da trealose

Quain et al. (1981) observaram diminui¢cdo no glicogénio soluvel em meio
acido de cerca de 40% para cerca de 6% em Saccharomyces cerevisiae (NCYC
240) durante as duas primeiras horas de fermentagdo e durante este periodo a
absorcdo de oxigénio e agucares do mosto ndo foram utilizados pela levedura,
este catabolismo do glicogénio, segundo os autores, seria um reflexo do
requerimento celular por carbono e energia, suficientes para estimular a elevagéo
da carga energética da enzima adenilase e subsequente sintese de esterdis e

acidos graxos insaturados.

O AMP ciclico inibe a sintese de glicogénio e estimula a glicogendlise, uma

vez que ativa a fosforilase para a quebra do glicogénio (Gutierrez, 1997).

Muitas substancias s&o relatadas como inibidoras da sintese de glicogénio
e da trealose, a seguir seguem alguns exemplos:

- Fluoreto: inibiu a formacao de trealose nas leveduras (Trevelyan, 1958);
fluoreto de sddio ndo inibiu em condigdes anaerdbias (Panek, 1962);

- Arseniato: inibiu a sintese de trealose e glicogénio (Trevelyan, 1958);

- Azida de sédio: inibiu a sintese de carboidratos em células de leveduras
(Trevelyan & Harrison, 1952);
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- 2,4-dinitrofenol: diminuiu o acumulo de trealose e queda na viabilidade
celular de Saccharomyces (Gutierrez, 1989). A trealose, segundo o autor, poderia
ter sido diminuida devido a ativagdo da ATP-ase, que reduz os niveis de ATP e
UTP necessarios para a biossintese da trealose;

- Acido acético: diminuiu o teor de trealose sem declinio na viabilidade
celular (Gutierrez et al., 1991). O autor supde que esta diminuicdo poderia ser
devido a restricdo a entrada de agucar na célula de levedura, diminuindo assim o
nivel de G-6-P para a sintese de trealose;

- Acido octandéico: inibiu a fermentacdo alcodlica em S. cerevisiae e o
acumulo de trealose, contudo ndo afetou a degradagao enddgena da trealose
(Gutierrez, 1993). Esta inibicdo talvez tenha sido, segundo o autor, devido a
ligacdo do acido octandico & hexoquinase ou outra proteina da membrana
plasmatica, uma vez que ndo sdo necessarios para a fermentacdo endégena. A
degradacao da trealose poderia ser devido a uma ativa¢ao da trealase.

- Cicloheximida: este antibidtico provocou diminui¢do na concentragdo de
trealose intracelular de S. cerevisiae, durante fermentagdo conduzida a 30°C
(Slaughter & Nomura, 1992). A cicloheximida interfere com a sintese de proteina
citoplasmatica ao nivel do polirribossomo.

- Biotina, vitamina essencial para S. cerevisiae, ao aumentar sua
concentragdo no meio numa fermentagdo continua, diminuiram os conteudos de
trealose e glicogénio. Com o aumento da concentragdo da biotina a atividade das
enzimas piruvato carboxilase e isocitrato liase, que sao dependentes de biotina,

também aumentou (Pejin & Razmovski, 1996).

2.8. Métodos de detecgao de glicogénio e trealose

Schulze et al. (1995) sugeriram um método para a determina¢do de ambos
glicogénio e trealose na mesma amostra de leveduras. Utilizando-se um
desintegrador mecanico de células, no qual ocorre a ruptura das células liberando

assim os carboidratos enddgenos, os quais sdo separados por centrifugacao.
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Sendo um método simples e rapido para fazer analises de trealose e glicogénio
intracelular total, a hidrdlise tanto do glicogénio como da trealose é realizada pelas
enzimas amiloglucosidase e trealase, respectivamente. Posteriomente quantifica-
se esses carboidratos pela quantidade de glicose formada. O método, segundo os
autores, é especifico, quantitativo e facil e requer pouco volume de amostra.
Esses autores dizem que o método de antrona, para trealose, ndo € especifico, ja
que nem a extragdo, com acido tricloroacético, nem a reacdo com reagente
antrona é especifica.

Quain (1981) descreveu 4 métodos para a determinag&o de glicogénio em
leveduras: - o método de Trevelyan & Harrison (1956a), considerado n&o
especifico, envolve a extragdo do glicogénio em acido e alcali, seguida pela
avaliacdo da quantidade de hexose em cada fragdo usando o reagente de
antrona; o método de Becker parece ser especifico € consome menor tempo,
envolve a hidrolise do glicogénio mediada pela amiloglucosidase em células
digeridas com carbonato de sddio, seguida pela determinagdo enzimatica da
glicose liberada; os outros dois métodos derivam do método de Trevelyan &
Harrison (1956a) e de Becker (1978).

Quain & Tubb (1983) também descreveram um método rapido e simples
para a determinagdo do glicogénio em leveduras, onde uma solugdo aquosa de
iodeto/iodeto de potassio cora as células de leveduras e a intensidade do corante
é proporcional a quantidade de glicogénio presente nas leveduras, o nivel de
glicogénio pode ser medido quantitativamente através da absorbéncia, ou,
aproximadamente, pelo exame visual da suspensao de iodo na levedura.

Um dos métodos mais tradicionais para a quantificagéo da trealose é o de
Trevelyan & Harrison (1956a), onde a extracdo desse agucar € realizada através
de acido tricloro acético (TCA) a frio e a hidrélise pelo método de antrona com
acido sulfurico. Outros autores utilizaram este método, Gross & Watson (1996),
Ferreira et al. (1997a), Krallish et al. (1997) e Stambuk ef al. (1998) e varios outros
(Chester, 1963; Lillie & Pringle, 1980, Hottiger et al., 1987a e b, 1994; Coutinho et
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al., 1988; Géllinas et al., 1989; Hino et al., 1990; Slaughter & Nomura, 1992;
Argueles, 1994) utilizaram e utilizam deste método, pelo menos para a extragéo da
trealose. O glicogénio também foi detectado por este método por Chester (1963),
Herbert et al. (1971); Patel & Ingledew (1973; 1975). Outros métodos tém sido
utilizados, tanto para detecgéo de trealose como do glicogénio.

Para a hidrélise de glicogénio utilizam-se mais do método enzimatico com a
amiloglicosidade, Gunja-Smith ef al. (1977); Becker (1978); Lillie & Pringle (1980);
Rocha-Le&o et al. (1984); Gutierrez & De Martin Orelli (1991); Silljé ef al. (1997).

Outras metodologias também sado descritas. A determinacéo da trealose via
enzimatica tem sido utilizada por Van Dijck et al.,, 1995, Ferreira et al. (1997b);
Parrou & Frangois, 1997, Silljé et al., 1997; Lee & Golberg, 1998.

Ferreira et al. (1997a) compararam trés meétodos diferentes para
determinacéo de trealose em extratos de leveduras. Os autores utilizaram os
métodos de reacdo de antrona, clivagem com a enzima trealase e o outro baseado
em cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Cada método apresentou
boa correlagdo entre os outros (HPLC x antrona = 0,97; HPLC x trealase = 0,98,
antrona x trealase = 0,97; p<0,05), porém quando o teste-t foi aplicado n&o foram
encontradas diferengas significativas somente entre HPLC e trealase, sugerindo

serem os melhores métodos.
Num outro trabalho, Chuanbin et al. (1998) realizaram a extracdo da

trealose de Saccharomyces cerevisiae apos serem tratadas com microondas, e a

extracdo foi realizada com solug@o aquosa de etanol e quantificagdo por HPLC.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismos

Duas linhagens de leveduras comumente usadas para iniciar a fermentagéo
alcodlica nas usinas de acgucar e alcool foram empregadas para o estudo. Foram
elas Saccharomyces cerevisiae, PE-2, isolada da Usina da Pedra e S. cerevisiae,
SA-1, isolada da Usina Santa Adélia. Essas foram obtidas da Colec&o de Cultura
da Fermentec S/C Ltda (Piracicaba), em ampolas liofilizadas.

Durante os estudos as culturas foram mantidas em meio YEPD (ver anexo
1) sob refrigeragdo a 4°C, apos crescimento no mesmo meio por 24 horas a 32°C.

3.2. Multiplicagao do fermento

Nos varios ensaios realizados fez-se o mesmo procedimento de

multiplicagéo do fermento.

Inicialmente as leveduras foram inoculadas em 100 mL de meio YEPD com
pH 6,5 - 7,0. Apds o crescimento em meio YEPD, a 32°C, as leveduras foram
transferidas para frascos Erlenmeyers contendo 1,5 L de meio de multiplica¢&o:
contendo mistura de sais (ver anexo |) juntamente com melaco proveniente da
Usina Santo Alexandre e Santa Adélia, esterilizados (120°C/1atm) por 20 min. e
ajustados a uma concentragdo de agucares redutores totais (ART) de 6% (p/v). A
incubacéo foi feita a 32°C, até o final da fermentagdo. Em seguida transferiu-se
todo o meio com as leveduras para bombonas de fermentacdo com capacidade
volumétrica de 25 L. Nesta fase, a multiplicagcao foi conduzida a temperatura
ambiente, acrescentando-se 1,5 L do mesmo mosto (6% de ART) esterilizado para

cada inoculo. Uma vez constatado o crescimento, agregava-se o dobro do volume
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de mosto seguido de incubacdo por periodo necessario para o crescimento e
assim sucessivamente até atingir-se o volume de 20 L. Esse volume era
suficiente para realizar os testes de fermentagéo endégena.

3.3. Preparo das células

Antes da realizagdo da fermentacdo endégena fez-se a fermentagéo prévia
que tem como objetivo fazer com que a levedura aumente a concentracéo de seus
carboidratos de reserva, glicogénio e trealose.

O meio utilizado para a fermentagéo prévia é chamado de mosto misto, que é
composto por 70% de caldo de cana-de-agucar fresca ajustado a 15% ART mais
30% de melaco também a 15% de ART. A fermentagéo prévia foi realizada com
uma suspensdo de fermento de 10% (p/v) e em incubadora a 32°C por
aproximadamente 6 horas, tempo médio para o final da fermentagdo. Em seguida
a suspensao foi centrifugada, e o teor alcodlico do vinho e a viabilidade celular
determinados. Este fermento e vinho foram utilizados para estudo da fermentagéo

endogena.

3.4. Fermentagao endégena

Os ensaios de fermentacdo enddgena foram conduzidos em suspensdes de
leveduras de cerca de 20% (p/v) em massa umida no vinho com cerca de 3,0 a
4.5% (viv) de alcool. A temperatura desejada era conseguida através de banho
termostatizado Blue M Eletric Company modelo MW-1120A-1 e Fanem Ltda
modelo 102/6.

Os seguintes tratamentos foram conduzidos para o estudo da fermentacéo

endogena:
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- Temperatura constante de 40°C e amostragens em intervalos de tempo
até o maximo de 48 horas.

- Temperaturas constantes de incubacéo, fixadas em 38; 40; 42 e 44°C e
amostragens em tempos preestabelecidos.

- Tratamento com choque térmico conduzido a 40°C por periodo de 4 e 6
horas seguido da inoculaggo a 33°C. As amostragens foram conduzidas também
em intervalos preestabelecidos.

- Teste do sulfito no tratamento térmico. Foram feitos testes agregando
sulfito de sodio (NaHSO3) a concentracdo de 200; 256 e 400 ppm para esse
estudo. A incubaco foi conduzida a 40°C.

3.5. Obtengao de Dados

Para a producéo dos dados nos diferentes tratamentos e em cada tempo,
as amostragens foram realizadas de acordo com o planejamento mostrado na
Tabela 1.

Tabela 1. Planejamento para a obtencdo de dados das amostragens realizadas nos diferentes

tempos.
e —
VARIAVEIS VOLUME REPETICAO VOLUME TOTAL
(mL) (mL)
Etanol 25 2 50
Teor de Fermento
Teor de Matéria Seca
Nitrogénio no vinho e 10 2 20
fermento
Glicerol
Glicogénio
4 2 8
Trealose
Viabilidade celular 1 2 2
Total 40 80

e ——
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3.6. Andlise de Dados

A variabilidade dos dados foi realizada através da analise de variancia, pelo
teste F. Os dados foram ajustados aos modelos de equacbes de acordo com os
melhores valores de coeficientes obtidos. As andlises foram processadas
utilizando-se o programa “JMP — SAS” (System Analysis Statistic).

3.7. Métodos Analiticos

As amostras obtidas durante a fermentagdo enddgena foram utilizadas para
obter os seguintes parametros: pH, percentual de células vivas, teor de etanol,

teor de levedura, matéria seca, glicerol, nitrogénio (proteina), glicogénio, trealose.

- pH da suspenséo determinado através de um pHmetro digital modelo 601 da
Orion Research;

- Viabilidade celular (% de células vivas), foi realizada através da coloragéo
diferencial com uma solu¢&o do corante eritrosina e contagem de células (vivas e
mortas) por microscopio 6tico com objetiva de imerséo (100x), através de camara
de Neubauer (Oliveira ef al., 1996).

O resultado foi expresso em percentual de células vivas calculadas da
seguinte forma:

v

% CV = F X 100

onde: CV = N2 de células vivas
CT = N° total de células contadas.
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- Teor de etanol no vinho. Uma amostra de 25 mL foi destilada em um
microdestilador Kjeldahl, recolhendo-se o destilado de 50 mL. O grau alcodlico do
destilado foi determinado em um densimetro digital Anton-Paar DMA-48 (Zago et
al., 1996). O resultado foi expresso em g de etanol por 100 mL do vinho, calculado
da seguinte forma:

% de etanol=2xnxd

onde n = valor da leitura obtida no densimetro
d = densidade do etanol (0,7889 g/100mL)

- Teor de levedura. Foi determinado centrifugando-se 10 mL da amostra em
centrifuga Excelsa Baby da Fanem a 700 G ou 3000 rpm por 5 minutos. O
precipitado (depois da retirada do sobrenadante) foi pesado em balanga de
precisdo Modelo PC - série y 1413. O resultado foi expresso em g de massa
umida em 100 mL de suspenséao.

- Teor de matéria seca. Foi realizado através de secagem da massa
decantada no item Teor de levedura em estufa a 105-110°C até obtencdo de peso
constante. O resultado foi expresso em percentual de massa seca em massa de

levedura umida:

s = 10D
miu.

- Teor de glicerol no vinho. Da amostra de 10 mL que foi centrifugada no item
Teor de levedura obteve-se o vinho delevurado (sobrenadante), o qual foi diluido
500x em baldo volumétrico. Retirou-se 20 mL dessa solugéo e transferiu-se para
outro baldo volumétrico de 100 mL e também se acrescentou 1 mL de
glicosamina (1000 ppm) que é o padréo interno. Injetou-se 1 mL dessa solugéo no
Cromatografo Liquido de Alta Pressdo (DIONEX), o qual € acoplado a um
microcomputador com o software que tem o programa para as andlises das
leituras das amostras e impressdes. Os resultados foram expressos em g de
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glicerol/100 mL de vinho. Os calculos séo baseados em relagdo a area obtida da

curva - padréao de glicerol e glicosamina com 20 ppm que também foram injetados
no cromatdgrafo.

- Teor de nitrogénio total. Tanto para o vinho como para a levedura, foi
analisado através do método de Kjeldahl, onde as amostras foram digeridas num
blocodigestor a temperatura de 350° C por 4 horas. Posteriormente a digestéo fez-
se a destilagdo da amostra com hidréxido de sédio (45%), que foi recebida numa
solugéo de acido bérico com mistura indicadora composta por vermelho de metila
e verde de bromocresol, seguindo-se entdo para a titulagdo da amostra com &cido
sulfurico padronizado (Zago et al., 1996). O teor de proteina foi calculado
multiplicando o teor de nitrogénio por 6,25. Os resultados foram expressos em
g/100 mL para amostra de vinho e g/100 g de matéria seca para amostra da

levedura.

- Teor de glicogénio. Utilizou-se 4mL da suspensao de fermento que foram
centrifugados e lavados com agua, e ajustados a uma suspens&o celular de 12%
(p/v). Desta suspenséo utilizou-se 0,5mL para a extragcdo do glicogénio, o que
corresponde a 15 mg da matéria seca ou 60 mg da matéria umida. Para a analise
do glicogénio utilizou-se o método de Becker (1978) adaptado por Rocha Leéo et
al. (1984). Inicialmente efetuou-se a digestdo alcalina com carbonato de sddio
(Na;COs - 0,25M) a 100°C (90 min), seguida de hidrélise a 37°C e pH 4,8 com a
enzima amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de Rhizopus sp (Sigma N® A-7255). A
quantificacdo da glicose liberada do glicogénio foi feita com glicose oxidase,
peroxidase, ortodianisidina e acido cloridrico, a 30° C por 40 min e pH 6,0, e
efetuando-se a leitura em um espectrofotémetro a 525 nm (Spectronic 88 Bausch
& Lamb). O resultado foi expresso em g de glicogénio em 100g de matéria seca de

levedura.

- Teor de trealose. Utilizou-se 4mL da suspensdo de fermento que foram

centrifugados e lavados com agua, e ajustados a uma suspenséo celular de 12%
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(p/v). Para analisar o teor de trealose, fez-se a extragdo com acido tricloroacético
(TCA 0,5M) a frio (Trevelyan & Harrison, 1956a, 1956b) e a determinagdo da
trealose pelo método de antrona (Brin, 1966). A leitura foi realizada em colorimetro
Klett a 620 nm. O resultado foi expresso em g de trealose em 100g de matéria
seca de levedura.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Cinética da Degradacgdo do Glicogénio e da Trealose

As Figuras 1 e 2 mostram o resultado da degradag&o dos carboidratos,
trealose e glicogénio quando as células de levedura, Sacharomyces cerevisiae
PE-2 e S. cerevisiae SA-1, foram submetidas a tratamento a 40°C . Como pode
ser visto a velocidade da degradacgéo € maior na fase inicial, tornando-se menor
com o tempo.

g/100g m.s
yitromlose)=(B,21417-(1,09241)4(0,37118¢)-(0,02287¢")+0,00043t"}

12 5
14 4 yiglicog#nio)=(9,2BB65-(1,27845t)+(0,10156)-(0,00258¢%)

0 = R WU~ @

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 |
Tempo (h)

|mTrealose o Glicogénio

Figura 1. Valores percentuais de trealose e glicogénio (g/100g de massa seca) da levedura PE-2
submetida a 40° C.

Esse fendmeno de degradacgdo dos carboidratos de reserva foi detectado,
também, na situacdo usual de fermentagdo alcodlica nas usinas. Durante a
fermentacdo alcodlica em batelada, glicogénio e trealose s&@o intensamente
metabolizados, os teores destes sofrem diminuigdo abrupta na primeira hora de
fermentagdo sendo recompostos no transcorrer do processo fermentativo (Basso
& Amorim, 1988). Também, foram observadas que atividades das enzimas



trealose sintetase e trealase aumentavam com a elevagdo da temperatura
(Hottiger et al., 1993).

g1 ha yitreslose)={# 89387.(0 3693303+ (0 0038117}

yiplicogeénioj=(158331.(0 T65311)+{0,013681")

& L] 12 16 20 24 28 iz

Tempo (h)

|mTreslose ©Glicogdnio |

Figura 2. Valores percentuais de trealose e glicogénio (g/100g de massa seca) da levedura SA-1,
submetida a 40° C.

Se o logaritmo da concentragdo de carboidratos for locado em fung&o do
tempo, tem-se uma linha muito préxima a reta (ver Figuras 3 e 4). Isso mostra que
a cinética da degradagdo segue a equagdo de primeira ordem, indicando que a
sua velocidade é uma fungdo exclusiva da concentragdo de carboidratos

presentes na célula.

Assim sendo, a degradagd@o de carboidratos na célula por tratamento

térmico pode ser expressa pela seguinte equagao:

dx
e (1)

onde: x = concentracéo de carboidrato na célula (glicogénio ou trealose)
k = constante especifica de degradagéo

t = tempo
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Rearranjo da equagéo (1), tem-se

dx
PRk (2)

Integrando, essa equagdo (2) no intervalo de tempo entre o e t1 e a
concentracdo de carboidrato entre xo e xy, pode-se obter o valor da constante
especifica de degradacgéo (k).

_ In(x, ix) ou k = 2303 log(x,/x,)

k
£, Ih—4

(€)

Os valores de k a 40° C obtidos para as leveduras em questdo estao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores da constante especifica de degradagdo (k) da trealose e glicogénio nas
leveduras S. cerevisiae PE-2 e S. cerevisiae SA-1, a 40° C.

Levedura k (h™)
Trealose Glicogénio
S. cerevisiae PE-2 0,0649 (35,5) 0,0746 (30,9)
S. cerevisiae SA-1 0,0649 (35,5) 0,0387 (59,5)

* Valores entre parénteses indicam o tempo, em horas, necessério para se obter 90% de degradagao

Esses valores variaram entre 0,0387 a 0,0746 h™', o que significa que sdo
necessarios de 30 a 60 horas de incubagdo para se conseguir 90% de
degradagdo. A redugdo do teor de trealose e glicogénio na fabrica de levedura
seca (proteina unicelular) é altamente desejavel por incrementar relativamente o
teor de proteina no produto final. Além disso, parte dos carboidratos &

transformada em etanol, aumentando o rendimento fermentativo do sistema.

39



Amorim & Basso (1991) realizaram um processo que busca incrementar o
teor protéico da levedura removida no final da fermentac&o. Tal processo resultou
em uma patente, de propriedade da Universidade de Sdo Paulo. O processo é
atualmente empregado em diversas unidades industriais de acglcar e &lcool e
destilarias que efetuam a remocéo rotineira de parte da levedura (sangria) do
processo fermentativo. Este processo baseia-se na fermentacéo das reservas de
carboidratos através da fermentacdo endogena da levedura mediante um
tratamento térmico estressante. A degradagdo anaerdbia desses carboidratos
resulta em produgdo adicional de etanol, que é recuperado e ao mesmo tempo
permite aumento relativo no teor de proteina da levedura, valorizando tal
subproduto.

PE-2

TRE =0,85336 - (0,025)

GLI = 0,92601 - (0,03213%)

Log (%)

Tem po (h)

| mLog-TRE eLog-GLI

Figura 3. Valores do logaritmo percentual de trealose e glicogénio (g/100g de massa seca) da
levedura Saccharomyces cerevisiae, PE-2 submetida a 40° C.
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SA-1

TRE = 0,96685 — (0,02798t)
GLI = 1,18436 - (0,0165Y)
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Figura 4. Valores do logaritmo percentual de trealose e glicogénio (g/100g de massa seca) da
levedura Saccharomyces cerevisiae, SA-1, submetida a 40° C.

4.2. Variagao de outros parametros durante a incubacgao a 40°C

A variacdo de diversos pardmetros da suspenséo de levedura durante a
incubacdo a 40° C pode ser representada pela equagéo de 2° grau, exceto para o
teor de fermento e de carboidratos, (Figuras 5 a 8). A analise estatistica desses

dados esta apresentada no anexo III.

Nesse periodo houve diminuigdo nos seguintes parametros: (1) viabilidade;
(2) massa seca de fermento; (3) massa umida de fermento; e (4) carboidratos da
célula (glicogénio e trealose). Por outro lado houve incremento dos seguintes
parametros: (1) proteina no fermento; (2) etanol no vinho; (3) glicerol no vinho e

(4) proteina no vinho.
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Figura 5. Valores percentuais de massa seca (M.S), proteina (PRO), fermento umido (FERM) e
viabilidade celular (VIAB) da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2, sob fermentacdo enddgena
a 40°C .
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Figura 6. Valores percentuais de massa seca (M.S), proteina (PRO), viabilidade celular (VIAB),
fermento amido (FERM) da levedura Saccharomyces cerevisiae SA-1, sob fermentagdo enddégena
a 40°C.
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Figura 7. Valores percentuais de etanol (Et-OH) (g/100mL vinho), proteina (PRO-VIN) e glicerol no
vinho, carboidratos [trealose e glicogénio (TRE — GLI)] na massa seca da levedura Saccharomyces
cerevisiae PE-2, sob fermentagdo endogena a 40° C.
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Figura 8. Valores percentuais de etanol (Et-OH) (g/100mL vinho), proteina (PRO-VIN) e glicerol no

vinho,

carboidratos [trealose e glicogénio (TRE - GLI)] na massa seca da levedura

Saccharomyces cerevisiae SA-1, sob fermentagio endogena a 40° C.
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Considerando a variagédo desses parametros durante as primeiras 24 horas

de incubacao a 40° C, temos os valores apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores dos parametros obtidos pelas equagdes das curvas apresentadas nas Figuras 5,
8, 7 e 8 (calculadas usando as respectivas equagdes do anexo lll).

S. cerevisiae PE-2

Parametros Unidade Oh 24 h Variagéo no periodo
Proteina no fermento g/100 g m.seca 35,27 4420 + 8,93
Viabilidade % (n°/ n° 99,3 83,9 -15,4
Massa umida no fermento  g/100 mL vinho 19,19 16,84 -2,35
Massa seca g/100g m.umida 26,38 24,44 -1,94
Trealose + Glicogénio g/100 g m. seca 15,63 0,00 -15,63
Trealose + Glicogénio g/100 mL vinho 0,770 0,130 +0,640
Etanol g/100 mL vinho 3,47 3,64 +0,47
Proteina no vinho @/100 mL vinho 0,13 0,19 + 0,06
Glicerol g/100 mL vinho 0,259 0,302 + 0,043
S. cerevisiae SA-1

Proteina no fermento g/100 g m.seca 42,29 51,82 + 9,63
Viabilidade % (n°/ n° 91,33 59,82 - 31,51
Massa umida no fermento  g/100 mL vinho 20,40 16,97 -3,43
Massa seca g/100g m.amida 25,80 2424 -1,56
Trealose + Glicogénio g/100 g m. seca 24,76 7.45 -17.31
Trealose + Glicogénio g/100 mL vinho 1,300 0.001 + 1,299
Etanol g/100 mL vinho 3,07 3,49 + 0,42
Proteina no vinho g/100 mL vinho 0,063 0,213 + 0,149
Glicerol g/100 mL vinho 0,277 0,309 + 0,032
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Como pode ser visto na Tabela 2, o incremento da proteina no fermento foi
de cerca de 9,0 g/100g de proteina seca. A perda da proteina para o vinho foi de
0,06 e 0,149 g/100 mL para as leveduras PE-2 e SA-1 respectivamente,
mostrando
que é bastante baixa. A percentual de proteina perdida ( APE ) em relagéo aquela
nas células de fermento pode ser calculada da seguinte forma:

0
APE = APV [APF xms.xm.u)
100 100

APE = percentual de proteina perdida (g/100g proteina da célula) entre t24 € toh.
APV = aumento no teor de proteina no vinho (g/100 mL de vinho) tz4 e toh.

%PF = teor de proteina no fermento (g/100g m.s.) no toh.

m.s. = teor de biomassa seca (g/100g de m.u.) no tgh.

m.u. = teor de biomassa umida (g/100 mL de vinho) no toh.

Para a levedura PE-2, temos:

APE = 0,06 35.27 % 26,38x19,19
100 100

APE = 3,35 (g/100g de proteina da célula)

O mesmo calculo feito para a SA-1, temos:

APE = 6,69 (g/100g de proteina da célula)

Os resultados mostram que a perda de proteina durante o tratamento
térmico a 40° C por 24 horas é por volta de 5% da proteina contida no fermento, o
que é aceitavel em vista do incremento obtido do seu teor no fermento.

A diminuicdo do teor de carboidratos durante o tratamento térmico é
significativa. No caso da levedura PE-2, isso corresponde a (15,63/15,63) x 100 =
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100,0% do total de carboidratos na levedura e no caso da levedura SA-1, que o
valor é (17,31/24,76) x 100 = 69,91%. Isso significa que a maior parte da perda de
massa celular durante o tratamento é devido a hidrélise do carboidrato de reserva.
O restante da perda seria pela redugéo do teor de proteina, glicerol, sais, acidos e
outros componentes celulares.

O carboidrato hidrolisado da reserva pode ser transformado em alcool
etilico e gas carbonico pelas enzimas das células de levedura ( Chester, 1956,
1963; Brady ef al, 1961; Basso et al, 1993). Desde que a hidrélise do glicogénio
resulta em 1,1 ART (aglcares redutores totais) e da trealose em 1,05 ART,
podemos assumir para o presente caso o valor médio de 1,075 ART para cada

grama de carboidrato hidrolisado.

Assim, a quantidade de ART acrescentado no sistema por mL de vinho €
dada pela equagao:
AART=1,075x(ACH)

onde: A ART = acréscimo de ART no sistema (g/100mL)
A CH = carboidrato hidrolisado no sistema (g/100mL)
Para a levedura PE-2 fica:
A ART = 1,075 x ( 0,640)
A ART = 0,688 g/100mL
Para a levedura SA-1 fica:
A ART = 1,3964 g/100mL

Desde que 1 g de ART nos fornece 0,51g de etanol, seria possivel entéo,
obter teoricamente os seguintes incrementos de etanol no sistema (assumindo
100% de rendimento):

Para a levedura PE-2: 0,3508 g/100mL e

SA-1: 0,7122 g/100mL.
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Os valores de etanol determinados experimentalmente foram 0,17 e 0,42%
(9/100 mL) de etanol respectivamente, para as leveduras PE-2 e SA-1. Portanto o
rendimento na conversao foi de 48,46 e 58,97%, respectivamente. Essa baixa
conversdo pode ser atribuida a formagdo de outros compostos intermediarios da
fermentagdo como, glicerol e acidos organicos, uma vez que as condigdes

fermentativas ndo foram as ideais, além da perda de etanol por evaporagéo.

4.3. Degradacgéio do glicogénio e trealose a diferentes temperaturas

A Tabela 3 mostra a constante especifica de degradacgéo da trealose e do
glicogénio, nas células de levedura submetidas a 38°, 40°, 42° e 44°C.

Tabela 3. Valores da constante especifica de degradagédo (k) (h ") dos carboidratos endégenos
trealose (TRE) e glicogénio (GLI) das linhagens de S. cerevisiae PE-2 e SA-1, quando submetidas
a diferentes temperaturas.

Temperatura PE-2 SA-1

1Tx10° TRE GLI TRE GLI

°c  °K k_ Ln(k.10°) k  Ln(k10°) k Ln(k10) k Ln(k.10°)

38 311,16 0,0243 3,19 0,0412 3,72 0,0396 3,68 0,0360 3,58

3,2138

3,1932 40 313,16 0,0291 3,37 0,0459 3,83 0,0239 317 0,0334 3,51
3,1730 42 315,16 0,1580 5,06 0,1380 4,93 0,1670 5,12 0,1540 5,04
3.1530 44 317,16 0,2030 5,31 0,2650 5,58 0,2300 5,44 0,1500 5,01
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Nas temperaturas de 42° e 44°C, somente a fase inicial da curva foi
considerada na obtencédo da constante especifica da degradagéo do glicogénio,
uma vez que havia desvio consideravel apés 8 (PE-2 e SA-1); 4 (PE-2) e 12 horas
(SA-1) de tratamento (ver Figuras 9, 10, 11 e 12). Essa redugao na velocidade de
degradagdo do glicogénio, apés algumas horas de incubagdo mostra que o
sistema, talvez enzima, é relativamente termolabil, 0 que ndo € o caso do sistema
de degradacdo da trealose. Neste Ultimo a curva de degradacéo manteve-se

exponencial em todas as temperaturas testadas.

Uma importancia pratica desses resultados é a de que a temperatura de
incubagdo ndo deve ser igual ou superior a 42°C, se se deseja reduzir ao maximo
o teor de carboidratos da célula, pois a degradacédo de glicogénio cessara apos
certo periodo de tratamento. Por outro lado & temperatura de 38°C o valor da
constante especifica de degradagdo (k) € baixa, indicando a necessidade de maior
tempo para se conseguir degradacéo desejada. Assim, do ponto de vista pratico, a
temperatura étima de tratamento deve ser ao redor de 40°C.

PE-2 TRE =0,66451 - 006884t | |
1,00 - GLI =0,63667 — 0,06t
2.50 \
1 _ -

20 24 28 32

log (%)

.0,50 -
Tempo (h)
-1,00 -

-1,50 -

-2,00 -

m TRE —e—GLI |

Figura 9. Valores do logaritmo percentual (g/100g de m.s.) de trealose (TRE) e glicogénio (GLI) da
levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2 quando submetida a fermentagio endégena a 42°C.
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Figura 10. Valores do logaritmo percentual (g/100g de m.s.) de trealose (TRE) e glicogénio (GLI) da
levedura Saccharomyces cerevisiae SA-1 quando submetida a fermentagdo endégena a 42°C.
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Figura 11. Valores do logaritmo percentual (g/100g de m.s.) de trealose (TRE) e glicogénio (GLI) da
levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2 quando submetida a fermentacdo endégena a 44°C.
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Figura 12. Valores do logaritmo percentual (g/100g de m.s.) de trealose (TRE) e glicogénio (GLI) da
levedura Saccharomyces cerevisiae SA-1 quando submetida a fermentag@o endégena a 44°C.

O grafico de Arrhenius (Moore, 1964) aplicado a esses resultados mostra
que a reagdo nao € linear nesse intervalo de temperatura (Figura 13). O
incremento maior na velocidade de reacdo ocorreu entre 40° e 42° C, sendo
menor tanto acima como abaixo deste intervalo. No intervalo de maior incremento

(40° e 42°C), temos os seguintes valores para energia de ativagéo ( AE):

Tabela 4. Valores de energia de ativagao (kcal.°K".mol™) para degradar trealose e glicogénio no
intervalo de temperatura de 40° a 42°C.

LEVEDURA TREALOSE GLICOGENIO
S. cerevisiae — PE-2 165,90 107,94
S. cerevisiae — SA-1 190,64 149,87
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A equacao de Arrhenius é:

k=AxgH *)
k = constante especifica de degradacao
A = fator de frequéncia

AE = energia de ativagéo

R = constante dos gases (1,98717 cal .°K ™. mol ™)

T = temperatura absoluta (°K).

| 60 - |
— 5‘0 _i i
nc 1
-
e
=
o
— 40 -
8 |
| |
30 - ; .
3,15 3,16 217 3,18 3,19 32 3,21 322
1/Tx1000 |

|——TRE-PE-2 —@—GLI-PE-2 —0— TRE-8A-1 —6—GLI-8A-1

Figura 13. Valores das constantes especificas de degradagao (k) (h™") dos carboidratos, trealose e
glicogénio, das leveduras Saccharomyces cerevisiae PE-2 e S. cerevisiae SA-1 quando
submetidas 3 fermentagdo endogena nas temperaturas de 38°, 40°, 42° e 44° C. Valores aplicados
a equagao de Arrhenius.
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Os valores de energia de ativagéo (AE) apresentados na Tabela 4 mostram
que a reagao esta bem acima da faixa normal de reagdes enzimaticas (10 a 15
keal.°K™".mol™) (Fruton & Simmonds, 1960). Isso pode ser devido & complexidade
das reagdes envolvidas, com participacéo dos processos de degradacao e sintese
de forma simultéanea. O processo de degradagdo da trealose é comandado pela
enzima trealase (Thevelein, 1984) e do glicogénio por duas enzimas: glicogénio
fosforilase (EC 2.4.1.1) e a enzima desramificadora do glicogénio (Voet & Voet,
1995). O processo de sintese da trealose & comandado pelas enzimas trealose
sintetase e trealose fosfatase, j& para o glicogénio temos as enzimas glicogénio
sintetase (EC 2.4.1.11) e enzima ramificadora (EC 2.4.1.18) [(amilo-(1,4 --> 1,6)-
transglicosidase], que de certa forma é estimulada pelo incremento de temperatura
(Neves & Francois, 1992; Londesborough & Vuorio, 1993; Parrou et al., 1997).
Além do elevado valor da energia de ativagao, que talvez seja o motivo do desvio
da linearidade na temperatura de 38°C (311,16° K), em temperatura superior a 42°
C (315,16° K) o fenémeno de inativagdo térmica das enzimas pode ser o principal
responsavel pelo desvio da linearidade.

4.4. Aplicagdao do choque térmico para degradacao de glicogénio e

trealose.

Na industria sucro-alcooleira, a manutencdo de temperatura ao redor de 40°
C durante 30 a 60 horas, exigida para se conseguir a degradacao desejada de
glicogénio e trealose (90%), envolve custo consideravel uma vez que ha
necessidade de se empregar tanque isotérmico ou aquecimento térmico da
suspensdo celular através do trocador de calor para manutencao da temperatura.
Seria conveniente, que o processo pudesse ser realizado sem a necessidade de
manutengdo da temperatura, uma vez que se tenha iniciado o mecanismo de

degradacao dos carboidratos pelo choque inicial.
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Para verificar a possibilidade dessa pratica conduziu-se o ensaio com
choque de temperatura por 4 e 6 horas a 40° C, seguido de incubacgédo a 33° C,
que seria a temperatura média da suspensao celular posta em tanque comum.
Para esse ensaio foi usado a S. cerevisiae PE-2. Os resultados da Tabela 5
mostram que a velocidade de degradagéo desse sistema é cerca da metade do
processo isotérmico a 40°C (ver Tabela 3).Isso indica que, na pratica, é
recomendado que apos o tratamento térmico (40°C), seja feito esforgos para que a
temperatura se mantenha o mais constante possivel durante todo o periodo de

incubag&o.

Tabela 5: Valores da constante especifica de degradagao (k) (h ") dos carboidratos trealose (TRE)
e glicogénio (GLI) da linhagem de S. cerevisiae PE-2, quando submetida a choque térmico.

Choque Térmico TRE GLI
(1) 0,0145 0,0284
(2) 0,0430

(1) = 4 horas a 40° C seguido de incubagéo a 33° C
(2) = 6 horas a 40° C seguido de incubagéo a 33° C

4.5. Aplicacao de sulfito (NaHSO; ) para degradagéo de glicogénio e trealose

As Tabelas 6, 7, e 8 do anexo Il apresentam os resultados das
fermentagbes enddgenas realizadas na presenga e auséncia de sulfito (0, 200,
256 e 400 ppm).

A Tabela 6, a seguir, mostra os valores da constante especifica de
degradacdo (k) dos carboidratos trealose e glicogénio, quando as células de
levedura PE-2 foram submetidas a tratamento a 40°C sob diferentes

concentragdes de NaHSOs .

O sulfito (NaHSO3 ) € um insumo disponivel no processo industrial sucro-

alcooleiro, o que o torna bastante conveniente se sua agdo estressante sobre a
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levedura, em combinacdo com o tratamento térmico, acelerasse o processo da

fermentacdo endégena.

Basso & Amorim (1995) realizaram estudo da relagdo da tolerancia de
leveduras industriais a diferentes situagbes estressantes, expondo-as durante 24
horas na presenca de etanol 10% a 40° C, sorbitol 1M; KCI 1M; S0O2 1,6 mM,
isoladamente. O sulfito foi o fator estressante que mais intensificou a diminuig&o
no conteudo de trealose das diferentes leveduras. Diante disso foi testada a
influéncia do sulfito na degradacéo de glicogénio e trealose a 40° C. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores da constante especifica de degradagéo (k) (h ~) dos carboidratos trealose (TRE)
e glicogénio (GLI) da linhagem de S. cerevisiae PE-2, quando submetida a tratamento com
diferentes concentragdes de NaHSO; sob 40° C.

Concentragao de NaHSO3

TRE GLI
(ppm) m(M)

CONTROLE 0,0 0,104 0,127
200 1,6 0.144 0,238
256 2,0 0,192 0,068
400 32 0,078 0,092

A variagdo de diversos parametros da suspenséo de levedura durante a
incubacdo a 40° C com ou sem sulfito pode ser representada satisfatoriamente
pela equacdo de 2° grau (Figuras 14 a 19), exceto a variagdo do teor de
carboidrato. A analise estatistica desses dados esta apresentada no anexo III.

Nesse periodo houve diminuigdo nos seguintes parametros: (1) viabilidade;
(2) massa seca do fermento; (3) massa umida do fermento; (4) carboidratos da
célula (glicogénio e trealose); e proteina no fermento para a levedura submetida a

0 e 200 ppm de sulfito. Por outro lado houve incremento dos seguintes
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parametros: (1) proteina no fermento, quando em 400 ppm de sulfito; (2) etanol no
vinho; (3) glicerol no vinho e (4) proteina no vinho.

Controle
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|® Et-OH o PRO-VIN = GLICEROL = TRE-GLI

Figura 14. Valores percentuais de etanol (Et-OH). proteina (PRO-VIN) e glicerol no vinho,
carboidratos [trealose e glicogénio (TRE — GLI)] na massa seca da levedura Saccharomyces
cerevisiae PE-2, sob fermentagio endégena a 40° C, sem a aplicagéo de sulfito.
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Figura 15. Valores percentuais de massa seca (M.S), proteina (PRO), viabilidade celular (VIAB),
fermento umido (FERM) da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2, sob fermentacéo endogena
a 40° C, sem a aplicagéo de sulfito.
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Sulfito (200 ppm)
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Figura 16. Valores percentuais de etanol (Et-OH), proteina (PRO-VIN) e glicerol no vinho,
carboidratos [trealose e glicogénio (TRE — GLI)] na massa seca da levedura Saccharomyces
cerevisiae PE-2, sob fermentagdo end6gena a 40° C, com a adigao de sulfito (200 ppm).
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Figura 17. Valores percentuais de massa seca (M.S.), proteina no fermento (PRO), teor de
fermento umido (FERM) e viabilidade celular (VIAB) da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2,

sob fermentacgdo endégena a 40° C com a adigao de sulfito (200ppm).
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4,60 - J— |
4,20 ;'"/.__,_”‘/ L
3,90
3,60 -
3,30 -
3,00 -
2,70 -
. 240 -
2,10 -
1,80 -
1,60 - [
1,20 |
0,90 7 i
0,60 - = = —a
030 W —
0,00 &= 5 i -3 o) S ===t ‘
0 4 8 12 16 20 24 |
Tempo (h) |

e Et-OH o PRO-VIN mGLICEROL oTRE-GLI

Figura 18. Valores percentuais de etanol (Et-OH), proteina (PRO-VIN) e glicerol no vinho,
carboidratos [trealose e glicogénio (TRE — GLI)] na massa seca da levedura Saccharomyces
cerevisiae PE-2, sob fermentagdo enddgena a 40° C, com a adigéo de sulfito (400 ppm).
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Figura 19. Valores percentuais de massa seca (M.S.), proteina (PRO), viabilidade celular (VIAB) e
teor de fermento umido (FERM) da levedura Saccharomyces cerevisiae PE-2, sob fermentacao
endogena a 40° C, com a adigéo de sulfito (400 ppm).

Considerando a variacéo desses parametros durante as primeiras 24 horas

de incubac&o a 40° C, temos os valores apresentados nas Tabelas 7, 8 e 9.
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Tabela 7. Valores dos parametros obtidos pelas equagdes das curvas apresentadas nas Figuras 14
e 15 (calculadas usando as respectivas equacdes do anexo III).

0 ppm de sulfito

Parametros Unidade Oh 24 h  Variagdo no periodo
Proteina no fermento g/100 g m.seca 24,74 22,11 -2,63
Viabilidade % (n°/n°% 98,03 14,94 -83,09
Massa umida no fermento  g/100 MI vinho 26,74 17,43 -9,31
Massa seca g/100g m.umida 23,05 2222 -0.83
Trealose + glicogénio g/100 g m. seca 17,29 2,54 -14,75
Trealose + glicogénio g/100 mL vinho 0,940 0,100 +0,840
Etanol g/100 mL vinho 3,57 4,08 + 0,51
Proteina no vinho @/100 mL vinho 0,07759 0,75295 +0,6753
Glicerol g/100 mL vinho 0,233 0,283 + 0,05

Tabela 8. Valores dos pardmetros obtidos pelas equagdes das curvas apresentadas nas figuras 16
e 17 (calculadas usando as respectivas equacoes do anexo III).

200 ppm de sulfito

Parametros Unidade Oh 24h  Variagdo no periodo
Proteina no fermento g/100 g m.seca 29,35 19,66 -9,69
Viabilidade % (n°/n°% 100,0 0,0 -100,0
Massa Gmida no fermento g/100 mL vinho 26,07 13,80 -12,27
Massa seca g/100g m.amida 23,25 14,88 -8,37
Trealose + glicogénio g/100 g m. seca 18,54 0,36 -18,18
Trealose + glicogénio g/100 mL vinho 0,990 0,010 +0,980
Etanol g/100 mL vinho 2,98 3,63 +0,650
Proteina no vinho g/100 mL vinho 0,068 1,724 +1,656
Glicerol @g/100 mL vinho 0,163 0,253 +0,090
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Tabela 9. Valores dos pardmetros obtidos pelas equacgtes das curvas apresentadas nas Figuras 18
e 19 (calculadas usando as respectivas equagoes do anexo III).

400 ppm de sulfito
Parametros Unidade Oh 24 h Variagdo no periodo
Proteina no fermento g/100 g m.seca 16,81 31,02 +14 .21
Viabilidade % (n°/ n°) 96,95 36,28 -60,67
Massa imida no fermento g/100 mL vinho 26,04 21,29 -4,75
Massa seca g/100g m.amida 25,28 22,44 -2,84
Trealose + glicogénio g/100 g m. seca 17,31 2,29 -15,02
Trealose + glicogénio g/100 mL vinho 1,11 0,11 +1,00
Etanol g/100 mL vinho 3,89 4,58 +0,69
Proteina no vinho g/100 mL vinho 0,0843  0,1592 +0,0749
Glicerol g/100 mL vinho 0,376 0,518 +0,142

Como pode ser visto na Tabela 7, a diminuigdo da proteina no fermento foi
de cerca de 2,63 g/100g de proteina seca, quando n&o foi acrescentado sulfito na
suspenséo, e foi de 9,69 g/100g (Tabela 8) para a suspens&o que continha 200
ppm de sulfito. Para a suspenséo que continha 400 ppm de sulfito (Tabela 9)
houve um incremento de proteina no fermento de 14,21 g/100g. Ja a perda da
proteina para o vinho foi de 0,675; 1,656 e 0,0749 g/100 mL para as leveduras nas
suspensdes de 0; 200 e 400 ppm de sulfito respectivamente. A percentual de
proteina perdida ( APE ) em relag@o aquela nas células de fermento foi calculada

da seguinte forma:

(4]
APE = APV A:PFXm.s.xm.u.J
100 100

APE = percentual de proteina perdida (g/100g proteina da célula) entre tz4 e toh.

APV = aumento no teor de proteina no vinho (g/100 mL de vinho) tx4 € toh.



%PF = teor de proteina no fermento (g/100g m.s.) no toh.
m.s. = teor de biomassa seca (g/100g de m.u.) no tgh.
m.u. = teor de biomassa umida (g/100 mL de vinho) no tgh.

Para a levedura PE-2 em suspenséo isenta de sulfito temos:

APE = 0,6753 24,74 g 23,05x 26,74
100 100

APE = 44,31 (g/100g de proteina da célula)

O mesmo cdélculo feito para a PE-2 em suspensdo com 200 e 400ppm de
sulfito:

Para 200 ppm: APE = 93,03 (g/100g de proteina da célula)

Para 400 ppm: APE = 6,7722 (g/100g de proteina da célula)

Neste caso a perda de proteina foi bastante elevada, principalmente no
controle e a 200 ppm de sulfito. Essa perda esta bastante relacionada a perda da
viabilidade celular e por conseguinte ao aumento de permeabilidade de sua
membrana. Diante disso, é importante monitorar a manutengdo da viabilidade
durante o tratamento térmico, para que a perda de proteina mantenha dentro da

faixa aceitavel.

Assim, a quantidade de ART acrescentado no sistema por mL de vinho €
dada pela equacgéo:

AART=1,075x(ACH)
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onde: A ART = acréscimo de ART no sistema (g/100mL)

A CH = carboidrato hidrolisado no sistema (g/100mL)

Para a levedura PE-2 nos diferentes tratamentos temos:
Em 0 ppm de sulfito: A ART = 1,075 x ( 0,840) = 0,90g/100mL;
Em 200 ppm de sulfito: A ART = 1,050 g/100mL e
Em 400 ppm de sulfito: A ART = 1,075 g/100mL

Desde que 1 g de ART nos fornece 0,51g de etanol, seria possivel entao,
teoricamente, os seguintes incrementos de etanol no sistema (assumindo 100%
de rendimento).

Para a levedura PE-2 em 0 ppm de sulfito: 0,46 g/100mL; em 200 ppm de
sulfito: 0,54 g/100mL e em 400 ppm: 0,55 g/100mL.

Os valores determinados experimentalmente foram 0,51, 0,65 e 0,69 %
(9/100 mL) de etanol respectivamente para a levedura PE-2 em suspensbes com
0, 200 e 400ppm de sulfito.

Esse valor elevado na converséo aparente de etanol pode estar relacionado
a degradacéo de outros componentes celulares durante a incubagdo, uma vez que

houve uma redugdo muito grande no componente celular.

Para ilustrar, podemos comparar os dados da levedura PE-2 da tabela 2
com os das Tabelas 7, 8 e 9 montando a Tabela 10.
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Tabela 10. Relagéo entre redugdo da viabilidade (AV%) e perda do material celular quanto & perda
de massa celular (AMC).

Dados da AV% AMC AAlc
Tabela 2 -15,4 18,70 0,17
Controle Tab. 7 -83,09 37,16 0,51
200 ppm Tab. 8 -100,00 66,12 0,65
400 ppm Tab. 9 -60,67 27,43 0,69

Essa perda de massa celular (AMC) é calculado pela expressao:

(m.s.)o % (m.1.)  — (m.s.)p, (mar.)
= x

AMC = 100
(m.s.)yx (m.u.) 5

Onde: (m.s.)o = massa seca no tempo 0;
(m.u.)o = massa umida no tempo 0;
(m.s).4= massa seca as 24 horas;,
(m.u)24 = massa seca as 24 horas.

Os resultados mostram que as células usadas no ensaio com teor variado
de sulfito estavam menos saudaveis que as da Tabela 2. Também, nas condigdes
de células pouco saudéveis, a aplicagdo de tratamento térmico na levedura é
pouco recomendada, porque ha uma redugéo consideravel na massa de fermento
e pouco ou nenhum incremento no teor protéico. Talvez o incremento maior no
teor de etanol (AAlc) possa compensar essa redugao e tornar o tratamento
economicamente interessante. E necessério realizar um estudo técnico -

econdmico para avaliar as diferentes variagoes.
De qualquer forma, a adigdo de sulfito ndo afetou significativamente, na

velocidade de redugdo dos carboidratos, nem na permeabilidade da célula. O que
de certa forma contradiz os resultados obtidos por Basso & Amorim (1995).
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos com a fermentagéo enddégena dos carboidratos
de reserva, glicogénio e trealose, das linhagens de leveduras de Saccharomyces
cerevisiae, Pedra-2 (PE-2) e Santa Adélia-1 (SA-1) pode concluir que:

a) A cinética de degradacéo dos carboidratos de reserva segue uma equacao
de primeira ordem, indicando que, & temperatura de 40°C, a sua velocidade é

uma funcéo exclusiva da concentragéo de carboidratos presentes;

b) A fermentacdo endégena dos carboidratos de reserva resulta em produgéo
adicional de etanol e também permite aumento relativo no teor de proteina da

levedura;

c) Para ambas linhagens, PE-2 e SA-1, obteve-se aumentos no teor de
proteina devido & degradag&o anaerdbia do glicogénio e da trealose enddgenos,
sob temperaturas de incubagao de 38 e 40° C;

d) Devido & diminuigdo na viabilidade, nas temperaturas de incubagao de 42 e
44° C, houve diminuigdo no teor de proteina do fermento;

e) O aumento de N no vinho para ambas as linhagens foi devido a morte e

conseqiiente autdlise das células, em todas as temperaturas de incubagao;

fy Ambas as linhagens, PE-2 e SA-1, mostraram comportamento semelhante
quanto a degradagdo de glicogénio e trealose e ha evidéncias de que o sistema
enzimatico de degradagdo do glicogénio € relativamente termolabil, o que nao

ocorre com o sistema de degradacgéo da trealose;
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g) Quando se deseja diminuir ao maximo o teor de carboidratos da célula, a
temperatura de incubagdo nao deve ser igual ou superior a 42° C, pois a
degradacao de glicogénio cessara apds certo periodo de tratamento;

h) A aplicacdo de sulfito ndo afetou a velocidade de degradacdo dos
carboidratos, trealose e glicogénio, numa fermentagéo endégena realizada com a
PE-2 a 40°C;

i) Quando se pretende realizar o tratamento térmico da levedura, para que
ocorra a fermentagéo endégena, com o objetivo de obter aumento no teor protéico
da levedura e producéo de etanol € necessario que se faga o monitoramento da
viabilidade celular, pois com células com baixa viabilidade ocorre diminuigcdo na

massa de fermento e pouco ou nenhum aumento de proteinas.
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ANEXO 1 - MEIOS DE CULTURA

1. Meio YEPD
COMPOSTOS QUANTIDADE
(9)
Extrato de levedura 10
Peptona bacteriolégica 10
Dextrose 20
H20 destilada g.s.p. 1000 mL
2. Meio de Multiplicag&o (Mosto com 6 % de ART)
(A) Composicdo de sais
CONCENTRACAO
COMPOSTOS g/L mM
KoHPO4 0,87 5
(NH4)2S04 0,66 5
Uréia (NH2CONH>) 0,30 5
Mg SO4. 7H20 0,49 2
Zn SO4. 7TH0 0,03 0,1
Mn SO4. H0 0,02 0,1
Acido linoléico 1,00 (mL/L) 0,03 g/L de etanol
H,0 destilada g.s.p. 1000 mL

(B) Melago — ajustado a concentracéo de 6 % de ART (p/v)

3. Mosto Misto (15% de ART)

Composto por 30% de melago com ART de 15% e 70 % de caldo de cana-
de-agucar também com 15% de ART.
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ANEXO 2 - TABELAS

Tabela 1. Valores médios de etanol, glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho, proteina, matéria
seca de fermento, fermento imido e viabilidade, obtidos em uma fermentagdo endégena com as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, PE-2 e SA-1, a 38° C.

Lihag Etanol Glni Trl ' vio

R e e

=

Fermento  Viabildade

(h) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%)
PR ,1" T1354 7,8. 006 37.24 " 2698 .51. )
o} SA-1 420 858 724 12256 4094 2753 18,40 97,33
4 PE-2 436 11,23 6,15 13307 3575 26,01 18,13 9894
4 SA-1 434 6,76 5,66 12656 42,06 26,61 18,04 97,89
8 PE-2 4,46 7,78 5,47 15408 38,31 2552 17,79 96,51
8 SA-1 440 560 453 14357 4181 26,36 17,76 91,09
12 PE-2 450 633 5,42 16808 39,63 2503 17,50 93,16
12 SA-1 450 49 420 16458 42,69 26,17 17,49 89,10
24 PE-2 454 2,27 535 22761 4313 2538 16,68 83,28
24 SA-1 456 225 2,68 25563 4575 26,65 16,36 75,66
R PE-2 474 233 5,04 26613 44,44 2518 16,29 7557
<73 SA-1 4,60 1,73 275 33267 47,06 26,48 1598 72,21
48 PE-2 408 230 1,74 4122 4500 25,61 1498 50,74
48 SA-1 450 183 086 66133 47,31 27,10 14,39 4233
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Tabela 2. Valores médios de etanol, glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho, proteina, matéria
seca de fermento, fermento Gmido e viabilidade, obtidos em uma fermentagdo endégena com as
[mhagens de Saccharomyces cerev:s:ae PE 2 e SA—1 a 40° C

Ternpo Llnhm Euanol Gilcogenlo ) N-\nnho Proiefna .- Fe V’abflldade

(h) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%)

0 SA-1 412 1590 1260 23160 3613 28,19 1973 9752
4 PE-2 4,44 17,87 8,65 25381 3619 27,11 19,74 97,65
4 SA-1 433 1351 1091 24180 32938 2796 18,82 97:85
8 PE-2 451 12,56 817 26260 3794 25,61 19,63 9537
8 SA-1 4,47 1032 9,91 25089 4006 2659 18,80 5,67
12 PE-2 4,70 10,26 799 2201 P44 2664 19,48 84,85
12 SA-1 451 11,48 0.43 25596 4163 26,17 18,69 9336
24 PE-2 465 6,34 7,89 43324 42,69 25,27 18,30 53,23
24 SA-1 465 5,40 1068 34612 4319 259 17,87 75,10
32 PE2 505 450 3,21 76888 42,69 27,02 1434 30,97
R SA-1 494 590 450 a5 4519 26,13 16,27 66,20

Tabela 3. Valores médios de etanol, glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho, proteina, matéria
seca de fermento, fermento umido e viabilidade, obtidos em uma fermentagdo endégena com as
linhagens de Sacchammyces cerews;ae PE-2 e SA 1, a 42° C.

.. . Llnh Emnol Glloogenlo Trealose . Protema M.seca Fermento Vabllldade

(h) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%)

s 4 e R R e
0 SA-1 398 6.44 6,12 13550 3988 27,04 19,35 9,3
4 PE-2 418 245 348 13550 4400 21,02 18,61 92,21
4 SA-1 410 267 378 14077 4444 239 18,58 94,90
8 PE-2 430 1,43 1,48 171,16 45,75 21,64 17,78 92,82
8 SA-1 424 202 266 171,16 47,06 251 17,87 90,97
12 PE-2 434 1,31 038 21385 4644 2051 17,36 7343
12 SA-1 434 092 1,23 217,51 46,88 297 16,83 74,72
24 PE-2 426 1,24 0,06 51348 4400 12,97 15,81 19,28
24 SA-1 436 1,60 0,07 57053 46,63 17,09 14,84 11,08
32 PE-2 424 1,69 0,05 156325 3831 21,14 1321 2,16
R SA-1 434 1,50 0,05 99486 4288 23090 14,18 970
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Tabela 4. Valores médios de etanol, glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho, proteina, matéria
seca de fermento, fermento umido e viabilidade, obtidos em uma fermentagcdo endégena com as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, PE-2 e SA-1, a 44°C.

e ————————————— T NI -
(h) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%)
T o
0 SA-1 386 759 6,05 12480 4113 2540 1995 100,00
4 PE-2 420 287 296 16902 4225 2.4 18,13 82,89
4 SA-1 416 360 336 16750 4575 353 18,81 86,35
8 PE-2 440 2,43 09 27813 4506 22,76 17,00 46,65
8 SA-1 432 229 085 28526 47,25 2411 17,25 47,70
12 PE-2 438 220 0,46 51348 4488 2314 15,60 22,71
12 SA-1 434 206 000 55270 4725 2456 15,83 17,25
24 PE-2 436 2,40 000 208956 3213 2,19 11,47 1,97
24 SA-1 418 2,360 000 210382 3500 2380 1155 000
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Tabela 5. Valores médios de etanol, glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho, proteina, matéria
seca de fermento, fermento (imido e viabilidade, obtidos em uma fermentagao endogena com as
linhagens de Saccharomyces cerevisiae, PE-2 e SA-1, a 40° C

rol  Fermento

Tempo | Linhagem  Etanol  Glcogénio Trealkse N-vinho N-fermemto Gl
- NS, ... S, . RETAIT. . .. e . s . . . —_—..... 1
0 - PE2 " 10,68 762 16540 5,65 0,261 19,28 028
SA-1 ; 18,00 1024 9098 681 0262 2063 o194
10 PE-2 8.2 668 171,17 554 0257 1919
SA-1 1517 o7 7984 6,76 0286 2043
20 PE-2 93 777 1501 5,40 025 1922
SA-1 1557 860 9284 6,76 0277 2030
20 PE-2 8,80 745 2713 573 0265 1957
SA-1 15,46 817 11512 6,76 0275 2029
42 PE-2 7.5 655 18271 576 0264 1914
SA-1 15,74 862 10955 6,67 0277 2024
50 PE-2 7.78 843 19040 587 0256 1848
SA-1 1531 830 111,40 685 0284 2017
60 PE-2 8.11 731 19425 5,76 0268 1948
SA-1 15,42 864 10760 687 0284 2008
o0 PE-2 002 655 20387 5,47 02% 1914
SA-1 14,48 837 12069 7,04 0268 1997
120 PE-2 631 511 18463 6,12 0261 1850
SA-1 1286 781 13926 7,07 0302 1983
150 PE-2 597 43 18656 619 0264 1879
SA-1 1362 748 141,11 694 0286 2014
180 PE-2 525 500 18463 612 0255 183
SA-1 13,00 727 12060 730 0287 2004
210 PE-2 5,40 443 18463 623 0266 1887
SA-1 1293 686 14297 732 0288 1969
270 PE2 454 6.75 445 26541 6.26 0273 1868 90,50
SA-1 410 11,76 679 141,11 732 0286 1975 89,80
480 PE2 466 495 673 20386 650 0284 1854 9,13
SA-1 426 1136 684 17639 7.43 0302 1912 86,42
720 PE2 466 360 700 20887 652 0202 1833 97.10
SA- 428 917 584 2023 785 0307 1853 8495
1440 PE2 462 146 126 30003 743 02965 1680 8387
SA-1 4,42 53 173 34721 8,31 0306 1696 59,61
1920 PE-2 : : : = . s . -

SA-1 554 525 1,1 505,04 8,26 0,31 15,86 34,89
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Tabela 6. Valores médios de pH, etanol, peso de matéria seca e fresca, porcentagem de
nitrogénio, glicogénio, trealose, viabilidade, numa fermentagdo enddégena com Saccharomyces
cerevisiae, linhagem PE-2, com e sem sulfito ( 200 ppm) a 40° C

Viabilidade

Trealose

Tempo Tratamento pH  Etanol Fermento Proteina N-vinho Glicogénio

(h (NaHSO,) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%)
200 ppm 370 372 2520 27,69 173 1328 4,56 96,80
O ppm 386 500 24,20 180 812 4,23 72,43
° 200 ppm 396 418 23,70 38,94 159 593 351 94,50
0 ppm 428 447 22,60 4156 263 4,44 392 56,12
® 200 ppm 436 448 2230 39,81 249 315 284 69,98
O ppm 458 458 20,60 32,00 277 3,12 181 19,01
° 200ppm 463 456 2020 4325 436 3728 1,17 25,12
Oppm 511 470 1630 3462 1052 205 00
12 200 ppm 517 466 15,10 41,56 1024 2,08 00 2,96
0 ppm 496 466 1400 13,81 2027 3,12 00 2,08
# 200 ppm 495 462 14,10 19,88 2733 333 00 00

Tabela 7. Valores médios de etanol, peso de matéria seca e fresca, porcentagem de nitrogénio,
glicogénio, trealose, viabilidade, numa fermentagcdo endégena com Saccharomyces cerevisiae,
linhagem PE-2, com e sem sulfito ( 256 ppm) a 40° C.

Tempo  Tratamemto Etanol s e e Gicotr Tacken  Viebideds
{h) (NaHSO3) (%) (%) (%) {ppm) (%) (%) (%)
= __ — __ - ' T 15_- ............................ ‘ _ .. . .. — -
256 ppm 412 16,70 380 158,00 9,22 8,29 9,10
0 ppm 438 15,90 303 168,00 6,70 7.41 9400
¢ 256 ppm 438 1590 389 168,00 485 7,07 86,60
0 ppm 444 1600 206 164,00 529 9,41 %70
® 256 ppm 4,44 15,60 203 164,00 391 901 83,40
0 ppm 452 15,60 23 175,00 307 8,41 85,50
b 256 ppm 458 1530 .1 175,00 283 605 76,80
0 ppm 472 11,80 448 486,00 135 0,24 1630
# 256 ppm 476 11,90 458 458,00 1,60 008 575
0 ppm 470 9,40 406 101500 191 000 000
= 256 ppm 468 0,60 403 100800 191 0,00 0,00
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Tabela 8. Valores médios de pH, etanol, peso de matéria seca e fresca, porcentagem de
nitrogénio, glicogénio, trealose, viabilidade, numa fermentagédo endogena com Saccharomyces
cerews;ae llnhagem PE—2 com e sem sulfito (400 ppm) a 40° C.

Tratanto PH ] tancl Fermemn o Pteina ] N-\nnho \namhdade '
)] (NaHS0s3) (%) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%)

- ——— R
40ppm 460 486 26,25 15,31 139,85 10,35 556 99,42

0ppm 476 510 28,10 225 148,85 965 483 99,72

40ppm 496 524 27,80 2531 160,84 8,46 467 909,84

0ppm 482 536 2335 23,62 153,84 654 5,17 99,13

° 40ppm 502 542 23,60 2488 209,79 5,48 5,42 90,67
0 ppm 492 5,40 2335 23,62 160,84 430 493 98,57

° 40ppm 512 5,48 2895 27,12 94,40 2,25 599 98,83
0ppm 498 5,48 22,60 32,31 104,89 193 5,07 94,17

e 40ppm 517 558 2290 RN75 8391 1,81 531 98,86
0 ppm 531 5,74 21,15 30,12 356,64 1,68 1,23 27,24

2 40ppm 546 582 21,5 31,00 258,74 1,32 0,80 3561

Tabela 9. Valores médios de etanol, teor de fermento, nitrogénio no vinho e fermento, porcentagem
de glicogénio, trealose, gllcerol e viabilidade, numa fermentagao endégena com Saccharomyces
cerevisiae, Ilnhagem PE—2 a 40° C por 4 horas e depois a 33 c

Temperatura Tm Etanol Fermento N-vinho
¢c )] (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%) (%)
~ - = 3I . T : - : E—— 2 ._ . - '51 — I s e
40 2 424 18,62 143,37 701 1333 518 0310 L7
40 4 432 19,19 180,62 6,64 12,42 534 0,304 99,36
33 8 4,40 18,77 145,18 6,71 923 478 0,265 9959
3 12 4,50 19,30 163,33 7,20 9,84 4,55 0,305 100,00
<] 24 4,60 18,21 181,48 7.3 7,08 391 0,331 90,06
3 32 4,66 18,09 191,15 751 517 332 0,20 99,90
33 36 462 17,96 21233 751 514 3.24 0,331 98,05
3 48 4,70 17,81 221,40 7,84 3,75 2,75 0,312 96,54
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Tabela 10. Valores médios de etanol, teor de fermento, nitrogénio no vinho e fermento,
porcentagem de glicogénio, trealose, glicerol e viabilidade, numa fermentagdo endégena com
Saccharomyces cerevisiae, linhagem PE-2, 4 40° C por 6 horas e depois a 33°C.

i

Etanol Feemo N Nfeo Glicogénio Trealose = Iicerol

CC (h) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%) (%) (%)
40 B 5.02 1889 20688 6.97 962 403 03205 94.26
40 6 5.14 1850 20688 6.97 8.73 438 03136 9491
K<) 8 5.16 1853 21414 7.1 932 454 03357 9371
e 10 5.16 18.31 232.28 719 9.02 424 03332 93.36
< 12 5.16 1840  261.32 7.33 7.98 400 0,320 91.26
3 24 5.20 18.16 27826 755 7.42 411 03513 91.83
33 48 528 1766 31940 780 6.05 290 0,3361 80.41

ANEXO 3 — ANALISE ESTATISTICA

Tabela 1. Resultados da andlise estatistica da fermentagdo enddégena da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 a 40°C, realizada através do programa “SAS”.

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R? p value
Etanol y = 3,47 + 0,307t - 0,001t F 97% <0,0310
Trealose + Glicogénio y (LN) =-0,2492 - 0,0743t F 86% < 0,0001
Proteina no vinho y = 0,126 - 0,001t + 0,0015t° F 40% < 0,0368
Proteina no fermento  y = 35,266 + 0,85t - 0,0201¢* F 85% < 0,0001
Massa seca (ms) y = 26,26 - 0,286t + 0,0088t* F 70% < 0,0005
Glicerol y= 0,26 + 0,0028t - 0,00004t° F 87% < 0,0001
Fermento (%) Y =19,22 - 0,09617t F 86% < 0,0001
Viabilidade y = 99,32 + 0,283t - 0,0386t° F 99% < 0,0001
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Tabela 2. Resultados da analise estatistica da fermentagdo endogena da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae SA-1 a 40°C, realizada através do programa “SAS”.

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R® p value
Etanol y = 3,47 + 0,301t - 0,001t F 97% <0,0310
Trealose + Glicogénio  y (LN) = - 0,2492 — 0,07431t F 86% < 0,0001
Proteina no vinho y = 0,126 - 0,001t+0,00015t° F 40% < 0,0368
Proteina no fermento y= 42,294-0,7’7’t—l:),15t2 F 94% < 0,0001
Massa seca (ms) y = 25,80 - 0,133t + 0,0028¢° F 49% <0,0127
Glicerol y = 0,26+0,0028t — 0,00004t° F 87% < 0,0001
Fermento (%) y =20,35- 0,145t F 98% < 0,0001
Viabilidade y = 91,33 - 0,0055t - 0,055t F 99% < 0,0072

Tabela 3. Resultados da andlise estatistica da fermentagcdo enddgena da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 a 40°C, sem aplicagdo de sulfito (NaHSO0»), realizada através do

programa “SAS”.

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R? p value
Etanol y = 3,57+ 0,063t - 0,00172t° F 71% < 0,1569
Trealose + Glicogénio  y (LN) = - 0,0626 - 0,09351t F 96% < 0,0007
Proteina no vinho y = 0,078 + 0,006t + 0,0009t* E 96% < 0,0068
Proteina no fermento  y = 24,74 + 1,233t - 0,056’ F 75% < 0,1246
Massa seca (ms) y = 22,98 — 0,013t - 0,00088t° F 56% < 0,2917
Glicerol y = 0,233 + 0,003t - 0,00004t’ F 93% <0,0171
Fermento (%) y = 26,73-0,68t+0,0122t° F 94% <0,0152
Viabilidade y = 98,033 - 3,80t + 0,018t = 99% <0,0013
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Tabela 4. Resultados da andlise estatistica da fermentagdo enddégena da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 a 40°C, com a aplicagao de sulfito (NaHSO;: 200 ppm) realizada
através do programa “SAS”.

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R? p value
Etanol y = 2,98 + 0,097t - 0,00294t° F 97% < 0,0057
Trealose + Glicogénio  y (LN) = - 0,008 - 0,19669t F 99% < 0,0006
Proteina no vinho y = 0,068 + 0,008t + 0,0025t° F 99% < 0,0012
Proteina no fermento y = 29,35+ 2627t - 0,1263t2 F 97% < 0,0052
Massa seca (ms) y = 23,28 - 0,253t + 0,0054t° F 88% < 0,0395
Glicerol y = 0,162 + 0,008t - 0,00018t° F 94% <0,0130
Fermento (%) y = 26,07 - 0,948t + 0,0182t° F 92% < 0,0245
Viabilidade y=111,4- 1,27t + 0,2714t° F 91% < 0,0274

Tabela 5. Resultados da andlise estatistica da fermentacdo endogena da linhagem de
Saccharomyces cerevisiae PE-2 a 40°C, com a aplicagao de sulfito (NaHSO; : 400 ppm) realizada
através do programa “SAS”.

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R? p value
Etanol y = 3,89 + 0,064t - 0,00148t° F 96% < 0,0084
Trealose + Glicogénio  y (LN) = 0,10262 - 0,0976t F 99% < 0,0001
Proteina no vinho y = 0,11 - 0,007t + 0,00038t’ F 53% <0,3189
Proteina no fermento  y = 16,81 + 1,85t - 0,05236t° F 89% < 0,0381
Massa seca (ms) y = 25,39 - 0,23t + 0,00462t° F 97% < 0,0048
Glicerol y = 0,377+ 0,028t - 0,0000t’ F 48% < 0,3701
Fermento (%) y = 27,10 - 0,437t + 0,00799t° F 79% < 0,0964
Viabilidade y = 96,94 + 2,12t - 0,19346¢° F 99% < 0,0013
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Tabela 6. Valores médios glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho e fermento, fermento Gmido e
viabilidade com os seus respectivos desvios padroes, obtidos em uma fermentagao endogena com
a linhagem de Saccharomyces cerevisiae, PE-2 a 40° C.

Tempo Glicogénio Trealose N-vinho N-fermemto Fermento Viabilidade
(min) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%)
o] 10,68 £2,37 7621030 16540+ 10,88 5,65+ 0,07 1928 +0,06 9928+017
10 83+1M 668+1,12 171,17£385 5541012 19,19+ 0,02
20 9351131 7,77 £0,70 175,01 £ 7,36 5401020 1822 +0,13
30 880+1,48 7451031 27,33 +£6257 573+£038 19,57 £0,06
40 7.25+1,00 695+043 182,71 £13,14 576+0,19 19,14 +0,01
20 778133 843+081 190,40+ 7,37 5871007 18,48 +0,43
60 811t0,69 731065 194,25+9,68 5,76+ 0,08 19,48 +0,10
S0 902+276 655+050 203,87 £10,88 547+0863 19,14+ 0,21
120 631+202 511+053 184,63 + 26,65 6,12+0,08 18,90+ 0,09
150 5987+0,68 439+0,79 186,56 + 11,54 6,19+0,12 18,79+ 0,01
180 525+1,18 5,00+0,80 184,63 +8,88 6,12+0,08 1893+0,08
210 5,40 +0,64 443+1,16 18463 +8,88 623+0,14 18,87 +0,01
270 6,75+0,38 4,45+030 26541 + 4594 6261014 18,68 £0,08 2990+0,15
480 495+053 6,73+087 20386+ 14,73 659+0,14 1854+0,13 9©913+0,18
720 369+053 7.00+1,02 203,87+ 49,26 652+0,14 18,33+0,14 97101167
1440 1,46+0,49 1,26+046 300,03+ 12,56 713+£0,08 16,80+ 0,04 8387+0,20

Tabela 7. Valores médios de glicogénio, trealose, nitrogénio no vinho e fermento, fermento imido e
viabilidade com os seus respectivos desvios padrdes, obtidos em uma fermentacio endégena com
a linhagem de Saccharomyces cerevisiae, SA-1a 40° C.

Tempo Glicogénio Trealose N-vinho N-fermemto Fermento Viabilidade
(min) (%) (%) (ppm) (%) (%) (%)
o] 18,00+1,45 10,24+1.61 80,88 £3,71 681 £0,11 2063+ 0,02 91,984+0,36
10 1517+£1,19 9,71 +0,61 7984 +£935 6,76+0,13 2043+ 0,06
2 1557+092 8,60+0,62 92,84+ 857 6,76+0,05 20,39 +0,02
30 1546+1,17 817+£1,07 115,12+ 1050 6,76+0,14 20,29+ 0,06
40 15,74+£0,73 8,62+054 109,55+9,34 667+0,16 20,24 +0,09
50 15,31 10,52 830+086 111,40+£7 42 6851009 2017+0,04
60 15,42 +1,01 8,64+0,45 107,69 +£6,07 6,87 +0,06 20,08+0,03
Q0 1448 +1.37 837+045 120689+1268 7.04+0,16 1897 +0,08
120 12,86+ 1,64 781 +£056 138,26 £ 1406 7.07+0,04 1993+0,01
150 1362+0,76 7,48 +0,49 141,11 +958 6,94+ 0,06 20,14+0,02
180 13,00+ 1,06 7272043 12062+ 3,71 730004 2004+0,12
210 1283+0,74 6,86+063 142,97 £3,71 73210,14 19,62+£0,02
270 11,76+£1,12 6,79+057 141,11 £7,43 732+0,12 19,75+ 0,01 89,89+ 3,66
480 11,36+056 6840860 176,39+ 1268 7.43+0,13 19,12+ 0,04 86,42 +0,27
720 917+ 091 584+0,30 202,39+ 1268 785+0,13 18,53+0,10 8495+1,12
1440 539+0,46 1,73£055 347,21 12,68 8,31 +0,45 16,96+ 0,03 59614283
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ERRATA

Na pagina 83. ANEXO 3 — ANALISE ESTATISTICA, a Tabela 1 deve ser substituida por

Tabela 1. Resultados da analise estatistica da fermentagdo endécena da linhagem de Saccharomyces cerewisige PE-2 a 40°C,
realizada através do programa "SAS".

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R’ p value
Etanol y =347 +0.307t- 0,001t F 97% < 0,0310
Trealose + Glicogénio y (LN) = 0,73638-0,02845t F 94% < 0,0001
Proteina no vinho y=0,126 - 0,001t + 0,0015¢° F 40% <0,0368
Proteina no fermento y = 35,266 + 0,85t - 0,0201¢ F 85% < 0,0001
Massa seca (ms) y = 26,26 - 0,286t + 0,0088t° F 70% < 0,0005
Glicerol y= 0,26 + 0,0028t - 0,00004t" F 87% < 0,0001
Fermento (%) Y =19.22-0,09617t F 86% < 0,0001
Viabilidade y=089732+0.283t- 0,0386t"° F 99% < 0,0001

Na pagina 84 ANEXO 3 — ANALISE ESTATISTICA, a Tabela 2 deve ser substituida por:

Tabela 2. Resultados da andlise estatistica da fermentagdo endogena da linhagem de Saccharomyces cerewisiae SA-1 a 40°C,
realizada através do programa “SAS".

VARIAVEL OBSERVADA EQUAGAO ESTATISTICA R’ p value
Etanol y = 3,066 + 0,041t - 0,001t" F 98% <0,0238
Trealose + Glicogénio y (LN) =1,24 - 0,04325t F 96% < (,0001
Proteina no vinho y = 0,063 + 0,0057t+0,00002t" F 97% <0,0001
Proteina no fermento y = 42,29+0,77t-0,15¢ F 94% < 0,0001
Massa seca (ms) y = 25,80 - 0,133t + 0,0028¢" F 49% <0,0127
Glicerol y = 0,277+0,0042t — 0,00012 F 68% < 0,0008
Fermento (%) y = 20,35 - 0,145t F 98% < 0,0001
Viabilidade y = 91,33 - 0,0055t - 0,055¢° F 99% <0,0072




