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1. INTRODUCAO

A industria sucro-alcooleira no Brasil € de gramidportancia para a
economia. O etanol, além de suas propriedades iardbianas, € utilizado como
combustivel alternativo para automéveis, sendo si@otuente que a gasolina e, além
disso, é derivado de uma fonte de energia renovBelido ao alto custo da gasolina
gerado por conflitos e oscilagcbes econdmicas mismaigor ser derivada de uma fonte
de energia ndo renovavel (o petrdleo), o etand g@ahhando abertura para se tornar
uma importante matriz energética mundial.

A producdo comercial de alcool no Brasil € feitadrarte do processo
de batelada alimentada ou fermentacdo continua.ta@oleé produzido apds a
fermentacdo do acUcar de cana accharomyces cerevisjaga qual existe o reciclo
de células que acaba intensificando o problema afdaminacdo bacteriana. Tal
problema caracteriza-se pela floculacdo, diminuic@o acucar e alcool, além do
decréscimo do crescimento e da viabilidade da leeedcomo resultado dos
componentes toxicos liberados no meio pelos contames.

As bactérias laticas, principalmente as pertenserde® género
Lactobacillus sdo comumente responsaveis pela diminuicdo dtinnento alcodlico
nas usinas. Segundo MAIORELLA (1983), 40 g/L deladatico foi suficiente para o



decréscimo de 80% na populacdo Seccharomyces cerevisiagescidas em meio
sintético. De acordo com CARTWRIGH al (1989), o mecanismo em que os acidos
presentes no meio fermentativo atuam dependemIdo d@ pH. Assim, em pH baixo
0os &cidos organicos estardo predominantemente emfama ndo dissociada,
permitindo com que estes entrem na membrana dduevgassivamente, ja que esta
impede a entrada passiva de ions.

O tratamento da levedura com acido sulfurico @ feés usinas sucro-
alcooleiras ap06s o término de cada ciclo fermertaiara evitar o aumento de bactérias
contaminantes e diminuir a floculagcdo, entretae&ie procedimento pode interferir
negativamente no metabolismo e fisiologia do femmen

Desde a ultima década do século XX as usinas dmaetalcool tém
aumentado a dosagem de melaco no mosto fermenttivieelacdo ao caldo de cana,
acarretando maiores problemas para a producéaoliegreomo a adicdo de sulfito no
processo. Tal substancia é utilizada na clarificad@ actcar e acumulada tornando-se
excessiva no melaco. A presenca do referido reagemh quantidades elevadas no
melagco-de-cana, tem sido descrita por pesquisadooeso um outro fator de
diminuicdo do rendimento alcoodlico, da viabilidadedo crescimento celular de
leveduras. Entretanto, ALVES (1994) chegou a ca@@dujue a presenca de sulfito no
meio fermentativo pode exercer um efeito benéfiéerdentacdo, quando age contra a
proliferacdo de bactérias contaminantes.

O etanol pode tornar-se téxico para a célula dedesa, causando uma
inibicdo do tipo ndo competitiva. (GHOOSE e TYAGR79, LEAO e van UDEN,
1982). Fatores como a temperatura e existénciasdbprodutos acetaldeido, acidos
férmico, acético, latico, octandico e decanodicotibunem para a elevacdo do efeito
téxico pelo etanol.

Tanto a concentracdo de &cido latico, quanto aepgesde sulfito
durante o processo fermentativo, podem ter menanaior efeito toxico, dependendo
das condicbes em que estes se encontram, comor altewdlico, pH e nivel de
contaminagdo. Muito ainda tem que ser feito parerdicacao dos efeitos sinérgicos de
toxinas e outros fatores estressantes para asulagedurante a producdo etandlica,
visando maior otimizacdo do processo. Este trab&dtie o propdsito de verificar os

efeitos sinérgicos ligados a presenca de acidaolatsulfito, etanol e pH no



metabolismo deSaccharomyces cerevisigéinhagens Pedra-2 e M-26) durante o
processo de producao etandlica, simulando em dstmleatorial, o sistema de batelada
alimentada. Verificou-se também o efeito do temedrdtamento acido no controle da
contaminagao pdractobacillus fermentur@CT 1396 durante o processo fermentativo
de Saccharomyces cerevisi&edra-2 (PE-2). Tal trabalho visou, dessa formacdr

condicbes mais adequadas para aumento da efic&mndaendimento alcodlico apos a
compreensao de varios fatores que interferem nabuoktmo das leveduras durante o

processo fermentativo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Tecnologia da producao industrial de etanol carlaunte

2.1.1.Processos fermentativos

Os processos de fermentacéo etandlica mais utkzad Brasil sdo o
de batelada alimentada e o continuo. O processdatidada alimentada surgiu
inicialmente na fabricacdo industrial de fermerdoapa panificacdo, no inicio do século
XIX (BROWN, 1990, apud ABUD, 1997). Segundo ALMEIDAL940), em tal
processo ha a alimentacdo continua do mosto na derfermentacdo e ao seu término,
o produto fermentado € centrifugado e separadeadaura. A conducao pelo processo
de batelada alimentada permite evitar o efeitdtimiio do aclcar, durante a fase inicial,
resultando em maior concentracdo de etanol num memriodo de tempo quando
comparada com a batelada convencional (n&o alini@ntAinda, no referido processo,
a alimentacao pode ser realizada mediante adip@eEsnitentes, a velocidade constante
e de forma exponencial. (WINKLER, 1991 e 1995). ®elp LALUCE et al (1990),
grande parte das usinas brasileiras trabalha cproagsso de batelada alimentada com

o reciclo do fermento, o qual é tratado com aculéigco antes de retornar para as



dornas fermentativas. O mosto é, assim, adiciotetamente durante 4h, sendo que
apos 6-9h chega-se ao final do processo fermeatativ

No processo continuo, o meio nutriente mais o ildséo injetados
de forma continua em reatores, com a saida da mpsaméidade de meio fermentado.
(WINKLER, 1995; ABUD, 1997). Tal processo pode s$eais vantajoso que o de
batelada alimentada, pois inclui otimizacdo daslg@®es de processo para uma maior
produtividade, periodo longo de produtividade cuomdi maior produtividade
volumétrica, reducdo dos custos laboratoriais ugmalcancado o estado desejado e
reduzido o tempo de limpeza e sanitizagao das do(@& SEWSKI e WILKIE, 1978).
A maior desvantagem é que as fermentagBes contig@asmais suscetiveis a
contaminacdo bacteriana por longos prazos de egmsialém de exigir um
conhecimento apurado para otimizar as condicO@satesso para atingir o rendimento
desejado - especialmente durante a adicdo de psoduimicos, alteracbes da taxa de
fluxo e a mistura dos nutrientes, ou alteragcGespasd@metros estimados (INGLEDEW,
2003 apud BAYROCK e INGLEDEW, 2005). E importantetaial conhecimento
desses parametros quando a planta do processmumréi desenhada ou operada
(BAYROCK E INGLEDEW, 2005).

2.1.2. Efeito do tratamento com acido sulfarico

A lavagem do fermento com acido sulfarico, aléntdetribuir para o
controle dos contaminantes da fermentacéo alco@icaprincipal método de controle
da floculacao do fermento (OLIVA-NETO, 1995).

O tratamento com acido sulfarico é feito diminuiredpH do fermento,
diluido em &agua, a uma faixa de 2,0 a 3,0. Ao fatmemantido na cuba sao
adicionados &cido sulfarico e 4gua e mantido ensteote agitacdo. O tempo de
tratamento € variavel (até 3 horas), quanto maioreste tempo menor a viabilidade
celular. As células de levedura mais jovens e as wahas sS40 menos resistentes ao
tratamento. (BOVI e MARQUES, 1983).

Segundo RODINE (1985), o uso excessivo do &cidflirsed para o
controle do contaminante € uma pratica danosalakgeéle levedura num processo de
fermentacdo alcodlica. O tratamento acido excegsode ter efeito abrasivo sobre a

parede da levedura que é essencial para sua dadglie producdo de etanol, assim



segundo PATERSONt al(1988) a intensidade do tratamento deve variaaabedo
com o indice de contaminacdo do meio.

GOMES (1988) nao observou nenhuma acdo drasticae sab
viabilidade celular em experimentos de laboratdiizando S. cerevisiagquando o
leite da levedura foi tratado em trés niveis de(pl9; 2,5 e 3,0) ajustados com acido
sulfurico, obtendo maiores rendimentos em relagd® @ntroles. Foi observada a
reducdo de 44,3% da microbiota contaminante, entafundo vigor e tempo de
tratamento.(GALLO e CANHOS, 1991).

ALVES DA SILVA (1993) mostrou através de seus ekpentos que
0 uso do acido sulfurico como agente de desinfedgdleite de leveduras constitui-se
numa das praticas mais eficientes e econdmicas pafarmentacao alcodlica.
Entretanto, seu uso nao deve ser indiscriminados fmaseado num rigoroso
acompanhamento dos parametros fisico-quimicos eobidtdgicos do processo
fermentativo.

Embora muitos pesquisadores defendam o uso do saitiwico como
descontaminante do processo de fermentacdo alap@lara outros sua pratica nao é
eficiente, elevando o custo com este reagente, alémperigo do transporte,
manipulagdo e danos ao meio ambiente quando o \delevurado (com o &cido) é
despejado ao solo (OTENIO, 1998). Para NUMNESI. (1991), o uso do acido sulfurico
€ inadequado, porgue o tratamento acido ndo fuac@omo descontaminante e também
nao existe a necessidade do uso de qualquer lgatdepois 0 nimero de bactérias nao
chega justificd-lo. Estes pesquisadores defendempjuste dos processos de
centrifugacdo, alimentacdo e nutricdo, como a 8&olupara um bom processo
fermentativo. A adicdo de acido sulfarico e de bacidas seja qual for a quantidade é
inadequada e inoportuna passando, entédo, a tercaddwe destruidor de leveduras e
enzimas. Esta adicdo causa muitas reacdes quingisakando no desequilibrio do
importante sistema de enzima-substrato no meicedeeintacdo. Ainda, o tratamento
acido da levedura quando floculada induz a dispedséfermento e das bactérias, mas
ndo sua total eliminagdo (GUERRA e ANGELIS, 1998pesar da eficacia do
tratamento na desfloculacdo do fermento, esta ndar&oura, sendo revertida em

funcdo do pH quando o in6culo tratado é retornadinrna fermentativa (BOVI e



MARQUES, 1983). Além disso, a utilizacdo do pH loaif2,0-2,5) pode afetar o
metabolismo da levedura. (LUDWI& al, 2001).

OTENIO (1998) mostrou que o tratamento acido néefioiente para
0 aumento do teor alcodlico da dorna, volume dmémto da dorna, acidez fixa, tempo
de fermentacéo, viabilidade e brotamento da lexeedarUsina de Bandeirantes/ PR.

2.1.3. Contaminacgéo no processo da fermentacao élica

A decomposicdo da sacarose por microrganismosaiegiquando a
cana-de-agucar esta ainda no campo. Quanto m&i® rAgana for levada a usina para
ser convertida em sacarose ou alcool, mais efeciggra o processo de obtencao de tais
produtos. Segundo OLIVA-NETO (1995), durante a @gse da cana até a etapa de
fermentacdo alcodlica nas dornas das destilariasic@biota contaminante passa por
uma grande sele¢do em funcdo do pH, temperatundjg@®s atmosféricas e produtos
inibidores (presentes no substrato) a que sao didaveAssim, durante 0 processo
fermentativo, a microflora restringe-se a poucosegés, uma vez que o pH torna-se
mais baixo e existe 0 aumento do teor alcodlioanido dificil a adaptacdo para a maior
parte dos microrganismos. Entretanto, o processbatidada alimentada ou continuo
com o reciclo de célula, utilizado nas usinas sadtooleiras, favorece a proliferacédo
de alguns géneros contaminantes nas dornas femmaata(OLIVA-NETO e
YOKOYA, 1994).

Pesquisadores constataram a presenca de fermentpagfmelas a
fermentacdo alcodlica em funcdo da presenca dearcamantes. Esses agentes
diminuem o rendimento etandlico devido a produgd@cdos como o acético, latico e
butirico e de gomas dextrana e levanas. (NEVESS;18BMEIDA, 1940; OLIVA-
NETO e YOKOYA, 1994 e 1997).

WALKSMAN, segundo ALVES (1994), em 1945 concluiuegas
relacbes antagbnicas entre as leveduras e as ibadi@icas sdo marcadas por um
amplo numero de substancias toxicas, abrangendde desmpostos simples como
acidos organicos, alcoois, até polipeptideos, prasee derivados do metabolismo
secundario.

A literatura aponta como principais contaminantes teio

fermentativo bacilos Gram-positivos compostos pgirserod_actobacillus, Bacillue



Leuconostoc sendo este ultimo menos comum devido a menostéesia ao teor
alcodlico. (OLIVA-NETO, 1995; NOBRE, 2005).

OLIVA-NETO (1990) isolou como principal contaminantda
fermentagcdo o génerbactobacillusa partir de amostras de "leite de levedura" em
usinas do estado de Sao Paulo. A andlise taxon@eioanstrou quée. fermentunfoi
a bactéria predominante (62%), seguidalpanurinus(9%), L. vaccinostercu$9%),

L. plantarum(2%) eLeuconostosp (2%). Do total da referida microflora 64% resis
a 10% (v:v) de etanol em cultivo isolado.

Os Lactobacillustem ampla distribuicdo, sdo espécies principalenent
acidofilas e tolerantes ao etanol, vulgarmente oémadasde bactérias laticas, sao
sacaroliticas (TILBURY, 1975; PRIEST, 1981; apud\AS, 1994), sendo exigentes
em termos nutricionais, principalmente quanto amsneacidos (OLIVA-NETO e
YOKOYA, 1997). Segundo HYNES®t al (1997), a contaminagdo por bactérias laticas
€ 0 maior problema da fermentacdo industrial dechldO crescimento das referidas
bactérias reduz o rendimento alcodlico devido csaoro de glicose que seria destinada
na sintese etanolica, além da competicdo dos nigsi@lo meio, e do efeito toxico do
acido latico. (YOKOYA, 1991, HYNE®t al 1997). Além disso, segundo LUDWK3
al. (2001), tais bactérias podem induzir a floculagim fermento causando o
assentamento de células de leveduras no fundo atamsde perda de células nas
centrifugas contribuindo ainda mais para a diméwigdo rendimento produtividade
etandlica e viabilidade celular (ROSE, 1980; OLIW&TO e YOKOYA, 1994;
LUDWIG et al, 2001).

De acordo com SERRAt al. (1979), o rendimento fermentativo
diminuiu 15% devido a bactérias contaminantes.uSeég ALTERTHUMet al. (1984),
quando as bactérias durante a fermentacdo atingifaeis de 19a 10 cel/mL, a
gueda no rendimento fermentativo foi na faixa deal90% do tedrico. CRUEt al
(1985) observaram diminuicdes de 10 a 40% no resntiop quando a contaminacgao
chegou de 10a 1 cel/mL.

OLIVA-NETO (1990) mostrou que ao final de 18 ciclde uma
fermentacdo mista co®. cerevisia€fermento Fleishmann)le fermentumo fermento
ficou seriamente comprometido e as bactérias tiwarmn grande crescimento. Existiu

uma diminuicdo acentuada no rendimento etandlicqual chegou ao valor de até



46,7% (comparado ao tedrico), e a sua produtividexks uma diminuicdo de até 53,5%
em relacdo a média dos ciclos iniciais. Tal dingéai na atividade catalitica do
fermento foi atribuida a acidez que atingiu nigiperiores a 6g/L, expressos em acido
latico.

THOMAS et al (2001) ao estudarem a influéncia da contaminagéo
por lactobacilos durante a fermentacdo etandlica Socerevisiaeconcluiram que
quando o namero de células da levedura foi supeti@o menos igual ao da bactéria, o
crescimento do contaminante foi inibido. Entretanto rendimento etandlico e a
viabilidade da levedura diminuiram em até 22% e 4B8$pectivamente, quando o

namero de células deactobacillus fermentunaltrapassou o d8. cerevisiae

2.2.Metabolismo dé&accharomyces cerevisiae

2.2.1.Consumo do substrato

A sacarose, principal substrato utilizado na préaduetandlica no
Brasil, € hidrolisada primeiramente em glicoseutose pela invertase periplasmatica
(B-D-fructofuranoside fructohydrolase, E.C.3.2.1.26JECH e GORISH, 1995)
produzida pela propria levedura. Através do pracessdifusao facilitada da membrana
do microrganismo por permeases (CARTWRIGHT al, 1989), tais acucares
fosforilados podem fazer parte da via Glicolitica.

Segundo CHAPMAN e BARTLEY (1968), as enzimas regpiias
das leveduras sao inibidas a partir de 2 g/L deogé no meio, 0 que torna a
fermentacdo a principal via de degradacdo do acamasmo em condicdes aerodbias.
Tal inibicdo € denominada Efeito Crabtree (WEUSTSEH al, 1994).

A fermentacdo etanodlica com acucares em conceesagedentes a
27% (p:v) sdo lentas e poucos sacarideos sdo tinimgeem aclicares (BAFRNCOVA
et al, 1999). Altas concentracdes de aclUcares no nfestentativo sdo responsaveis
pela parada ou diminuicdo da fermentacao devidamuatento da pressdo osmotica e da
alta toxicidade do etanol para as células de leasd(BISSON e BUTZKE, 2000;
MALACRINO et al, 2005). Segundo OLIVA-NETO (1990), a conducimpebcesso
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de batelada alimentada permite evitar o efeitoidoibdo aglcar na fase inicial da

fermentacéo.

2.2.2. Trealose

A trealose é um dissacarideo constituido por donatades de glicose
com ligacdo no carbono anomérico, dessa maneioag médutora. (LELOIR e CABIB,
1953, apud PANEK, 1991).

Segundo a literatura, a trealose € um carboidratagederva e de
protecao das leveduras em situacao de estressetenperatura elevada, toxicidade do
etanol, desidratacdo celular e aumento da press@iotica; sendo esta acumulada em
presenca de oxigénio, em baixas concentracfesidarag, como quando ha exaustao
da glicose no meio durante a fase de diauxia (PANEK5a; CROWEet al, 1984;
THEVELEIN, 1984; HOTTINGERet al,1987; PANEKet al1990; ALCARDE e
BASSO, 1997).

De acordo com MACKENZIEet al (1988), a resisténcia de leveduras
a pressdo osmoética foi acompanhada por acumuloreddose. SHARMA (1997)
mostrou que a exposicao 8accharomyces cerevisiaeconcentracdes estressantes de
NaCl estimulou o acumulo de trealose na levedananegentou sua resisténcia ao etanol.

Leveduras provenientes de trés destilarias de pémdartesanal de
cachaca revelaram capacidade de produzir inveetasemular trealose na presenca de
glicose, além disso, foi observada uma forte relagétre o acumulo de trealose
intracelular e a viabilidade celular (PATARO, 2002) analise do teor da trealose
produzida pela levedura mostra ser um eficientampatro para verificacdo do nivel de

estresse em que esta € submetida.

2.2.3. Efeito antagdnico do acido latico

Segundo OLIVA-NETO (1995), a acao inibitoria dedds organicos
sobre as leveduras depende da concentracdo docdiadevedura usada no processo
fermentativo, do sinergismo com outros produtogpseasdo osmotica do meio.

Existe uma ampla classe de acidos que causa daferméntacdo
etanodlica, como acido acético, propibnico, butirismbutirico, valérico (SAMSOM,
1955), férmico, latico (MAIORELLAet al, 1983), octandico e decandico (LAFON-
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LAFOURCADE et al, 1984; VIEGASet al, 1989; VIEGAS e SA-CORREIA,1997).
Entretanto, o acido latico destaca-se frente ad®®@cidos durante a contaminacéo
pelas bactérias laticas que sdo muito frequenteproressos fermentativos industriais
(OLIVA-NETO, 1990; HALM, 1993; HYNESet al, 1997; NOBRE, 2005).

Segundo MAIORELLAet al (1983), os acidos acético, formico e
latico tém o efeito inibitério por interferénciaiquca das funcdes de manutencdo das
células. O acido latico possui uma hidroxila extraracterizando-se assim, por uma
menor solubilidade aos lipideos em relacdo ao®®wois citados e sua propriedade
inibitéria ocorre em concentracdes mais elevadasaina de 10-40 g/L. DAESHEe&t
al. (1988), utilizando espécies daccharomyces cerevisiaSaccharomyces rosei
junto alactobacillus plantaruncomo contaminante, durante uma fermentacdo com
suco de repolho, estabeleceram concentracdes Onisit de acido latico para o
crescimento celular a partir de 2g/L. OLIVA-NETOY®KOYA (1994) constataram
que apos o 15° ciclo de um processo fermentativeficéncia alcodlica sofreu uma
marcante inibicdo quando o acido latico ultrapassay/llL e o numero de bactérias
contaminantes tornou-se maior que 1,2 ¥ i

CASSIOet al. (1987) demonstraram o processo ativo simultaneo do
préton-lactato para o acumulo de lactato no inteda célulade S. cerevisigena
propor¢cao 1:1. Segundo os mesmos autores, a tagalmeulo do referido anion no
interior da célula depende da oscilacdo do pH frdentro da célula. Permeases
também foram citadas como envolvidas no processtramesporte ativo do lactato.
(CASSIOet al, 1987; NARENDRANATHet al, 2001). Contrariamente, a forma ndo
dissociada do acido latico atravessa a membrarsmpteca por difusdo passiva. No
interior da célula, a forma ndo dissociada do addétao se ioniza, pois o pH
intracelular € em torno de 6,0 a 7,0 e 0 pKa ddaatatico é igual a 3,86 causando,
assim, a acidificacdo do citosol. Com o actumuloHeintracelular, a HATPase
intensifica sua atividade para expulsar estes psO{tiOLYOAK et al, 1996). O
aumento da atividade de’tATPase em fungdo da acidificacdo interna resukana
uma significante diminuicdo da energia necessaia p crescimento da levedura e
outras fun¢des metabdlicas essenciais (BRUL e COQJI®O) e com o tempo ndo seri
possivel a manutencdo do pH intracelular levanddinginuicdo do crescimento e

finalmente a morte celular (HALMt al, 2004).
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De acordo com NGANGt al. (1989), a pressao osmaotica do meio e a
quantidade do in6culo exerceram influéncia no gitautoxicidade do acido latico,
durante o cultivo em melagco de beterraba para dugém de alcool. Nos testes que
havia maior pressdo osmoética, 2,5 g/L foram suftei® para causar uma inibicdo na
taxa especifica de producdo de etanol. Entretamomostos com baixa pressao
osmoética, com até 10 g/L de acido latico, o auaram da taxa especifica de producéo
do alcool. O aumento do in6culo de levedura amenizaefeito toxico do referido

acido.

2.2.4. Efeito toxico do etanol

O etanol pode tornar-se toxico para a célula dedera. (GHOOSE e
TYAGI, 1979; BEAVEN, 1982; LEAO e van UDEN, 1982A tolerancia a altas
concentracbes de etanol € dependente da linhagerdp sjue para a maioria das
linhagens tolerantes a concentracdo maxima de lagaeopermite o crescimento é de
10% (p:v) e que proporciona a producdo de etanohd@wamo de 20% (p:v). (JONES
al., 1981).

As enzimas hexoquinase e a alcool desidrogenasma&sensiveis a
grandes concentracdes de etanol (CASEY e INGLEDEY6; SHARMA e TAURO,
1987). MILLAR et al. (1982) consideraram a invertase, frutose-1,6-fatosaldolase e
piruvato descarboxilase as mais sensiveis enzifagundo ZECH e GORISCH
(1995), a invertase dBaccharomyces cerevisigefre inativacdo de até 100% quando
submetida a altas concentracdes de alcool (acin@¥we:v) e concentracbes de NacCl
ocorrida no meio industrial com o melaco, senda esndicédo reversivel quando tais
inibidores tém sua concentracéo diminuida.

O etanol ndo se concentra no interior da céluleésdecharomyces
cerevisiae(GUIJARRO e LAGUNAS, 1984, apud CARTWRIGHT, 198%egundo a
literatura, o lugar de acéo do etanol € na paslipidica das membranas, onde se liga
no interior hidrofébico causando enrijecimento, ensequentemente, acarretando
distrbios dos sistemas de transportes (LOREIROSD¢APEINADO, 1982; LEAO e
van UDEN, 1982; INGRAM, 1985). Além disso, dimiraiicapacidade de seletividade
da membrana plasmatica, permitindo a saida de itontds celulares e a entrada

passiva de prétons, reduzindo assim, o potencialatabrana e por fim interferindo em
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todos os sistemas que requeiram forca protomofieh. descontrole celular acaba
resultando em deficiéncias nutricionais, o quensifeca a inibicdo alcodlica (CASEY
et al, 1984; DOMBEK e INGRAM, 1986).

O etanol inibiu de forma ndo competitiva o trangpate maltose e
glicose através da membrana plasmatica (LEAO e WREN, 1982; LOUREIRO-
DIAS e PEINADO, 1982 ) dSaccharomyces cerevisiae

Oxigénio molecular (ANDREASON e STIER, 1954, BUTTIKEal,
1980, BUTTKE e PYLE, 1982) e lipideos tém sido acemtados em processos
fermentativos para a manutencdo da atividade ds #dixas de rendimento alcodlico,
uma vez que a producdo de acidos graxos insaturfidascomprometida em
anaerobiose (THOMAS®t al, 1978, BEAVANet al, 1982, CASEYet al, 1984). Foi
observada uma melhora do metabolismo da leveduenttua fermentacédo quando se

adicionou colesterol de membranas de mamiferosN@&tal, 1984).

2.2.5. Efeito inibitorio do sulfito

Sulfito de sédio no processo industrial é incoapor no melaco-de-
cana na faixa de 200 a 700 mg/L (OLIVA-NETO e YOKA&Y2001), formando
algumas vezes mostos com até 300 mg/ISCespecialmente quando envolve a
presenca de caldo sulfitado da fabrica de acucar.

Segundo a literatura, o dioxido de enxofre é uniastdmcia muito
reativa e sua acao inibitoria esté diretamentei@ada com o pH, ja que caracteriza-
se por duas constantes de dissociacdo. Entre @gsae pH mais baixos coexistem as
formas bissulfito (HS®@) e dioxido de enxofre (S) com pk = 1,77, enquanto entre
valores de pH 5,0 e 9,0, ha uma composicéo mistisselfito e sulfito (S@?), sendo
0 pK; = 6,9. Uma vez que o pH da fermentagdo é acidote jplo sulfito encontra-se na
forma mais toxica (S£)na auséncia de oxigénio. O S&transportado para o interior
da célula, entretanto, converte-se nas outras tluasas, devido o ambiente ser
caracterizado pelo valor de pH préoximo a 6. (CA&Ral, 1976; ANACLETO e van
UDEN; 1982, CARTWRIGHTet al. 1989).

O bissulfito pode formar &cidos hidroxisulfénicoslg reacdo com
grupos carbonilicos de aldeidos, acidos organiangres (HARADAet al, 1968, apud
WARTH, 1985). Segundo CARBRBt al (1976), compostos como acetaldeido-bissulfito
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sao bactericidas. HARADAt al(1968) observaram que o bissulfito ao reagir com o
acetaldeido bloqueia a regeneracdo do NAD requegtioglicélise em leveduras.

Segundo ALVES (1994), BASSO (1991) constatou quadigdo de
100 mgSQ@L na forma de NaHSf) 40% de tal substancia reage com componentes do
mosto e apenas 45% do acetaldeido tedrico poddesectado. Em tal experimento
ocorreu uma diminuicdo da eficiéncia fermentativade crescimento celular.
BRECHOTet al(1969) verificaram a inibicdo de 30 a 40% na fertagdo e de 40 a
80% na respiracao por adicdo de sulfito no mddtores teores de metabissulfito, na
producdo de etanol combustivel a partir da betarrdbram responsaveis por
diminuicdo na produtividade alcoodlica e queda rebilidade celular. (GIBBONS e
WESTBY, 1987).

GUTIERREZ (1988), entretanto, verificou que na pres de 219 mg
de SQ/L de meio de melaco n&do alterou a producéo deoktmrpH 4,0, havendo
diminuicdo de alcoois superiores e elevacdo no deoacetaldeido. ALVES (1994)
chegou a concluséo que a presenca de sulfito ntorfersnentativo pode ser benéfica
se este atuar como bactericida, pois segundo twireaua contaminacdo pelo
microrganismo causa maiores danos ao rendimentodlalo. OLIVA-NETO e
YOKOYA (2001) concluiram que o CMI (Concentragddnivha Inibitoria) para o
sulfito de sdédio, em pH 4,5, foi na faixa de 10p4@mL para bactérias laticas, ja para a
levedura o CMI foi de 500Qg/mL, nas mesmas condi¢cdes. Em pH 6,5 o valordb C
para a levedura foi 0 mesmo, entretanto, para eeries laticas este ficou na faixa de
312-625ug/mL, mostrando ser mais eficiente para estasixa ¢ pH 4,5.

ANACLETO e van UDEN (1982) estudaram a cinética rderte
celular em funcdo da elevacdo da concentracdo Hibose da temperatura. Tais
pesquisadores propuseram através de um modelacoirt morte celular que existe
dois sitios na superficie da membrana que estam\edes com o grau de toxicidade do
sulfito. O primeiro SDD (provavelmente uma protgjriaria alta afinidade pelo SO
funcionando como um catalisador e diminuindo a ginerde ativacdo para a
termodesnaturacdo ou ativacdo da ATPase. O segitidode ligacdo seria o EM
(certamente uma proteina ou até outra regido daipeode SDD), que em presenca do
dioxido de enxofre, aumentaria a entropia do psmesduzido pela ocupagdo do

primeiro sitio. A morte celular ocorre quando heaturacdo dos dois sitios.
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Os niveis de ribonucleosideos fosfatos de levedgmiseem um
drastico decréscimo na presenca de 2mM deaSpH 3,6. A atividade de ATPase é
aumentada com 1mM de SQMAIER et al,, 1986).

2.2.6. pH e a atividade de'HATPase

Um fator muito importante para a producao etandéica potencial
hidrogeniénico do meio, tanto para o crescimentdesiadura, taxa de fermentacao e
formacdo de produtos, quanto para o controle déaoonacdo bacteriana (ALVES,
1994). As bactérias sdo menos resistentes ao ptd batem menor velocidade de
crescimento que as leveduras em tal situacdo. Brmgaie para as bactérias laticas o
pH ideal € na faixa de 6,0, a leved@acerevisia@apresenta um bom rendimento na
producao alcodlica em pH acima de 3,8 (KANDLER el®f&; 1986).

Segundo SOUZAet al (2001), a enzima HATPase da membrana
plasmatica deS. cerevisiaecontrola um importante processo fisioldgico. Agawda
Bomba de prétons, tal enzima regula o pH intraeelelpromove a forgca motora para a
elevacdo de nutriente. Uma marcante caracteridiésta enzima € o fato desta ser
ativada em presenca de glicose que causa a aa@difidnterna aumentando o nivel de
sua atividade em células de leveduras (BECHER DASS®Set al, 1992; SOUZAet
al., 2001).

A levedura para evitar que seu pHi se torne muiidoa libera H
para 0 meio externo através da ativacdo deATFPase, além de absorver ke
aminodacidos basicos, excretar acidos organicobegali gas carbdnico. (CONWAY e
BRADY, 1950; COOTE e KIRSOP, 1976).

A H*-ATPase plasmatica sofre altera¢cdes conformaci@mifungio
de H (BLANPAIN et al, 1992), assim em pH igual a 4,0 triplica sua idise,
dobrando a afinidade por ATP, sem porém, causarangas no pH otimo (6,0)
(ERASO e GANCEDO, 1987). Quando o pH diminui deaap3, existe um aumento
da sensibilidade da levedura ao etanol (GAO e FLEJI88), dissipando a forca
protomotiva da membrana.

Quando a célula sofre um dano metabdlico d-AMPase
presumivelmente a ajuda ativando a forca proto-raotatravés da membrana

plasmatica com o gasto de ATP. A acidificacdo oghalar ocorre na presenca de
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estressores que afetam a organizacdo da membrasmgpica. (VIEGAS e SA-
CORREIA, 1991; ALEXANDREet al, 1996; CARMELOet al, 1997; VIEGASet al,
1998; FERNANDES:t al,, 1998).

Etanol (ROSA E SA-CORREIA, 1991), acidos octanéiecansico
(VIEGAS e SA-CORREIA, 1997), succinico, acético ®@MELO et al, 1997),
cinamico (CHAMBELet al, 1999), pH acido (ERASO e GANCEDO, 1987), escasse
de fonte de nitrogénio (BENIT®@t al, 1992) e temperaturas supra-6timas (VIEGAS
al., 1995) estimulam in vivo a atividade dé-ATPase da levedura. Segundo alguns
pesquisadores, a ativacdo desta enzima ndo podargerida a sua sintese e sim a
alteracdes pos-traducéo desta proteina, uma vezo gumero total de enzima diminui
em condi¢cdes de estresse e sua atividade é aur\MIiE&AS et al, 1995; CARMELO
et al, 1997). Esta ativacdo de ATPase pode ser causadmenos em parte, pela
alteracdo na porcéo lipidica da membrana plasmdtieamodifica a disposi¢cao de suas
enzimas contribuindo para o maior contato com s#stgato (VIEGASet al, 1995;
CARMELO et al, 1997). CHANG e SLAMAN (1991) mostraram uma ctagéo entre
a fosforililagdo da glicose e a ativacdo dé KATPase. Segundo estes autores, 0
mecanismo de ativacdo dé-ATPase da levedura durante situacdes de estriegt®e a
ndo esta totalmente esclarecido.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Avaliacdo do estado fisioldgico e metabdlico daethwaSaccharomyces cerevisiae
durante diferentes condicbes de estresses singrqio® sdo comuns ao processo de
fermentacdo industrial de alcool, através de difiee parametros analiticos, buscando

aprimoramento em técnicas de controle do processo.

3.2. Objetivos especificos
1) Verificagdo dos efeitos sinérgicos de estresse adoadlatico, sulfito, teor

alcodlico e pH, durante o processo fermentativo dass linhagens de
Saccharomyces cerevisiaPE-2 e M-26.

2) Investigacdo dos efeitos sinérgicos de estressmadalpelo tratamento 4cido na
presenca de 4cido latico, sulfito, etanol e pHadt& o processo fermentativo do

microrganismo estudado.
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3) ldentificacdo o pH 6timo para o metabolismo dadeva durante fermentacdes
com alto grau de estresse.

4) Verificacdo do efeito do pH do mosto junto ao tengigotratamento acido no
metabolismo de&s. cerevisiad’E-2 e rendimento etandlico, durante o processo

fermentativo com contaminacao defermentunCCT 1396.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

4.1.1.Microrganismos

As fermentacbes foram conduzidas com duas linhagdas
Saccharomyces cerevisiak linhagem Pedra-2 (PE-2) fornecida pelo Depagtsim de
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da ESALQ- US$Rracicaba/ SP. Esta linhagem
foi isolada da Usina da Pedra, localizada no mpitiale Serrana, Estado de S&o Paulo,
e apresenta capacidade de permanéncia no processisténcia aos estresses causados
pelas condi¢cbes existentes em unidades industiégsoducao de etanol (CHERUBIN,
2003). A linhagemsS. cerevisiaeM-26, isolada por pesquisadores do Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia da FCLA-UNESP- Assis/ 8B Usina Nova Ameérica,
Municipio de Taruma, Estado de S&o Paulo e usadprecessos industriais além de
apresentar, “in vitro”, atividade bacteriostaticarg o Lactobacillus fermentum
podendo esta estar atribuida a maior producdo (#oogtras leveduras) de &cidos
organicos como o succinico e o tartarico (OLIVATEet al, 2004).

A linhagem Lactobacillus fermentunCCT 1396, isolada de uma
destilaria de alcool com seérios indices de contagdio (OLIVA-NETO e YOKOYA,
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1994), foi utilizada como um contaminante padracadie a conducdo de alguns
processos fermentativos.

Tais leveduras e bactéria encontram-se armazenadagSC,
respectivamente, em Ependorfes com meios YM (covh d€ glicerol - Labsynth) a pH
50 e MRS (MAN, RAGOSA e SHARP; com 10% de glicerem pH 6,0, no

Laboratoério de Bioquimica e Microbiologia da FCLA.

4.1.2.Meios de cultivo e fermentativo

__ Meio de cultivo para as levedurdgeio Formulado: sacarose 2%
(Difco P.A.), extrato de levedura 1% (Difco), stifade amoénia 0.1% (Labsynth),
Fosfato bipotassico3i®d 0.1140% (Labsynth), Sulfato de magnésio,GH).024%
(Labsynth), Sulfato de manganésCH0.00104% (Labsynth), Sulfato de zinco 7CH
0.0028% (Labsynth) (pH 5.0).

_ Meio de cultivo para as bactérias: MRS (pH 4pfe5,0).

_ Meio fermentativo: mesma composicao basica dooNermulado,
variando quanto a concentracado de acgucar, acino,|&ulfito e pH como descrito no

préximo item 4.2.

4.2. Condicdes de cultivo

4.2.1.Multiplicagdo dos microrganismos

A obtencéo do in6culo para os processos fermentatias linhagens
Saccharomyces cerevisi®E-2 e M-26 foi feita de forma asséptica atraveésseus
sucessivos cultivos néeio Formulado em tubos de cultura e posteriormente em
Erlenmeyers a temperatura de’GQ sob agitacdo constante de 135 rpm (Agitador
orbital com refrigeracdo -Tecnal) por 24 h. Apomgitem a concentracdo celular
desejada no cultivo, as leveduras foram centrifaggdentrifuga refrigerada - Fanen)
durante 25 min a 3500

Assim como a producdo do inéculo das leveduras papaocesso
fermentativo, o déactobacillusfermentumCCT 1396 foi obtido através de seu cultivo
sucessivo em meio estéril em MRS, incubado®€ 3t estufa bacterioldgica (Tecnal).

Apo6s 3 sucessivas inoculagcdes de 0,1 mL da baa#éritubos de cultura com 6mL de
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meio MRS (pH 6,0), a primeira com 72 h de crescimenas demais com 48 h, a
inoculacéo passou a ser feita em meio MRS comar @& pH igual a 4,5. A bactéria
s6 pbde ser centrifugada e utilizada no processuefgativo quando houve maior

adaptacao desta com o meio acido.

4.2.2.Processos fermentativos

4.2.2.1. Verificacdo dos fatores sinérgicos de esse

Estas fermentagcbes permitiram avaliar os efeitagrgicos de
diferentes fatores de estresse e identificaram dekds foi o mais relevante. Para a
conducdo dos processos fermentativos foram pestitias de biomassa umida das
leveduras (M-26 e PE-2) e cada uma destas suspems@S mL de agua destilada em
Erlenmeyers. Tais células foram alimentadas soldicbes estressantes com mostos
fermentativos semi-sintéticos, os quais simularamogto com o melago. A TABELA
1 mostra como foram conduzidas as fermentacfes dmmgeau de estresse, que
tiveram seus respectivos pHs ajustados com NaOH ¢kivante todo o processo. Para
tanto, junto aos componentes e condi¢cdes relacosnath TABELA 1 foram
adicionados aos mostos: sacarose a 16,4 ou 20,6% (@justada para a conversao
etanodlica a 7,5 ou 9,5%, respectivamente) comoefaat carboidrato, e os demais

componentes do Meio Formulado (item 4.1.2.),pregentando "in vitro" uma

fermentacdo no sistema de batelada alimantas leveduras foram alimentadas

TABELA 1: Formulacdo do meio fermentativo com fa®de estresse: etanol, acido latico, seulfit
e pH auma temperatura d€G2

sulfito (mg/L) acido latico tanol pH toxicidade
M (meio) (NaHSQ) (9/L) (% p:v)
1 200 ,06 9,5 3,6 maxima
2 50 6,0 59, 3,6 menos sulfito
3 200 2,0 9,5 3,6 moe ac. lat.
4 200 6,0 7.5 3,6 menos etanol
5 200 6,0 9,5 45 pH normal
6* 0 0 7,5 4.5

* M6 = controle
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com 15 mL de mosto nos tempos 0; 1; 2; 3; 46;57; 8 e 9h de fermentacéo.

O processo foi interrompido apos 12 h. As levedufasam
centrifugadas (centrifuga refrigerada — Fanen)@40g por 30 min e as amostras do
vinho delevurado foram congeladas para analisenpm®s. O mesmo procedimento
de processo fermentativo foi repetido por mais €losi Cada experimento das
fermentacdes em meios semi-sintéticos foi condueidotriplicata, junto ao controle

onde néo existiu condi¢cdes estressantes.

4.2.2.2 Efeito do tratamento &cido associado a outros f&eide estresse fermentativo
para a linhagemS. cerevisia®E-2

Apenas a linhagem PE-2 foi utilizada nesta seguetipa do
experimento por ser mais usada no processo indlugara tanto, foram pesadas 27 g
de biomassa Umida de levedura e esta suspensa evolume de 75 mL com agua
destilada. A alimentacdo desta foi feita sob cdielic estressantes com meios
fermentativos semi-sintéticos. A TABELA fhostra como foram conduzidas as

fermentacdes, junto aos componentes e condi¢ctesaeados foram adicionados aos

TABELA 2: Mostos com alto grau de estresse utilada fermentacdo a ®2deS. cerevisiad’E-2, a
qual foi submetida ao tratamento acido por 45 mid.2,0.

sulfito (mg/L) acido latico etanol pH acido
M (NaHS¢) (g/L) (% p:v) sulfurico
(Meio) (g/75mL)
1 0 0 7,5 4,5 0,158 ¢ontrole)
2 200 ,06 9,5 3,6 0,110
3 390 6,0 95 45 0,170
4 200 ,06 9,5 4,5 0,167
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mostos: sacarose a 16,4 ou 20,6% (p:v) (ajustada g conversado etandlica a 7,5 e
9,5% p:v, respectivamente) como fonte de carbadmatos demais componentes do
Meio Formulado, representando "in vitro" uma fermentacdo no siatele batelada

alimentada. A levedura foi alimentada da mesmadadpscrita no item anterior.

O processo foi cessado ap6s 12 h. A levedura fatriiggada
(centrifuga refrigerada — Fanen) a 4009 gor 30 min e as amostras obtidas de cada
vinho delevurado congeladas para analises posteri@@ mesmo procedimento do
processo fermentativo descrito foi repetido porsriciclos. O tratamento acido foi
feito a partir do 1ciclo fermentativo, com &cido sulfdrico a 2N atéaucido de
levedura atingir pH 2,0 durante 45 min, sob agiad@ 70 rpm a 30° C em um agitador
orbital refrigerado. Apds o tratamento acido, aegio de pH do fermento foi feita com
a adicdo do mosto e de NaOH 2N até o pH desejadda &xperimento das
fermentacdes em meios semi-sintéticos foi condueitotriplicata, junto ao controle

onde as condi¢des estressantes se restringirarasapertratamento acido.

4.2.2.3.pH 6timo fermentativo em condicdes de fatores deesse associados

O processo de fermentacdo e obtencdo das amostras rhesmo
utilizado nos itens 4.2.2.1. e 4.2.2.2. para aalggm PE-2 com as devidas alteracdes
descritas na TABELA 3, havendo a correcédo periédiegpH do mosto fermentativo

com NaOH 2N.Nestes experimentos néo se fez o tratamento acido.

TABELA 3: Mostos com alto grau de estresse que foram widiz@a fermentacdo @& cerevisiae
PE-2, a 32° C para a verificagdo de pH 6timo.

sulfito (mg/L) acido latico  etanol pH
Meio (NaHSg) (g/L) (% p :v)
1 0 0,0 7,5 4,5 (controle)
2 200 6,0 9,5 3,5
3 200 6,0 9,5 4,0
4 200 6,0 9,5 5,0
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4.2.2.4. Efeito do tratamento acido e pH dos mogstasante a fermentagdo mista com
S. cerevisia®E-2e L. fermentunCCT 1396

Foram pesados 27 g (~ 8 x®1€lulas/mL) de biomassa Umida da
levedura PE-2 mais 1g (~ 3 x®16élulas/mL) de biomassa Umida da bactéria e estas
suspensas em um volume de 75 mL com &gua desthadiimentacdo da levedura
mais a bactéria foi feita com o Meio Formulado dé&scno item 4.1.2.,0 qual
reproduziu 0 mosto com o melaco. Entretanto, @eminacdo de sacarose inicial foi de
16,4% (p:v). A TABELA 4 mostra como foi conduzido o tratamento acido do
fermento. A alimentacéo foi feita com 30 mL d®sto nos tempos 0; 2;4;6e8h
de fermentacdo. O processo, ap0s sucessivas aesregdpH do mosto com NaOH
(2N), foi interrompido com 10 h de fermentacdo. @twa mista foi centrifugada
(centrifuga refrigerada — Fanen) a 4009 por 30 min, tratada com acido sulfurico, o
vinho delevurado congelado para analises postsriere processo fermentativo foi
repetido por mais 6 ciclos. O tratamento Acidoféiio a partir do final do 2ciclo
fermentativo, com acido sulfarico 2N até a solugédevedura atingir pH 2,5 durante 1

ou 2 h, sob agitacao de 70 rpm, a 30 °C, em uradagiorbital refrigerado.

TABELA 4: Tempo de tratamento acido* e o pH dos mostos teiras processos fermentativos $le
cerevisiaePE-2 el. fermentunCCT 1396 a 32C.

Tempo de pH dosto

Tratamento tratamento fermentativo

acida

leveduy(h)
1 0 ,8%ontrole)
2 2 4.8
3 1 4.8
4 2 3,8
5 1 3,8

* pH = 2,5. Foram usadas em média 1,5mg /mL deoamidftrico durante o tratamento.
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Apéds o tratamento acido, a corre¢éo do pH do fetoni®i feita com a
adicdo do mosto e de NaOH 2N até o pH desejad@a €qukrimento das fermentacdes
em meios semi-sintéticos foi conduzido em tripagguinto ao controle que néo foi

submetido ao tratamento acido.

4.3.Técnicas Analiticas

4.3.1Técnicas analiticas para a analise microbiana

4.3.1.1. Determinagéo da biomassa seca

Para o calculo da biomassa seca foram feitas ss&perde células
puras das linhagens estudadas, lavadas em soliBd ,015M) e agua destilada e,
ao final, centrifugadas. O material centrifugado depositado em placa de Petri
(previamente pesada em balanca analitica Tecnal, M@ 200), sendo seco em estufa
(Tecnal-Mod. TE 394/1) a 105°C, até que atingissgaso constante. (AOAC, 1975).

4.3.1.2. Viabilidade e brotamento das leveduras

A porcentagem de brotamento e de células vivadi(dade) em
relacdo ao total de células foi determinada atrdeésicroscopio optico em camara de
Neubauer. Para tanto, as células de leveduras foomadas com solucdo eritrosina
(diluicdo 5000 X), sendo tomado como parametro, strae do final de cada ciclo
fermentativo. Os resultados foram dados em porgentade células vivas (células
descoradas) e porcentagem de brotos vivos (dessjrach funcdo do numero total de

células contadas.

4.3.1.3. Contagem de leveduras e bactérias

A contagem de células totais foi determinada asra@ microscopio
optico em camara de Neubauer, sendo tomado condmptao, amostras do final de
cada ciclo fermentativo. A equagdo abaixo representcélculo para obtencdo do

namero de células por mL:
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NGmero de células = Média de 5 x 25 x 1x F,

onde F = fator de diluicao.

4.3.1.4. Contagem de células viaveis de bactérias
O cultivo em placas para a contagem das Unidadesdemras de

Colbnia (UFC/mL) da bactéria foi realizado atrawis técnica de semeadura em
profundidade (SPECK, 1978), utilizando o meio MRfafacom 10 ppm de actidiona
para inibicdo do crescimento da levedura. Antespldgueamento, 1 mL de cada
amostra coletada ao final do 3°, 5° e 7° ciclosdibiido de forma seriada decimal em
tubos de cultura com 9,0 mL de agua peptonada {Oek¥erilizada. As placas foram
incubadas a 32° C por 48h para o crescimento enmstontagem das colonias de
bactérias. A UFC/ mL foi determinada multiplicars®-0 total de colénias contadas
pelo fator de diluigéo.

4.3.1.5. Producao de biomassa seca
Ao final do 3, 5° e 7 ciclos fermentativos foi feita a medida da
massa Umida da cultura mista estudada, e em sdgit@la conversdo para a biomassa

Seca.

4.3.1.6. Determinacao da acidez total expressa eiddlatico

A quantia de 5mL de uma amostra foi completada paranL com
agua destilada e, em seguida, titulada com hidodd sédio a 0,1 N até a mudanca
para a coloracdo rosa (pH 8,3) (método AOAC 2203392, 1984). Para a
padronizacdo de NaOH foi usado o biftalato de satéd&lessecado a 120/ 2 horas
antes de usado). O calculo da acidez foi feitovér@a seguinte equacao:

Acidez total = V NaOH 0,1N (mL) x 9,008 x fatoe @orrecdo NaOH

volume da amastmL)

sendo a Acidez total expressa em g de acido latico/
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4.3.1.7. Quantificacdo e identificacdo dos acidag@nicos

A quantificacéo e identificacdo dos acidos orgémigesentes nas amostras
coletadas dos processos fermentativos descritoseno 4.2.2.1 foram determinadas
através da andlise por Cromatografia Liquida da Bftciéncia (CLAE- SHIMADZU),
sendo esta constituida por uma Bomba (LC-10ADhdqrara a coluna (CTO-10AVP),
de um detector UV (SPD-10A), uma coluna (SCR 10luja pré-coluna (SCR-H) e o
modulo de comunicacdo CBM 101. Para a referidisspaim sistema composto por
acido perclérico (Merck) diluido a 10mM em aguaagurificada (pH = 2,0) foram
usados como solvente e a velocidade de fluxo emrmlL/hin, com temperatura a %D,
o comprimento de onda do detector a 210 nm conmuatéio de 6x. O volume da
injecdo foi de 2QuUL e o tempo para cada analise foi de 9 min. A padagdo externa
foi feita através de uma curva padrdo com acidosnitico, citrico, tartarico, malico,

succinico, latico e acético.

4.3.1.8. Célculo da atividade da Bomba de prétons

Segundo SERRANO (1980), a atividade da Bomba démsoesta
diretamente relacionada com a atividade deAfPase na célula, desta maneira, neste
trabalho foi usado somente o primeiro método delissnd&omo uma forma de
quantificacdo indireta da atividade da referidairaaz Para tanto, as células das
levedurasSaccharomyces cerevisi®-2 €S. cerevisiadl-26 que foram submetidas a
condigdes estressantes durante oS processos fativesit tiveram sua atividade da
Bomba de prétons quantificada através do métodzado por SERRANO (1980)
adaptado por SOUZAt al. (2001) com algumas alteracfes. Para tal procedonen
células de levedura apdés a fermentacdh 8 e 7 ciclos) foram coletadas por
centrifugacdo a 100§ (centrifuga — Fanen) por 10 minutos e lavadasz2ssem agua
destilada. Foi pesada 0,4 g dessas células, cotets em 2 béqueres de 5 mL,
contendo 4,5 mL de tampao Tris/ HCI/ KCI 100 mM gr. No primeiro béquer foi
adicionado 0,5 mL de agua destilada e a suspensaeldlas foi homogeneizada,
acompanhando a estabilizacdo do pH (pHmetro-TeE+fR)seguida, foram adicionados
10 uL de HCI (100 mM), acompanhando-se a variacao @@ 2 minutos e meio,

cujos valores foram anotados de 30 em 30 segurdosr@le). No outro béquer, apés
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estabilizacdo do pH, foi adicionado 0,5 mL de gi&ql M) acompanhando-se a
variacédo do pH por 10 minutos. Ao final de cadaeeixpento fez-se a massa seca.

Para o célculo da extrusédo de protons foram f@itgaficos (um com
os dados obtidos das células que estavam no poirhéguer e 0 outro com os dados
das que estavam no segundo) para cada amostras@rdtulou a variacao de pH e do
tempo através da seguinte formula:

pmoles H+/ h/ g = Ay cm/Acm X 60

Ax cm X massa seca em g
sendo;

__ Ay cm = variacao de pH dada em cm em funcdo da@dedlicose;

__Acm = avariagdo de pH em cm apoés a adicdopdal H * (controle);

__Ax cm = tempo referente a variacdo do pH em cm atideepor escala em minuto;
__multiplicado por 60 para conversdo em hora;

_dividido pela massa seca para obter o resultadg. e

Como os experimentos fermentativos descritos mo 4&.2.4. foram
feitos através de cultura mista, primeiramente ate o grafico de acidificacdo do
meio através da adicdo de glicose para uma angldda do comportamento da

levedura e bactéria em culturas puras frente alatle da Bomba de protons.

4.3.1.9. Determinacéo da trealose

A trealose enddgena das leveduras foi quantifieadavés da reacéo
com antrona (P.A. Merck) em meio com acido sulfuiie.A. Merck ), apds a extracéo
seletiva com &cido tricloroacético #Q) de acordo com o método descrito por
THEVELEIN (1984), sendo dosada em mg/ 100 mg desmagca. O calculo da
trealose foi feito na biomassa das leveduras edtisdantes da fermentacao (Tempo 0) e

apo6s o 7ciclo fermentativo.
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4.3.1.10. Determinacéo da proteina residual

A quantificacdo protéica foi feita através do métaabaptado de
LOWRY (1951), onde 1 mL da amostra diluida foi inado com 0,9 mL da solucdo A
por 10min a 50° C. Acrescentou-se 0,1 mL da soli¢énais 3 mL da solugéo de Folin
(diluicdo 1/15), a 50° C por mais 10 min. Para anbo foi utilizado 1 mL de &gua
destilada e feito 0 mesmo procedimento descritmackoi feita uma curva padréo com
a caseina (Merk) e assim obtida a equacdo daFketase a leitura das amostras no
espectrofotdmetro (Amersham Pharmacia BIOTECH/ ABSE84) a 650 nm.

4.3.1.11. Determinacdo de Acucares Redutores Resglliotais (ARRT)

Primeiramente foi feita a hidrdlise acida da an®ogtiluida 90X)
misturando 1mL desta com 1mL de HCI a 2N, aqueceeddurante 10 minutos a
100°C. Apos o resfriamento foi adicionado 1mL de NaO2Napara a neutralizacdo da
solugcdo. Em seguida determinado o ARRT pelo mételicOMOGYI e NELSON
(1944). Simultaneamente, foi feita uma curva débatdo para dosagens conhecidas
de glicose (P.A. Labsynth). A leitura em espect@fwetro foi feita a 535nm. Os

resultados foram expressos em porcentagem.

4.3.1.12. Determinacéo da concentracao de etanol

A concentracdo do etanol foi calculada por meiauehecromatografo
gasoso (Mod. CG 37- Instrumentos CG Ltda — SP)ipado e uma coluna (PAD 2499
CG- empacotada) e a leitura feita através de uagiatior (Mod.CG 200) do mesmo
fabricante. A amostra foi submetida a uma diluig@&forma que se apresentava no
integrador na faixa de 1 a 2 g de etanol /L. Auisggs condi¢cdes para a analise foram
fixadas: temperatura da coluna igual & @6 temperatura de vaporizacdo = 180
temperatura de ionizacdo de chama ="Z5M fluxo dos gases nitrogénio e hidrogénio
= 30 ml/min e o volume da injecdo foi depl. A curva de calibracdo foi feita por

padronizacao externa com solucao de etanol 1,5 g/L.

4.4.Calculos relacionados a producéo etandlica

O rendimento do etandbi calculado através da seguinte formula:
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R etandlico = (M2-Mg x100 (%)

M tedrica
onde,

M teorica = 0,511 xcS

S = concentracao de ART no substrato inicial (g/L)

Mi> = massa de etanol produzida (g) ao final de 12 fednentacao
(ou de 10h para as fermentacdes de cultura mista).

Mo = massa de etanol inicial (g) (tempo 0).

0,511= coeficiente de transformacédo de ARTe&mnol.

O célculo de produtividade etandlica € uma grandeaética que
expressa a velocidade média de producdo da refsubstancia, sendo calculada da

seguinte forma:

P= (M 12- M)
(g/ L.h)
txV onde,

M2 = massa de etanol produzida (g) ao final de 12 fednentacdo (ou de
10 h para as fermentacgGes de cultura mista).
Mo = massa de etanol inicial (g) (tempo 0).
t = tempo de fermentacéo (h)
V= volume (L)
P= produtividade do etanol expressa em g/ L.h

4.5.Forma de analise dos resultados
Os experimentos foram realizados em triplicatad&os amostrais do

3° ao 7° ciclo fermentativo foram submetidos aiaedle varianciaANOVA) e das
médias comparadas por testes GEKEY e KRAMER através do programa
GRAPHPAD INSTAT (Rutgers University). Oleste-t e Teste-F foram aplicados
através do mesmo programa quando houve necessldacemparar meédias entre dois

grupos amostrais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Processos fermentativos com fatores sinérgicossteesse
Estes experimentos foram realizados através dasteas retiradas
dos processos fermentativos mostrados na TABELA 2X). Tais fermentacdes foram

feitas com as linhagens de leved8taerevisiad®®’E-2 e M-26.

5.1.1.Viabilidade e brotamento

Apds submeter os dados a andlise de Variancidjceerise que 0s
diferentes tratamentos realizados durante a feaga@at alcodlica das linhagens de
leveduraSaccharomyces cerevisidgE-2 e M-26 foram significativos (ANOVA) <
0,001) para a viabilidade celular e brotamento. IGURA 1 mostra que o pH e a
concentracdo de etanol foram os principais fatdeegstresse para a viabilidade celular
dos dois microrganismos estudados. O pH 4,5 (Meilmu5M5) repercutiu em um
aumento significativo (TUKEY,p < 0,05) da viabilidade d8accharomyces cerevisiae
PE-2 e M-26, respectivamente, de até 43,5% e 3&/8%elacdo aos meios em que se
utilizou o pH 3,6 e alta concentracéo de etanol,(M2 e M3). A FIGURA 2 mostra as

células da linhagem PE-2 fotografadas em raigcroscépio o6tico (aumento 400X)
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FIGURA 1: Efeito de diferentes fatores de estressmciados na viabilidade celular
das linhagens de levedurd@ Saccharomyces cerevisi®E-2 ed M-26 apos a
fermentacao etandlica a%32.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de acido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de &cido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3bl

M3 = 200 mg de NaHS{)., 2 g de acido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 = 200 mg de NaHS{)., 2 g de acido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 = 200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etang¢ 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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apoés sua fermentacdo no M1 e nW5, respectivamente. As células
resultantes da fermentacdo do M5 mostram-se visergie mais regulares e maiores. A
concentracdo etandlica estimada 7,5% (p:v) utiizad M4 refletiu em um aumento
significativo da viabilidade d&accharomyces cerevisidE-2 e M-26 de até 38% e
29%, respectivamente, em relagcdo ao M1, M2 e M3. &dstiu diferenca significativa
(TUKEY, p > 0,05) entre M4 e M5 para as duas linhagens edasgdainda que tais
meios mostrem através da FIGURA 1 uma viabilidadgificativamente (TUKEYp

< 0,05) menor que o controle M6, indicando qudotoos fatores de estresse estudados
atuam de forma sinérgica sobre a viabilidade, ttte, o pH baixo e a concentracdo
de etanol sao fatores que se sobressaem. O pH baixio ocasiona perda de nutrientes
como nitrogénio e potassio, segundo GOMES (1988 de aumentar a sensibilidade
ao etanol, aos acidos organicos e ag @ARTWRIGHT et al, 1989). A toxicidade
do etanol em concentragao elevada (acima de 10fdimita o seu rendimento durante
a fermentacdo industrial (WALKER-CAPRIOLE: al, 1985). Os efeitos toxicos do
etanol sdo conhecidos, e envolvem modificacdo ngposicdo da camada lipidica da
membrana, na sintese de proteinas de choque témaicsmodulacédo dos processos de
troca ibnica, tdo bem quanto a reducdo Welatles metabolicas como causa da
inibicdo do transporte de glicose, diminuindo abihidade, formagédo do produto
(ALEXANDRE etal., 2001, apud MARTINEt al, 2004) e causando o estresse hidrico
(HALLSWORTH, 1998).

O fator de maior impacto para a taxa de brotameéasoduas linhagens
estudadas foi o pH. A FIGURA 3 mostra que a utféma do M5 resultou em um
brotamento celular préximo ao do controle, e cedea 80% significativamente
(TUKEY, p < 0,05) maior que o meio fermentativo de maidtresse (M1). A taxa de
brotamento € importante para se avaliar a renoveelitar, assim, quanto maior for
este pardmetro a célula mostrara, provavelmentéonmes condicdes metabdlicas.

N&o existiram diferencas significativas entre assdlinhagens de
leveduras testadas quanto a viabilidade celularbeotamento, embora a PE-2 tenha
mostrado uma tendéncia de maiores taxas. CHERUHBIBD3), ao estudar a
fermentacdo das mesmas linhagens de leveduracaeritambém, uma tendéncia da

PE-2 mostrar maior viabilidade do que a M-26.
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FIGURA 2: A) Células da linhages cerevisia®®E-2 apds a fermentagdo em
M1. B) células da linhagem PE-2 apfermentacdo em M5.
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FIGURA 3: Efeito de diferentes fatores de estreasgociados na taxa de brotamento
das linhagens de levedur@@ Saccharomyces cerevisiad’E-2 e O M-26 apos
apos a fermentacéo etandlica 8 G2

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3bL.

M3 =200 mg de NaHS{L, 2 g de &cido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS{), 2 g de acido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqit¢4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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5.1.2. Produgéo de Biomassa
A FIGURA 4 mostra que houve tendéncia significatj®aova, p =

0,0002) para o aumento de biomassa apoOs ogegso fermentativo das duas
leveduras estudadas em relacdo ao primeiro in6ctifd. resultado estd de acordo
com CHERUBIN (2003), que mostrou a mesma teadéde crescimento para as
linhagens PE-2 e M-26. Nao existiu diferenca sigativa (TUKEY, p >0,05) quanto a
producdo de biomassa entre os dois microrganisrastados. O meio controle
proporcionou um aumento da biomassa seca de 45886e r2spectivamente, para a

linhagem M-26 e PE-2 em relacdo a biomassa sedalifil0).

5.1.3 Acidez total expressa em acido latico e acidagaoicos

A TABELA 5 mostra que a maior producao de acidos organitass t
ocorreu no M2, no qual a linhages cerevisiad’E-2 e M-26 superaram em cerca de
50% o meio controle, sendo esta diferenca sigtiviegdTUKEY, p < 0,05; Teste-tp =
0,0009). Os mostos fermentados pela linhagem Mg2ésantaram em torno de 48% a
mais (Test-t,p < 0,05) de acidos organicos totais quando comparats da outra
levedura, exceto para o controle (M6). Este redaltsta de acordo com CHERUBIN
(2003), o qual mostrou que a linhagem M-26 obteemares valores de pH no vinho
delevurado que a linhagem PE-2, sugerindo que raepa levedura produziu mais
acidos organicos do que a segunda. Segundo OLIVAENEet al (2004) o
sobrenadante obtido apds o cultivo de M-26 apresemtn certo poder bacteriostatico
sobre oLactobacillusfermentumo que poderia ser justificado por uma maior peagu
de acidos organicos como o acido succinico juntetaaol (BASSQCet al. 1997).

Através da FIGURA 5 foi possivel verificar uma téndia de maior
producdo de &cido succinico pela linhagem M-26, @enndo seja significativa
(TUKEY, p > 0,05). Entretanto, tal FIGURA mostra ndo haverauelagéo positiva
significativa (TUKEY,p > 0,05) entre os diferentes meios e a producé&ic® latico
pela bactéria contaminante do processo fermentatgoduas linhagens de leveduras

estudadas.
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FIGURA 4: Efeito de diferentes fatores de estessssociados na formacao de

biomassa seca pelas linhagens de leved&a Saccharomyces cerevisid®E-2 e
M-26 apoés a fermentacédo, a 32 °C, etandlica.

Médias obtidas do 3°, 5° e 7° ciclos fermentativos

To = inicio da fermentacéo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3bL.

M3 =200 mg de NaHS{L, 2 g de &cido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS{), 2 g de acido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqit¢4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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TABELA 5. Acidos organicos* produzidos durante a fermeidaglcodlica, a 32C por S
cerevisiaeM-26 e PE-2 em diferentes condicdes de estresses.

acidos organicos
(o/ L) M1 M2 M3 M4 M5 M6

M** SD**M  SD M SD M SD M SD M SD

Aconitico
M-26 0.81 0.19 1.00 0.20 0.80.29 0.73 0.20 1.50 0.70 301. 0.08
PE-2 0.62 0.17 0.75 0.23 0.60.18 0.50 0.13 1.18 0.390.92 0.20

Citrico
M-26 0.19 0.02 0.26 0.23 0.10.11 0.19 0.23 0.00 0.00 .080 0.05
PE-2 0.09 0.06 0.12 0.12 0.00.10 0.03 0.04 0.03 0.080.03 0.14

Tartarico
M-26 0.67 0.05 0.72 0.12 0.4D.50 0.42 0.05 0.44 0.05 310. 0.03
PE-2 043 0.12 0.60 0.23 0.36.05 0.39 0.07 0.32 0.150.15 0.03

Malico
M-26 5.08 057 490 0.42 3.00.42 0.34 0.13 5.14 0.68.42 0.25
PE-2 370 1.00 425 1.26 2.668.60 3.07 0.98 3.85 0.912.21 0.39

Succinico

M-26 3.89 0.25 420 0.85 3.8054 4.38 0.33 4.30 0.28 .204 0.43
PE-2 286 103 3.12 1.04 2.84192 3.04 1.03 3.17 1.008.06 1.00
Latico

M-26 139 044 155 0.21 1.09.36 1.62 0.29 1.21 0.07.001 0.07
PE-2 1.10 043 127 0.39 0.88.31 1.11 0.19 150 0.251.11 0.12

Acético
M-26 3.18 091 3.18 0.53 2.88.47 2.40 0.29 190 0.291.36 0.17
PE-2 213 083 239 090 1.78.43 1.58 0.37 1.14 0.58.74 0.18

Acidos

organicos totais

M-26 14,80 2,57 1580 0,25 12,700 13,30 0,44 14,65 1,37 10,60
PE-2 10,90 3,68 12,30 2,60 8,000 8,10 2,90 11,00 2,28,04 2,0

*Quantificados por CLAE. **M= Médias obtidas do 3 e 7° ciclos fermentativos. ***SD= desvio
padréo.



39

TABELA 6: Composi¢cdo média de acidez total (exmess acido latico) e acido latico total
(quantificado por CLAE) ap0s a fermentacdo, a 32%S. cerevisiadl-26 e PE-2.

Meios S. cerevisiad-26 S. cerevisia®E-2

Acidez total acidaito total Acidez total acido latico total

(g acido latico /L) 0] (g acido latico /L) (g/L)
(CLAE) (CLAE)

M * Dp** M DP M DP M DP
M1 9,0 0,85 7,4 1,0 8,7 0,80 7,1 0,90
M2 9,0 0,70 75 0,2 84 0,90 7,3 0,75
M3 6,7 0,45 3,004 6,1 0,50 2,8 0,47
M4 8,2 0,70 7,6 0,3 7,7 0,43 7,1 0,74
M5 5.8 0,60 7,205 56 0,50 7,5 0,96
M6 4,2 0,80 1,00,1 39 1,00 1,1 0,12

*M= Médias obtidas do 3°, 5° e 7° ciclos fermentai **DP=desvio padrao.

E importante observar, através da TABELA 6, que étodo de
quantificacdo do acido latico por CLAE néo sofrefiuéncia dos diferentes pHs dos
meios, entretanto, 0 mesmo nao ocorreu com o métedaridez total (expressa em g
de &cido latico/ L), no qual se usou a titulagdm déaOH. Assim, enquanto o vinho
delevurado do M1 (pH 3,6) fermentado pela linhagbtr26 mostrou em sua
composicao 7,4 g de acido latico/ L e do M5 (pH 4,2 g/ L apds a analise em CLAE,
0 teste de acidez apresentou os valores de %Cagido latico/ L parao M1 e 58 g/ L
para o M5. Dessa forma, o método de quantificagicapidez ndo foi confiavel para

comparar a producéo de acido latico em mostos d¢dsrdferentes.

5.1.4. Atividade da Bomba de préton

A ativacdo de HATPase na membrana plasmatica ocorre quando
células de levedura sédo expostas a glicose (SERREIS3; SOUZAet al, 2001),
etanol, acidificagdo intracelular, temperaturagaimas (abaixo de 4C), presenca
de acidos organicos e pH baixo. (VIEGASBal, 1998). Ou seja, fatores muitas vezes

estressantes sdo responsaveis pelo aumemtaatididade da referida enzima, e
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FIGURA 5: Efeito de diferentes fatores de estressmciados na producéo de acido
succinico e &cido latico durante o procefssmentativo a 32° C das linhagefis
cerevisiePE-2 e M-26. PE-2: 4 Acido succinicogg acido latico ; M-26gm  A4ci-
do succinicoe B Aacido latico.

Médias obtidas d8°, 5° e 7° ciclos fermentativos.

M1 =200 mg de NaHS{L, 6g de 4cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolt¢ R 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /1, 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{L, 2 g de 4cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqte 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, O g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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consequentemente, da atividade da Bomba de proEnmtsetanto, segundo alguns
pesquisadores, a levedura exposta a condicdessssites tem inicialmente uma
reducido do nimero total da enzima-ATPase e posteriormente ocorre sua ativacio
que pode ser atribuida a alteragBes pos-tBaddesta proteina e ndo a sua sintese.
(VIEGAS et al, 1995; CARMELOet al, 1997).

As FIGURAS 6 e 7 mostram que a variacao das atieslala Bomba
de protons das leveduras esta de acordo com avabdes feitas por VIEGAS®t al
(1995) e CARMELO et al (1997). Assim, tais FIGURAS mostram, de uma forma
geral, uma reducdo da atividade da Bomba de prdajoespoderia ser atribuida a
diminuicdo no nimero de 'HATPase de membrana em resposta ao estresse que as
leveduras foram expostas apds o inicio da fermaatddo 7 ciclo fermentativo existiu
uma tendéncia de aumento da atividade da Bombar@eng para a maioria dos
processos fermentativos testados, provavelmentetesxio a ativacao pés-traducao da
enzima. Dessa forma, dentre todos os fatores sinérge estresse testados, o pH mais
elevado usado no meio fermentativo 5 (M5), falesponsavel por uma  maior
manutencdo do potencial de membrana tHademsS. cerevisia®E-2 (FIGURA
6), ou seja, este provavelmente proporcionou mdimmui¢cdo do nimero da enzima
H*-ATPase na primeira resposta ao estresse. Entefaarta a linhagers. cerevisiae
M-26, o fator de maior influéncia para a manutengégotencial de membrana foi o
acido latico a 2 g/L (M3), mostrando, provavelmenige este acido a 6 g/L associado a
maior producéo de acidos organicos totais afatais a atividade de HATPase de
membrana do que na linhagem PE-2 (FIGURA 7).

5.1.5. Trealose

A FIGURA 8 mostra que os processos fermentativetsut®s
estimularam a produc¢ao de trealose para as duegkns de levedura estudadas. O M4
e o controle, ambos com 16,4% de sacarose, forgpomeaveis por uma maior
producao de trealose pelos dois microrganismos. fieéstiltado esta de acordo com a
literatura, a qual mostra que menores concentrai@asglcares sdo responsaveis pelo
maior acumulo de trealose (PANEK, 193 ILLIE e PINGLE, 1980).
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FIGURA 6. Efeito de diferentes fatores de estresse assaiado atividade da Bomba
de prétons, apds o processo fermentativo,’&320r S. cerevisia®E-2.
To =inicio da fermentacao.

M1 =200 mg de NaHS{L, 6g de 4cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolt¢ R 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /1, 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqte 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, O g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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FIGURA 7: Efeito de diferentes fatores de estresssociados na atividade da Bomba
de prétons, apés o processo fermentativo &32orS. cerevisiad-26.
To =inicio da fermentacao.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{L, 2 g de &cido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqlte 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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FIGURA 8: Efeito de diferentes fatores de estresseciados na formacéo de trealose
através da fermentacdo, #32de B S. cerevisia®E-2 e 8 M-26.

Médias obtidas do°%iclo fermentativo.

To = inicio da fermentacao.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /1, 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqtt 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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A linhagemsS. cerevisiad’E-2, mostrou ter uma maior capacidade de
estoque de trealose que a linhagem M-26, indicanaotal manutencdo pode estar
relacionada com a viabilidade, ja que a primeivadeira apresentou uma tendéncia de
obter o maior nimero de células viaveis. Segundmupsadores, a trealose é um
carboidrato de reserva e de protecdo das levedurasituacdo de estresse como
temperatura elevada, toxicidade do etanol, desicliat celular e aumento da presséo
osmotica (THEVELEIN, 1984; HOTTINGERet al,1987; PANEK et al1990;
ALCARDE e BASSO, 1997). Foi observada uma fodkgdo entre o acumulo de
trealose intracelular e a viabilidade celular pATRRO (2002) e CHERUBIN (2003).

5.1.6. Proteina residual

Ao submeter os valores de concentracfes obtidgsalaina residual
no vinho delevurado ao teste Anova, verificou-se gsl diferentes tratamentos tiveram
uma certa influéncia na obtencdo de tais resultdBtSURA 9). A linhagem de
levedura PE-2 apresentou aumento significativo (EWKp < 0,05) de proteina
residual em cerca de 83% quando o meio controlg {M&ubstituido por M1 e M2. A
FIGURA 9 mostra que a menor concentracdo de pmtedsidual entre os meios
estressantes foi resultante da fermentacdo no &b, diferenca significativa quando
comparada ao controle. Este resultado indica qudredeos fatores de estresse
associados, o pH 4,5 proporcionou menor lise aeloaior integridade da membrana
da linhagem PE-2 e ou maior consumo de proteirmaaio. Entretanto, para a linhagem
M-26 os diferentes tratamentos néao tiveram infli@sgnificativa (TUKEY,p > 0,05)
na quantidade de proteina residual. Houve tendéncia de maior concentracdo de
proteina residual nos mostos da linhagem PE-2 data® aos do M-26 apos as
fermentacdes (FIGURA 9). A concentracdo de protegsalual nos tratamentos M1 e
M2 da linhagem PE-2 foi em média 80% significatiesmte maior que nos mesmos
meios para a outra linhagem, o que pode ser degusnl pois 0 excesso de
aminoécido residual no meio estimula a contaminag&beriana. Um dos motivos para
a existéncia de menor concentracdo de proteindusdsno vinho delevurado da
linhagem M-26 talvez possa ser atribuido a maiotesé de acido orgéanico por tal
levedura, pois segundo ALVES (1994), a sinteseedesita, também, relacionada com

0 consumo de nitrogénio.
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FIGURA 9: Efeito de diferentes fatores deesste associados na formacdo de
proteina residual no mosto fermentado, a 32° @spmhagendd S. cerevisiaePE-2

€ m M-26.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo

M1 =200 mg de NaHS{L, 6g de 4cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolt¢ R 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3bL.

M3 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /1, 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{L, 2 g de 4cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS{), 2 g de acido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqit¢4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, O g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.



a7

5.1.7. Determinacdo do agucar redutor residual totéARRT), rendimento e
produtividade etandlica

A FIGURA 10 mostra que existiu uma tendéncia sigaiiva (Anova,

p < 0,0001) de haver um maior consumo da sacarosenimle, M4 e M5 para as duas
linhagens estudadas, ainda que no ultimo meio teal@rescentado cerca de 4% (p:v)
a mais do acucar. Dentre os fatores de estresseiados, mais uma vez o pH se
destacou, pois ao se utilizar o M5 (pH 4,5) houveawmento significativo (TUKEYp

< 0,05; Test-tp < 0,018) do consumo de aclcar em cerca de 160%o0ec84 relacédo a
utilizacdo do M1, respectivamente, para as linhad&a-2 e M-26. Nao foi detectada
diferenca estatistica (TUKEYp > 0,05) entre o consumo de acuUcar pelos dois
microrganismos, embora, tenha existido uteadéncia da linhagem M-26 ter
consumido mais acucar principalmente nos M1 e Mtleocoincidiu com a menor
liberacdo de proteina. Dessa forma, verifica-sepgute da proteina residual do vinho
de PE-2, em tais meios, venha do fato desta nasuoadn todo o nitrogénio
acrescentado no meio devido ao balanco de Carkéiigénio ocorrido em uma
célula.

Existiu uma tendéncia da influéncia dos diferentestamentos
fermentativos no rendimento etandlico (Anopa; 0,015), onde os fatores de estresse
gque mais se sobressairam foram o pH para a linhade26; pH e sulfito para a
linhagem PE-2, entretanto, essa diferenca ndo dofirmada quanto ao teste de
TUKEY (p > 0,05). (FIGURA 11). E importante observar que @ma fermentagéo
com mais ciclos, ou até a industrial, provavelmetatiediferenca se tornaria relevante,
associado ao fato de que o pH 4,5 foi responsaeel yma maior viabilidade,
brotamento e menor ARRT para as duas linhagenslaaks. Houve também uma
tendéncia da linhagem M-26 produzir maiores rendtogeetandélicos do que a outra em
cerca de 10%, sendo esta diferenca nao signifec&fivKEY, p > 0,05).

A FIGURA 12 mostra uma tendéncia significativa (&app <
0,0001) do M5 ser responsavel pelos maiores vattegeodutividade etandlica para os
dois microrganismos estudados, além da linhagen® Mg2esentar maiores valores que
a PE-2 em cerca de 13%, embora, nédo significativa p teste de TUKEY.
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FIGURA 10: Efeito de diferentes fatores de estee associados no ARRT apdés 12h
de fermentacdo, a 32°C, ¢q S. cerevisiaePE-2 e m M-26.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /1, 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqte 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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Apoés a analise de todos os parametros estressaries3,6 foi o que
mais interferiu no metabolismo das duas linhagestadadas, entretanto, o pH 4,5
mostrou ser suficiente para minimizar os efeitosodas de sulfito, etanol e acido latico
sobre a célula.

Com pH nesta faixa a acao deletéria de tais subiatafoi minimizada,
por se apresentarem em suas formas menos toxicaeté&bissulfito de sédio em pH
4,5 esta predominantemente na forma de bissuti@to,sendo a forma mais toxica para
a levedura quanto a de s(K1 = 1,77) (CARTWRIGHTet al. 1989). Com o0 pKa =
3,86, 0 &cido latico em pH 4,5 esta predominantéenem sua forma dissociada e nao
atravessa passivamente a membrana plasméatica (OAS&l al, 1987;
NARENDRANATH et al, 2001). Além disso, o pH muito baixo exacerbaf@t@

danoso do etanol ao metabolismo da levedura (CARIGMR et al. 1989).
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FIGURA 11:Efeito de diferentes fatores de estresse assocmdmndimento etanolico
obtido da fermentacéo, a3, de m S.cerevisia®E-2 e @  M-26.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de &cido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3)Bl

M3 =200 mg de NaHS{L, 2 g de &cido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS4L, 2 g de &cido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqte 4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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FIGURA 12: Efeito de diferentes fatores de estresse associadoprodutividade
etandlica obtida da fermentacéo, 8 82de B S. cerevisia®E-2 eE@  M-26.
Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 = 200 mg de NaHS{), 6g de &cido latico/L , 9,5% (p:v) de etanolH: 6.

M2 = 50 mg de NaHSQ@L, 6g de acido latico/L, 9,5% (p:v) de etanol e3bL.

M3 =200 mg de NaHS{L, 2 g de &cido latico /L. 9,5% (p:v) de etanol e pH 3,6.

M4 =200 mg de NaHS{), 2 g de &cido latico /L7,5% (p:v) de etanole pH 3,6.

M5 =200 mg de NaHS{), 2 g de acido latico /L, 9,5% (p:v) de etanqit¢4,5.

M6 (controle) =0 mg de NaHSQ/L, 0 g de acido latico /L, 7,5% (p:v) de etanol pH4,5.
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5.2.Efeito do tratamento acido associado a outros f&®ide estresse para a linhagem
S. cerevisia®E-2.

Como DORTAet al (2006) verificaram que o pH baixo (3,6) foi o
fator de maior estresse para as leveduras dentresdestados, a segunda etapa deste
trabalho foi pesquisar o efeito do tratamento asimlare o metabolismo da linhagem de
levedura PE-2 em processos fermentativos tambémssahtes. Os dados analisados
neste item foram obtidos das amostras retiradagpuiressos fermentativos descritos
na TABELA 2 (p.22).

5.2.1.Viabilidade e Brotamento

Ao submeter os dados obtidos da viabilidade e bret#o celular da
linhagem PE-2 a analise de Variancia verificou-se dpouve diferenca entre os
diferentes tratamentos (Anovp,< 0,05). O Meio de fermentacdo 4 (M4) mostrou
viabilidade (28%) e brotamento (103%) significatnente (TUKEY, p < 0,05)
superiores que o M2. Nao houve diferenca estai$tidKEY, p > 0,05) daquele meio
em relacdo ao controle (M1). Desse modo, o pH X¥eBceu um efeito protetor sobre a
leveduraS. cerevisiad’E-2 contra a presenca de sulfito, 4cido latioocentracéo alta
de sacarose e etanol mesmo apos o tratamento(&tGIIRAS 13 e 14).

As FIGURAS 13 e 14 mostram ainda, que existiu uemaléncia de
diminuicdo da viabilidade e brotamento no M3 onde Utilizada uma excessiva
quantidade de NaHS@390mg/L) em relagdo ao M4. Entretanto, tal difegeenédo foi
considerada significativa, mostrando que o pH 4fiiZado no M3 e M4), mesmo
nesta condicdo extrema, ainda exerceu um efeitetproTais resultados confirmam os
mostrados no item 5.1 e por DORT& al (2006), nos quais o pH mais elevado
ocasionou menor entrada de acidos organicog,eS®n menor efeito téxico associado
a presenca do etanol (CARTWRIGHTal, 1989).
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FIGURA 13 Efeito do tratamento acido sobre a viabilidade ladagem S.
cerevisiaePE-2 durante a fermentacédo desta, AG2em meios com alto grau de es-
tresse.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS& L, 0 g de &cido latico/L, conversao tedrica deasase para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamanido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHSOL, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHSL, 6 g de &cido latico/L, conversdo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHSOL, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.
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FIGURA 14: Efeito do tratamento &cido sobre o brmato da linhagemsS.
cerevisiaePE-2 durante a fermentacédo desta, A@G2em meios com alto grau de es-
tresse.

Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS@ L, 0 g de acido latico/L, conversao tedrica deagsase para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e trataménido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHSEL, 6 g de &cido latico/L, conversdo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHSOL, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHSOL, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.
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TABELA 7: Viabilidade e brotamento da linhage®n cerevisiad’E-2 obtidos pelo
processo fermentativo, a 32° C, em mostos conrefatde estresse associados* com
auséncia ou presenca de tratamento acido por 45hia,0.

Tratamento Viabilidadé€o) Brotamento (%)
Acido M ** DP *** M DP
controlex***

ausente 67 8,7 14,5 7,8
presente 41 8,0 58 2,8

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 41 4,2 8,0 3,9
presente 31 6,5 3,0 2,7

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 59 10,0 14,7 3,8
presente 40 7,0 6,4 3,7

* fatores de estresse associados : 200 mg NaHBO6 g/L de acido latico, 20,65% de

sacarose (ajustada para 9,5% p:v de etanol ) © B8 ; **M= Médias obtidas do 3° ao 7°

ciclo fermentativo; ***DP= Desvio Padrag*** Controle: 7,5% (p:v) de etanol, auséncia de
sulfito e &cido latico, e mosto com pH 4,5.

A TABELA 7 mostra o efeito negativo do tratamentoda sobre a
viabilidade e brotamento da linhage® cerevisiaePE-2 quando comparado aos
meios correspondentes sem tratamento apresentadtsmb5.1.1. Este repercutiu em
uma diminuicdo significativa (Testeg,< 0,0001) em torno de 32% e 59% das médias

de viabilidade celular e brotamento, respectivament

5.2.2. Producéo de Biomassa

A FIGURA 15 mostra que houve uma tendéncia sigmifi@ (Anova,
p = 0,0014) de crescimento celular da linhagem dedera PE-2, para cada meio
testado, quando comparado ao primeiro inoculd.rdsultado foi observado por
CHERUBIN (2003) para a mesma linhagem em difereateslicbes fermentativas. O
maior crescimento obtido foi no meio controle olquéo ultrapassou 15%, sendo essa

diferenca considerada significativa (TUKRY< 0,05). O referido meio proporcionou,
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FIGURA 15: Efeito do tratamento acido na formadédiomassa seca pela linhagem
S. cerevisiae PE-2 durante a fermentacdo desta’&32m meios com alto
grau de estresse! Biomassa seca iniffal biomassa seca média apos a
fermentacgéao.
Médias obtidas do 3°, 5° e cifos fermentativos.
M1 (controle) = 0 mg de NaHS@L, 0 g de acido latico/ L, converséao teorica deasose
para 7,5% (p:v)de etanol, pH do mosto 4,5 atnanto &4cido sob pH 2,0 por 45 min.
M2 = 200 mg de NaHS4), 6 g de acido latico/L, converséo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.
M3 = 390 mg de NaHS®L, 6 g de &cido latico/L, conversdo tedrica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentocasab pH 2,0 por 45 min.
M4 = 200 mg de NaHS®L, 6 g de acido latico/L, converséao tedrica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentoaasab pH 2,0 por 45 min.
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ainda, o aumento da biomassa em cerca de 10 Yd@a@demais meios.

A TABELA 8 mostra que o tratamento acido causou imlingao

significativa (Teste-fp<0,03) em torno de 10% no cresotmecelular do

TABELA 8: Formacao de biomassa seca pela linhagem
S. cerevisiaePE-2 duranteo processo fermentativo,

a 32° C, em mostos com fatores de estresse associ-
ados* com auséncia ou presenca de tratamento acido
por 45 min, pH 2,0.

Tratamento acido Biomassa sec¢g)
M *% DP *k%k

controlex***

ausente 8,30 0,95

presente 7,50 0,60

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 7,55 0,80
presente 6,70 0,30

mosto com pH 4,6
mais fatores de

estresse
ausente 7,55 0,60
presente 6,90 0,30

*fatores de estresse associados : 200 mg NgHSO
6 g/L de A4&cido latico, 20,65% de sacaroses(afla
para 9,5% p:v de etanol ) e pH = 3,6 ; ** M = Mali
obtidas do 3°,%e 7° ciclos fermentativos. *** DP =
Desvio Padrdo. **** Controle: 7,5% (p:v) de etdno
auséncia de sulfito e acido latico e mosto com fiH 4

microrganismo cultivado nos meios com pH 3,6 e Briretanto, no meio controle, tal
influéncia ndo foi observada. Dessa forma, o tratémacido junto aos outros fatores
estressantes dos meios induziu uma diminuicaofiigtiva no crescimento celular da

linhagem PE-2.



58

5.2.3 Acidez total expressa em acido latico

Como anteriormente discutido no item 5.1.3, a coag##o da acidez
total (expressa em g de acido latico/ L) produzdlaante a fermentacdo ficou
comprometida quando feita em vinhos com difereptés e substancias tamponantes,
uma vez que este método de andlise é feito ptaigiia com NaOH (0,1N). Entretanto,
esse método foi eficiente para verificar, de umané aproximada, o efeito do
tratamento acido na producdo de acido latico peotébas contaminantes em vinhos
delevurados que tiveram as mesmas condi¢cdes de pdHb&tancias tamponantes
(TABELA 9).

A TABELA 9 mostraque o tratamento acido do fermento alimentado

TABELA 9: Acidez total (expressa em acido |fipooduzido durante
0 processo fermentativo d&. cerevisiad’E-2, a 32C, nos mostos com
fatores de estresse associados* com ausénciesenga de tratamento
acido por 45 min, pH 2,0.

Tratamento &cido Acidez (gedacido latico/L)
M *% DP *k*k

controle****

ausente 4,0 1,00

presente ,03 0,25

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse

ausente ,7 8 0,80
presente 4 8 0,40
mosto com pH4,5

mais fatores de

estresse

presente 6 5, 0,50
ausente 0 6, 0,60

*fatores de estresse associados : 200 mgSReH., 6g/L de
acido latico, 20,6% de sacarose (ajustpdaa 9,5% p:v de
etanol ) e pH = 3,6 ; ** M= Médias obtidas do3®e 7° ciclos fer-
mentativos. *** DP= Desvio Padrdo. ***Con trole7;5% (p:v) de
etanol, auséncia de sulfito e acido latico, estmacom pH 4,5.
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com M1 (controle) resultou emmenor producéo significativa (Testept< 0,0008) de
acido latico, cerca de 26%, exercendo um certo rpadibacteriano. Entretanto, nos
demais meios o referido tratamento ndo resultoumemor producéo (Testeg,> 0,05)

do acido. Este resultado pdde ter ocorrido, paéstanfermentagdo com alto grau de
estresse, tal recurso pdde perder sua eficiérglia fato de elevar também o estresse da
levedura, afetando seu metabolismo, causando eéisgar e favorecendo de certa
forma o desenvolvimento de bactéria contaminanta pberacdo de vitaminas e
aminoéacidos durante o processo fermentativo. Aligatda célula d&. cerevisiagpode
liberar até 30% do nitrogénio total, sendo que mfaacidos podem corresponder a
25% desse nutriente (LURTOBL al,1989, Apud CHERUBIN, 2003). CHERUBIN
(2003), também sugeriu a possibilidade da liselaelda levedura suprir alguma

deficiéncia do mosto e entao estimular o desenv@mio bacteriano.

5.2.4. Atividade da Bomba de protons

Os diferentes tratamentos tiveram uma tendénciainfleéncia
significativa (Anova,p = 0,0190) na atividade da Bomba de prétons daagjemsS.
cerevisiaePE-2. A FIGURA 16 mostra que o M2 apresentou, e#diey 0 maior valor
absoluto da atividade de Bomba de prétons no dercdos ciclos. Isto indica que o
tratamento acido associado ao baixo pH 3,6, emrepgesde acidos organicos, sulfito,
etanol e alta concentracéo de glicose promoveraraumento gradativo de até 69% da
atividade da Bomba de protons em relacdo ao teraqm Este resultado esta de acordo
com os pesquisadores que mostraram os fatores pd hasociado a presenca de
acidos organicos, glicose e etanol (VIEGAS e SA-BBR\, 1991; CARMELOet al,
1997; VIEGAS et al,1998; SOUZAet al, 2001) como sendo responsaveis pelo
aumento da atividade de*{ATPase; a qual esta diretamente relacionada com a
atividade da Bomba de protons (SERRANO, 1980).

A TABELA 10 mostra que o0 tratamento acid@percutiu no
aumento significativo (Teste,< 0,003) de 204, 344 e 77% da atividade da Bomba d
prétons nas células de levedura para os meiosotentrde pH 3,6 e 4,5,
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FIGURA 16:Efeito do tratamento acido na atividade da Bande prétons da li-
nhagemsS. cerevisia®E-2 durante a fermentacdo desta, a 3Zh€,meios com
alto grau de estresse.

To = inicio da fermentacao.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS€IL, O g de acido latico/ L, converséo tedrica deasase para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e trataméntdo sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHS{L, 6 g de &cido latico/L, conversédo teérica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamentocasab pH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHS{L, 6 g de acido latico/L, conversédo teérica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentodasib pH 2,0 por 45 min.

M4 =200 mg de NaHS4L, 6 g de &cido latico/L, converséao tedrica deasage para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentocasab pH 2,0 por 45 min.
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TABELA 10: Atividade da Bomba de protons da linhag&n
cerevisiaePE-2 obtida pelo processo fermentativo, & G2em
mostos com fatores de estresse associados* comcéus@ presen-
¢a de tratamento &cido por 45 min, pH 2,0.

Tratamento acido Atiglade da Bomba de
prétons imoles de H /h/g)
M *% DP *k%
controle****
ausente 176,0 38,5
presente 535,9 255,0

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 124,8 20,5
presente 554,0 191,0

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 296 14,0
presente 523 273,0

*fatores de estresse associados: 200NadiSQG/L, 6g/L de

acido latico, 20,6% de sacarose (aflastgpara 9,5% p:v de
etanol ) e pH = 3,6 ; ** M= Médiagbtidas do 3°,%5e 7° ciclos fer-
mentativos*** DP= Desvio Padrdo. **** Controle :7,5% (p:v) de

etanol, auséncia de sulfito e acido latico, etmosm pH 4,5).

respectivamente, quando comparados com 0s mesmios &M tratamento. Esta
elevacao da atividade da Bomba de prétons se dalepiar a acidificacdo intracelular
que foi intensificada pelo tratamento acido, eatrit, resultou em um aumento do
gasto energético da célula. Segundo pesquisadores]i das leveduras € mantido
constante pela acdo conjunta da&ATPases plasmatica, vacuolar e mitocondrial
(BEAUVOIT et al, 1991) com o gasto de ATP. O aumento excessivid d&TPase
resulta em uma significante diminuicdo da energieessaria para 0 crescimento da
levedura e outras funcdes metabdlicas essenci®t/l(Be COOTE, 1999) e com o
tempo ndo seré possivel a manutencao do pH intfacévando a uma diminuicao do
crescimento e finalmente a morte celular (HAEMaL, 2004).

5.2.5.Trealose
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FIGURA 17 Efeito do tratamento acido na formacéo de tregbete linhagens.
cerevisiaePE-2 durante a fermentacéo desta, a 32° C, ensoamn

alto grau de estresse.

To = inicio da fermentacao.

Médias obtidas do final dd@ @iclo fermentativo

M1 (controle) = 0 mg de NaHS@L, 0 g de acido latico/L, conversao teorica deasose
para 7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4ratamento acido sob pH 2,0 por 45 min.
M2 =200 mg de NaHSDL, 6 g de &cido latico/L, converséo teorica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamenidoésob pH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHSDL, 6 g de acido latico/L, converséo tebrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamenidodsob pH 2,0 por 45 min.

M4 =200 mg de NaHSEDL, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamenidoésob pH 2,0 por 45 min.
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A FIGURA 17 mostra que houve tendéncia de aumento n
concentracdo de trealose pela levedura estudadadesos meios testados em relagcéo
a concentracdo do inicio da fermentacdo (Angva, 0,005). A maior porcentagem
deste carboidrato foi encontrada na biomassaledadura alimentada com M1
(controle), no qual existiu uma menor concentralgieacarose. Assim, como discutido
no item 5.1.5., a menor concentracdo de acucarostonproporcionou maior estoque
de trealose, estando este resultado de acordo titeragura.

O tratamento &cido foi responsavel por dim@nuicdo em torno
de 13% do acumulo de trealose pela levedura esiutzsimeios controle, de pH 3,6
e pH4,5(TABELA 11). O aumento do AMPcioliocasionado pelo consumo de

ATP por H-ATPase em funcéo do tratamento &cido, ativaealdse a qual degrada a

TABELA 11: Formacdo de trealose pela linhag8&merevisiae
PE-2 durante o processo fermentativo, &C32m mostos com
fatores de estresse associados* com presencais@ncia de
tratamento acido por 45 min, pH 2,0.

Tratamento acido Trealose (g 106 de massa seca)
™ Dp***

controlex***

ausente 7,9 2,6

presente 6,7 2,0

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 45 0,7
presente 4,0 15

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 5,8 1,2
presente 50 1,6

*fatores de estresse associados: 200NadiSQ/L, 6g/L de
acido latico, 20,6% de sacarose f{aflss para 9,5% piv de
etanol ) e pH = 3,6 ; ** M= Médiagbtidas ao final do 7° ciclo fermen-
tativg, *** DP= Desvio Padrdo. **** Controle: 7,5%p(v) de etanol,
auséncia de sulfito e &cido latico, e mosto cond -
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trealose (VALLEet al, 1987). A capacidade reduzida de estocar sealemn funcao
do referido tratamento foi relacionada com a dingi&o da viabilidade celular da
linhagem PE-2. Desta maneira, o efeito protetortrdalose sobre a levedura foi

diminuido.

5.2.6. Proteina residual

ApoOs a andlise estatistica verificou-se que a prateesidual do vinho
delevurado de. cerevisiad’E-2 sofreu influéncia dos diferentes meios fetaterns
(Anova,p < 0,0001). O meio controle foi responsavel pedgan obtencdo da proteina
residual representando uma diminuicéo significa{iVdKEY, p < 0,05) de 64, 54 e
47% quando este mosto substituiu os M2, M3 e Mépaetivamente. (FIGURA 18).
Isso mostra que existiu sinergismo entre a tox@mdalo sulfito, acido latico,
concentracdo elevada de sacarose, etanol e pHo3gimento da proteina no vinho
delevurado.

O tratamento acido causou um aumento significaiveste-t,p =
0,0276) de 37% da proteina residual apenas no ecoeiocestresses associados e pH 4,5
do mosto (TABELA 12). Este resultado mostrou queferido tratamento da levedura
acabou diminuindo a integridade da membrana, awuaentise celular, e ou diminuiu o
consumo de proteina no meio. Além disso, o tratéaonérido reduziu em parte o efeito
protetor do pH 4,5 sobre o metabolismo do micragyaa, durante o processo

fermentativo.

5.2.7. Determinacdo do acucar redutor residual alptrendimento e produtividade
etanolicos

A FIGURA 19 mostra que a concentragdo de agUcatuasdo vinho
delevurado d&. cerevisiaePE-2 sofreu influéncia significativa (Anoyag 0,0001) dos
diferentes meios fermentativos. A menor taxa de AR#hcontrada foi no meio
controle, resultando em uma diminuicao signifi@ttM UKEY, p < 0,05), cerca de
95%, em relagdo aos M2 e M3. N&o existiu diferesigaificativa entre o M1 e o0 M4,

mostrando, mais uma vez, que o pH 4,5 proporciomeou maior consumo do acucar.
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FIGURA 18: Efeito do tratamento acido na liberad@groteina residual pela linhagem
S. cerevisiad’E-2 durante a fermentagdo desta,aCG32em meios com alto grau de
estresse.

Médias obtidas do °3 ao 7 ciclo fermentativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS@L, 0 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratgmacido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHS®L, 6 g de &cido latico/L, conversao teorica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHS®L, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHSOL, 6 g de &cido latico/L, conversdo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.
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TABELA 12: Proteina residual obtida pelo processo
fermentativo deS. cerevisiad’E-2, a 32C, em mostos
com fatores de estresse associados *, com aus#ncia
presenca de tratamento &cido por 45 min, pH 2,0.

Tratamento &cido Proteina residuahgg/ mL)
M *% DP *kk

controlex***

ausente 14 4,8

presente 14 3,4

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 26 12,0
presente 33 10,0

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 19 8,0
presente 26 6,0

* fatores de estresse associados :nRPMNaHSQ/ L,
6g/ L de acido latico, 20,6% de sacar(ajastada para
9,5% p:v de etanol) e pH=3,6; * M =@dias obtidas
do 3 ao 7 ciclo fermentativo. *** DP = Desvio Padro.
**x% Controle: 7,7% (p:v) de etanol, auséncia de sulfito e
acido latico, e mosto com pH 4,5.

Entretanto, no M3, mesmo sendo utilizado o pH 4,%axa de sulfito empregada foi
muito elevada, e este fator junto ao tratamenidodepercutiu em um aumento do
estresse. O excesso de sulfito presente no mossoontatamento acido diminuiram o
consumo da sacarose pela levedura por afetaremetaibolismo, pois, como discutido
anteriormente, o sulfito nesta condicdo encontramsemaior quantidade na forma de
SO que é mais téxica para a levedura (CARTWRIGH AL, 1989).

Através da TABELA 13 é possivel verificar que existma tendéncia
significativa (Teste Fp < 0,0154) do tratamento acido ter aumentado atmlzale de
acucar redutor residual total nos trés meios coatus: O tratamento com acido
sulfarico repercutiu em um aumento significativegie-t,p < 0,0036) de 221 e 300%

de ARRT nos meios com pH 3,6 e 4,5, respectivam@stéiferencas entre as médias
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FIGURA 19: Efeito do tratamento acido no agucaduter residual total apds a
fermentacdo, a 3, pela linhagenS. cerevisiaePE-2 em meios com alto grau de
estresse.

Médias foram obtidas do® o 7° ciclo fermentativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS@L, 0 g de acido latico/ L, conversao teéricasdearose para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratgmacido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHS®L, 6 g de &cido latico/L, conversao teorica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHS®L, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHSEL, 6 g de &cido latico/L, conversdo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.
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do meio controle ndo foram consideradas signifreati(Teste-tp > 0,05), mostrando
que o tratamento acido prejudicou o consumo deaaggaando esteve associado aos
outros estresses.

A FIGURA 20 mostra que houve uma pequena tendé@ciafluéncia
dos diferentes tratamentos na obtencéo do rendinegamdlico pela linhagem PE-2. No
controle houve o maior valor absoluto do rendimetémélico pela linhagem estudada.
Embora, esta diferenca tenha sido em torno de 1labdrrem relacdo ao M2 e M3, e
de 7% maior quando comparado ao M4, ndao fasidenada significativa (Anova,>

0,05). Entretanto, a TABELA 14 mostra que o traata acido resultou em uma dimi-

nuicdo significativa (Teste-p < 0,0001) das médias do rendimento etandlico aceec
33%, nos trés meios estudados. Este resultado anogtre o tratamento com acido
sulfurico (pH 2,0 por 45 min) foi prejudicial acgmesso fermentativo.

Quanto ao parametro produtividade etandlica, a R&21 mostra
gue existiu uma pequena tendéncia do M4 obter omvailor absoluto. Mesmo esta
diferenca sendo de 13% em relacéo ao controlefan@onsiderada significativa.

A TABELA 15 mostra que o tratamento com acido sudfil causou
decréscimo significativo (Teste{h < 0,0001), em torno de 34%, na produtividade
etandlica nos trés meios testados.

Dessa forma, através dos parametros analisados itest (5.2.) foi
possivel verificar que o tratamento acido intedf@regativamente no metabolismo da
levedura, estando tal resultado de acordo com NU&IES. 1991 e LUDWIGet al,
2001. Principalmente quando este esteve assoei@si@feitos negativos do sulfito,
acido latico, pH 3,6, concentracdo de sacaroseamoletEntretanto, 0os processos
fermentativos estavam com o nivel de contaminagatralado, e segundo HYNES
al.(1997) o crescimento das bactérias é o fator derneastresse para a fermentacéo
etandlica. Ainda assim, o emprego abusivo do tratdénacido deve ser revisto, por
este ndo conseguir exterminar toda a bactéria mamaate; a qual pode se multiplicar
quando o metabolismo da levedura estiver danifichdante o processo fermentativo.
O emprego de enzimas desfloculantes (OLIVEIRA-FRBGWA e HORII, 1998;
LUDWIG, 2005), a centrifugacdo da biomassa de lexedpds o tratamento acido para

eliminar bactérias ainda vivas (SOUZA e MUTTON, 2@ o repouso desta antes de
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retornar ao processo, poderiam ser mecanismozadlis para amenizar o efeito

prejudicial deste tratamento e diminuir sua inteaggacacao.

TABELA 13: AcUcares redutores residuais totais obtidos
pelo processo fermentativo 8ecerevisiad’E-2, a 32C,
em mostos com fatores de estresse associados “awsin-

cia ou presenca de tratamento acido por 45 mirg,pH

Tratamento acido ARR[Pb)

M *% DP *kk
controlex***
ausente 290, 0,09
presente 220, 0,17

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 51,4 1,00
presente 4,6 3,00

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 50,5 0,22
presente 2,2 1,7

* fatores de e stresse associados : 200 mg NaHSO6g/L

de acido latico, 20,6% de sacarogejustada para
9,5% p:v de etanol) e pH=3,6; *MMeédias obtidas
do 3ao Pciclo fermentativq. ** DP = Desvio Padrao.
***+*Controle: 7,5% (p:v)de etanol, auséncia de sulfito e acido
latico, e pH do mosto 4,5.



70

ul (2]
o o
I |

N
o
|

N
o
I

Rendimento etandlico (%)
w
o

H
o
I

M1 M2 M3 M4

Meios fermentativos

FIGURA 20: Efeito do tratamento acido no rendinoegtiandlico obtido pela linhagem
S. cerevisiad’E-2 durante a fermentacio, & 82 desta em meios com alto grau de

estresse.

Médias obtidas das amostras do 3 ao 7 ° cicindetativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS@®L, 0 g de acido latico/ L, conversédo teodricasdearose
para 7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4fatmento 4cido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 = 200 mg de NaHS®L, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHS®L, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHS®L, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamento asatopH 2,0 por 45 min.



TABELA 14: Rendimento etandlico obtido pela linhagem
S. cerevisia€’E-2 durante o processo fermentativo ,aC32
em mostos com fatores de estresse associados*, aasén-
cia ou presenca de tratamento acido por 45 mirg,pH

Meios Rendimengtandlico (%)
M *% DP *k%

controle****

ausente 75 10

presente 51 5

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 69 14
presente 46 7

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 74 9
presente 48 7

* fatores de estresse associadd®0 mg NaHSe¢Y L,
6g/ L de acido latico, 20,6% de sacarofgustada para
9,5% p:v de etanol) e pH =3,6;* MMé&dias obtidas do
3 ao 7 ciclo fermentativg. *** DP = Desvio Padréo.
**x% Controle: 7,5% (p:v) de etanol, auséncia de sulfito e acido
latico, e mosto com pH 4,5.
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FIGURA 21: Efeito do tratamento acido na pitbddade etanolica obtida pela
linhagemS. cerevisiad®’E-2 durante a fermentacéo, & @2desta em meios com alto
grau de estresse.

Médias obtidas do °2i0 7° ciclo fermentativo.

M1 (controle) = 0 mg de NaHS®L, 0 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose para
7,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 eatrento acido sob pH 2,0 por 45 min.

M2 =200 mg de NaHSL, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase para
9,5% (p:v) de etanol, pH do mosto 3,6 e trataménido sob pH 2,0 por 45 min.

M3 = 390 mg de NaHSDL, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentocasab pH 2,0 por 45 min.

M4 = 200 mg de NaHS#L, 6 g de acido latico/L, conversao teorica aeasose para 9,5%
(p:v) de etanol, pH do mosto 4,5 e tratamentocésab pH 2,0 por 45 min.



TABELA 15: Produtividade etandlica obtida pela linhagem
S. cerevisiad’E-2 durante o processo fermentativo, ai32
em mostos com fatores de estresse associadosfresen-
¢a ou auséncia de tratamento acido por 45 min,,pH 2

Tratamento acido Produtividade et®lica
(g/ L.h)
M *% DP *k*k
controle****
ausente 6,5 0,9
presente 45 0,4

mosto com pH 3,6
mais fatores de

estresse
ausente 7,3 1.4
presente 4,9 0,8

mosto com pH4,5
mais fatores de

estresse
ausente 8,1 0,9
presente 51 0,9

* fatores de estresse associados :nRPONaHSGQ/ L,
6g/ L de acido latico, 20,6% de sacar(gestada para
9,5% p:v de etanol)e pH =3,6;* M#edias obtidas do
3® ao 7 ciclo fermentativg.** DP = Desvio Padr&o.
***xxControle: 7,5% (p:v) de etanol,auséncia dgfiso e acido
latico, e mosto com pH 4,5.
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5.3.pH 6timo fermentativo sob condi¢des de fatores dizesse associados

Nesta terceira etapa do trabalho foi verificadotb ggiimo para um
melhor funcionamento do metabolismo da linhageniestledura PE-2 em processos
fermentativos com diferentes fatores de estresséf#tn, acido latico e etanol. Os dados
analisados neste item foram obtidos das amostiiasdi@s dos processos fermentativos
descritos na TABELA 3 ( p. 23).

5.3.1. Viabilidade e Brotamento

Ao submeter os dados obtidos da viabilidade e bremdo celulares de
Saccharomyces cerevisi®-2 a andlise deVariancia verificou-se que haliferenca
estatistica entre alguns tratamentos (Angva,0,05). Quanto a estes dois parametros
analisados, ndo existiu diferenca estatistica (TYKE> 0,05) entre os mostos com pH
4,5 (controle) e pH 5,0. (FIGURAS 22 e 23). Entnétaa utilizacdo dos pHs 3,5 e 4,0
repercutiu em uma diminuicdo significativa (TUKEWN,< 0,05) da viabilidade em
média de 25% e do brotamento de 50%. Desse mopld, ®0, assim como o pH 4,5
analisado nos experimentos anteriores (item 54.5.2.1.), exerceram um efeito
protetor sobre o metabolismo &e cerevisiad®’E-2 perante ao sulfito, acido latico e
etanol.

Como ja mencionado anteriormente, esses resultddeem estar
associados ao fato de que o pH mais elevado oeasinor entrada de acidos
organicos, S@ para o0 espaco intracelular e tem menor efeitoctdxssociado a
presenca do etanol (CARTWRIGHET al,1989).

A viabilidade e brotamento celulares sdo imporanparametros para
a verificagcdo de um bom estado fisiologico da levadassim, o pH inferior a 4,0
mostrou interferir no metabolismo deste microrgasisie modo sinérgico com outros

fatores estressantes.

5.3.2.Producéo de Biomassa

A FIGURA 24 mostra que houve uma tendéncia de cnestto celular
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FIGURA 22: Viabilidade celular da linhage® cerevisiad®®E-2 apos sua fermentacéo,
a 32° C, em mostos com alto grau de estresseferardes pHs.

Médias obtidas do°30 7 ciclo fermentativo.

pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHS®L, 6 g de &cido latico/ L, conversdo tedricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHS8Q@, 6 g de acido latico/ L, converséo tedricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSQ., O g de &cido latico/ L, conversao tedricasdearose
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHS8Q@, 6 g de acido latico/ L, conversao teoricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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FIGURA 23: Brotamento celular da linhagent. cerevisiaePE-2 ap6s sua
fermentacdo, a 8, em mostos com alto grau de estresse em diésrehis.
Médias obtidas do°30 7° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (most0)200 mg de NaHS{IL, 6 g de Acido latico/L, conversdo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSAQ, 0 g de acido latico/L, conversao teérica deasose
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, conversao tedrica dessose
para 9,5% (p:v) de etanol.



1

[EEN
o
|

Biomassa seca (g)/ 225mL

o =N w b (6] (o2 N 0 O
!

3.5 4.0 4.5 5.0
pH

FIGURA 24:Biomassa seca da linhage® cerevisiad’E-2 apos sua fermentacgdo, a
32°C, em mostos com alto I%rau de estresse em diferphtg

Biomassa seca inicialj biomaseaa apés a fermentacao.
Médias obtidas do°35° e 7° ciclos fermentativos.
pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHS{L, 6 g de &cido latico/L, conversao tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.
pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD, 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.
pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSO, 0 g de &cido latico/L, conversao tedrica deasose
para 7,5% (p:v) de etanol.
pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHS0D 6 g de &cido latico/L, conversdo teorica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.
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atividade da Bomba de protons ja que a enzim&FPase tem que transportar para o
exterior da membrana o excesso degte entra na célula em condicbes mais &cidas,
pela linhagem estudada apoOs os processos featines. Tal resultado era esperado
ja que a levedura produz alcool na fase exponedeatrescimento. O maior valor
absoluto de crescimento obtido foi no controle ¢H) onde n&o ultrapassou 19%,
sendo essa diferenca considerada nao significeBiM&EY, p > 0,05), entretanto, se
houvesse um maior numero de repeticdes, talveza eferenca se tornasse
significativa. O controle proporcionou, ainda, uomeento da biomassa, cerca de 10 %,
em relacdo aos demais meios, mostrando que osgaesociados exerceram uma certa

influéncia na inibicdo do crescimento.

5.3.3. Acidez total expressa em acido latico

A FIGURA 25 mostra que no mosto delevurado do cbatfpH 4,5),
apos a fermentagcdo poB. cerevisiaePE-2, foi obtido o menor valor de acidez total
(expressa em g de acido latico/ L). Este resultado previsto, pois em tal mosto
fermentativo ndo foi adicionado 6 g de acido ldticoomo nos outros. Entretanto, a
comparacao da producdo de &cido latico entre osidemeios ficou comprometida,
pois os diferentes pHs utilizados interferiram, oowsto nos itens anteriores, no teste
de acidez que é feito por titulagdo com NaOH (),18 importantesalientar que a
TABELA 5 mostra, através de analise em CLAE, qu® rocorreu diferenca
significativa na producado de &cido latico entralibsrentes pHs dos mostos com o alto
grau de estresse, pois nédo foi induzida uma contgéo significante.

5.3.4. Atividade da Bomba de protons

A Figura 26 mostra que os diferentes tratamentesraim uma
tendéncia de influéncia significativa (Anova,< 0,0001) na atividade da Bomba de
protons da linhagen$. cerevisiadPE-2. Os maiores valores médios da atividade da
Bomba de prétons foram obtidos no pH 5,0 e 3,5reffamto, sob pH 3,5 a levedura
mostrou tendéncia significativa de aumento da s no 7 ciclo fermentativo, e sob
pH 5,0 tendéncia de diminuicdo. Este resultadd dstacordo com a literatura, pois
como discutido anteriormente, o pH mais baixo, @odrer de alguns ciclos, eleva a
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FIGURA 27: Acidez latica produzida apoOs anfentacdo poiS. cerevisia®E-2, a
32° C, em mostos com alto grau de estresse &memties pHSs.

Médias obtidas do 3 ao 7 ° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHS€L, 6 g de &cido latico/L, conversao tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSD, 0 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH5,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.
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havendo um gasto elevado de ATP e déficit eneptica as manutencdes fisioldgicas

e metabodlicas.

5.3.5Trealose

A formacéao de trealose antes do inicio da ferméotaela linhagers.
cerevisiaePE-2 foi igual a zero, assim a FIGURA 27 mostra ouve um aumento
significativo (TUKEY, p < 0,05) da concentracdo desse dissacarideo peldule em
todos os meios testados. A maior porcentagem destidrato foi encontrada na
biomassa da levedura alimentada com o meio pH %(5,.enos quais existiu maior
viabilidade celular. Este fato reforca que a cagmde da levedura estocar trealose esta
relacionada com um melhor estado fisiologico qua es encontra. (D"AMORIEt
al.,1991).

5.3.6.Proteina residual

Apoés a andlise estatistica verificou-se que a prateesidual do vinho
delevurado de. cerevisiad’E-2 sofreu influéncia dos diferentes meios fetaterns
(Anova, p < 0,0001). A FIGURA 28 mostra que a faixa de pBl do 5,0 nos mostos
proporcionou uma menor concentracdo de protegésalual nos vinhos delevurados
sem diferencas significativas (TUKEY,> 0,05). O meio com pH 3,5 mostrou um
aumento significativo da proteina residual em &% ®m relacdo aos demais testados.
Desse modo, o pH mais elevado proporcionou mesercklular, maior integridade da
membrana da linhagem PE-2 e ou maior consumo deipaono meio, como observado

nos experimentos anteriores.
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FIGURA 26:Atividade da Bomba de prétons da linhag&ncerevisiaePE-2 durante
o processo fermentativo, a°32, em mostos com alto grau de estresse em uliésre
pHSs.

pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHSEL, 6 g de acido latico/ L, converséo tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD, 6 g de &cido latico/ L, converséo tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSD, 0 g de &cido latico/ L, conversao tearide
sacarose para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de acido latico/ L, conversao tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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FIGURA 27: Concentracdo de trealose apds a feagaatpela linhager@. cerevisiae
PE-2,a32C, em mostos com alto grau de estressdfenemntes pHs.

Médias obtidas do 7 ° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (most0)200 mg de NaHS{L, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSD, 0 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaH8 6 g de acido latico/L, conversao tedrica dessose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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FIGURA 28: Proteina residual apos a fermentac®& &, pela linhagenS. cerevisiae
PE-2 em mostos com alto grau de estreasgiferentes pHs.

Médias obtidas do°3ao 7 ° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHSS{IL, 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de acido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSO, 0 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHS80 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.
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5.3.7. Determinacdo do acucar redutor residual tpteendimento e produtividade
etandlica

A FIGURA 29 mostra que o acucar redutor residual totavoiino
delevurado deS. cerevisiaePE-2 sofreu influéncia significativa (Anova,< 0,0001)
dos diferentes meios fermentativos. A faixa de pHab 5,0 proporcionou uma reducao
significativa (TUKEY p < 0,05) do acucar redutor em relacdo ao pH 3,5&Enm18%.
Dessa forma, através do equilibrio Carbono/ Nitnem&fetuado pela levedura durante
seu crescimento, existiu 0 menor consumo de sacamosmeio com pH 3,5, e
consequentemente, uma menor absor¢cdo de nitrog&uie nos demais meios
testados. A maior sobra de agucares no vinh@andiegundo ALTERTHUMet al
(1984), que as células de leveduras estdo enfra@see mais incapacitadas de utilizar

adequadamente o substrato disponivel.

A FIGURA 30 mostra que houve tendéncia da influgwlds diferentes
tratamentos na obtencdo do rendimento etandlica lhagem PE-2 (Anovg) =
0.049). O controle (pH 4,5) e o0 meio com pH 5,0,@ #Weram uma tendéncia de
apresentar as maiores médias de rendimento, emtabrdijferenca ndo tenha sido
considerada significativa (TUKEY > 0,05), chegou até 13% em relacdo ao meio com
pH 3,5. E comum fatores estressantes atingirem afrrgrau a viabilidade celular ao
invés da producdo etandlica, entretanto, se asefdapdes destes experimentos
seguissem por varios ciclos, provavelmente, aumantaimpacto sobre o rendimento
etanolico, jA que sua viabilidade foi bastanteaaf@tem poucos ciclos. Quanto ao
parametro produtividade etandlica, a FIGURA 31 maosfue existiu uma pequena
tendéncia dos meios com pH 4,0 e 5,0 obterem asresamédias, embora, esta néo
tenha sido significativa.

Através dos parametros analisados nesses expeosndat possivel
verificar que no pH mais elevado, principalmentéxpno ao 5,0, houve uma maior
protecdo dos fatores sinérgicos de estresse, aspectos fisiologicos, para a
levedura, destacando-se viabilidade celulartabnento celular e estoque de trealose.
A faixa de pH 4,0 a 5,0 foi responsavel pela meoncentracdo de proteina residual no
meio, menor ARRT, e ainda tendéncia de maioresmesrdos etanolicos. Esta faixa de
pH coincide com a descrita por LEITA€ al (1988) como a que favorece a levedura e
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inibe o desenvolvimento de bactérias contaminatiesnte o processo fermentativo. E
importante ressaltar que, segundo GOMES (1988xktexperdas de nutrientes em
valores baixos de pH (abaixo de 4,0), principalmentrogénio e potassio, elementos
essenciais para o metabolismo da levedura.

Segundo JONESetal. (1981), os valores de pH dos meios
fermentativos industriais geralmente encontram-@adaixa de 4,5 a 5,0; embora,
possam atingir pH mais baixo como 3,8, dependemdprdcesso. Dessa forma, estes
resultados mostram que o processo fermentativo@wio na faixa mais elevada de pH
nas industrias, acaba beneficiando a integridaddoldgica da levedura em
fermentacdes com altas concentracdes de acido,|l&i@, sacarose e etanol. Além
disso, quando é feito o tratamento acido de forxaaerbada sobre a levedura, os danos

fisiologicos podem ser intensificados como mostnagldtem 5.2. deste trabalho.
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FIGURA 29: Acucares redutores residuais totaisapfermentacéo pela linhaget
cerevisiaePE-2, a 32C, em mostos com alto grau de estresse em

diferentes pHs.

Médias obtidas do 3 ad @iclo fermentativo.

pH 3,5 (most0)200 mg de NaHS®DL, 6 g de &cido latico/ L, converséo teodricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSQ@, 6 g de acido latico/ L, conversao tedricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSQ@, O g de acido latico/ L, conversao tedricasdearose
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaH8Q@, 6 g de acido latico/ L, conversao tedricasdearose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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FIGURA 30: Rendimento etandlico apos farmentacdo pela linhagens.
cerevisiaePE-2, a 32C, em mostos com alto grau de estresse emenitey pHs.
Médias obtidas do 3° ao 7° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (most0)200 mg de NaHS$L, 6 g de acido latico/L, converséao tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSD 6 g de &cido latico/L, converséo tedrica deasase
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSO, 0 g de &cido latico/L, conversao tedrica dessose
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaH8 6 g de acido latico/L, conversao tedrica deasose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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FIGURA 31 Produtividade etandlica apds a fermentacdo petdhadiem S.
cerevisiaePE-2, a 32C, em mostos com alto grau de estresse dfaremtes pHs.
Médias foram obtidas das amostras 8a@7 ° ciclo fermentativo.

pH 3,5 (mosto)200 mg de NaHSO3/L, 6 g de acido latico/L, con&ertedrica de sacarose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,0 (mosto): 200 mg de NaHSOS3/L, 6 g de acéiwd/L, conversao tedrica de sacarose
para 9,5% (p:v) de etanol.

pH 4,5 (controle): 0 mg de NaHSO3/L, 0 g de adat@o/L, conversao tedrica de sacarose
para 7,5% (p:v) de etanol.

pH 5,0 (mosto): 200 mg de NaHSO3/, 6 g de atatoo/L, conversao tedrica de sacarose
para 9,5% (p:v) de etanol.
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5.4. Efeito do tratamento acido e pH dos mostos duraatéermentacdo mista d&
cerevisiaePE-2e L. fermentunCCT 1396

Dentre os fatores de estresse estudados nas itrésrps etapas deste
trabalho, o pH baixo, principalmente o obtido p#&ltamento acido, foi o que teve
maior relevancia. Entretanto, as fermentacdes iargerndo foram avaliadas sob alto
indice de contaminacdo. Assim, nesta Ultima fastat@mlho foram testados diferentes
tempos de tratamento com o acido sulfurico e ogaaderam ajustados para pH 3,8 ou
4,8 durante fermentac6es com alto nivel de contagam A TABELA 4 (p. 24) mostra

como foi realizado cada um destes processos featnarg.

5.4.1.Viabilidade e Brotamento

Ao submeter os dados obtidos da viabilidade e bremto celulares de
Saccharomyces cerevisid@E-2 a analise Variancia, verificou-se que naovaou
diferenca estatistica entre os tratamentos (Anpva0,05). Entretanto, ao observar a
TABELA 16 pode-se verificar que existiu uma tendéndas maiores viabilidades
médias se encontrarem no processo fermentativoodtrote (T1: tratamento acido
ausente e mosto fermentativo com pH 3,8) e dtafranto 5 (T5: tratamento acido
por 1h e mosto fermentativo com pH 3,8); e provaegite se a fermentacdo fosse
continuada por varios ciclos tais diferencas seattam significativas. Dessa forma,
estes resultados indicam que a utilizacdo do pHd8r8nte o processo fermentativo
com elevado grau de contaminacéo bacteriana (adeni’ cel/ mL) pode ser mais
viavel que o pH 4,8. Tais dados sdo coerentes, goibactérias, em geral, ttm o
metabolismo mais ativo em pHs menos acidos; o qumfirmado na mesma TABELA
16 ao verificar que os maiores valores absolutesutiédades formadoras de colonias
(UFC/ mL) deLactobacillus fermenturse encontram nos tratamentos T2 e T3, cujo
pH do mosto fermentativo foi igual a 4,8. As UFRflie resultaram do T3 foram
123% maiores que as obtidas no T5, cujo trataméwsido foi também de 1h,
entretanto, o pH do mosto foi mais baixo. Outraeol@scdo importante € que o
tratamento acido ndo mostrou ser o principal fpya as maiores viabilidades, ja que
este ndo foi feito no T1 e obteve-se a viabilideeimelhante ao tratamento de 1h com
acido sulfarico no T5. Além disso, ndo houve difgra estatistica entre UFC/ mL da

bactéria estudada entre estes dois tratamentos.
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Esses resultados foram similares aos obtidos p&NDD (1998), que apods testar a
retirada do tratamento acido do fermento em umadJsm Bandeirantes (PR), ndo
verificou diferencas estatisticas para a viabileldd levedura e UFC/ mL da bactéria

em relagdo ao fermento tratado.

TABELA 16: Viabilidade e brotamento da linhag&ncerevisiaePE-2 e UFC/mL dé&.fermentum
CCT 1396 apds fermentacéo mista, a @2e do tratamento com &cido sulfirico do fermépte
2,5).

Tratamento  Viabilidade média Brotamento médio da UFC x 10/ mL
S da levedura (%) levedura (%) da bactéria
M* DpP** M DP M DP

T1 30,7 8,8 4.6 2,6 1,2 0,9
T2 27,0 7.8 4.6 3,7 1,6 0,6
T3 27,0 9,0 34 3.8 2,2 1,2
T4 28,0 8,0 2,8 1,7 1,2 0,6
T5 31,3 10,3 2,9 2,4 1,0 0,4

*M= médias obtidas do°3o 7 ciclo fermentativo; **DP = desvio padrabl (controle) = tratamento
acido ausente e mosto com pH 3;8;=tratamento acido por 2h e mosto com pH ZB:= tratamento
acido por 1h e mosto com pH 418} = tratamento acido por 2h e mosto com pH B3s= tratamento
acidopor 1h e mosto com pH 3,8.

NUNES et al (1991) mostraram que a retirada do tratamentdoaci
além de outros antimicrobianos do processo de faagao alcoodlica, em duas
destilarias de Alagoas, ndo elevou significativamem numero de bactérias
contaminantes. Estes autores alegam que o empregoreferidos tratamentos é
inoportuno por ser responsavel por uma infinidade rdacbes quimicas e pelo
desequilibrio do importante sistema enzima-sulmstratmeio fermentativo.

Muitos pesquisadores defendem a prética do tratamécido, mas
desde que seja feito com cautela, e em determinmdasdos do processo fermentativo.
(BOVI e MARQUES, 1982; YOKOYA, 1989). Por outro @&TUPIELLO e HORII
(1981) mostraram que o tratamento acido é um dagopdundamentais para o bom

desempenho da fermentacédo. Segundo estes pesgessanldempo de retencédo deve
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ser de duas a trés horas, e sera suficiente pavagar a eliminacdo de grande parte da
contaminagcdo sem afetar, de maneira sensivel, ilidéae celular da levedura do
processo.

Nas usinas o tratamento acido € normalmente engwegano meio
de controlar a contaminagdo e promover a desflogalalo fermento. Ainda existem
muitas ddvidas quanto a intensidade do tratamecitb AE importante lembrar que
apos a destilacdo do vinho a vinhaca vai condu&cido sulfarico ao solo causando
desequilibrio no meio ambiente, além de gerar ¢cuserigo no transporte e no
manuseamento do produto (OTENIO, 1998).

A TABELA 16 mostra que existiu uma tendéncia, emboéo
significativa, da obtencdo das menores taxas dearemto no T4 e T5, assim, o
tratamento acido associado ao pH 3,8 do mosto frdana certa influéncia negativa
sobre a renovagao celular pela levedura. Entretantoterpretacdo do percentual de
brotamento numa fermentacao é particularmenteildifiegundo CARVALHO (2001)

a taxa de brotamento ndo apresenta tendénciadiefinndo guarda necessariamente
relacdo com o crescimento do fermento e nem conalalidade, pois esta ¢ uma
medida pontual e pode sofrer a critica de que tolitemora mais ou ndo se desprende
da célula mé&e se a condi¢éo nutricional assim induz

A contaminacdo bacteriana resultou numa diminudzeiabilidade e

brotamento iniciais da levedura em torno de 70% 3@&0,8respectivamente, nos
diferentes meios fermentativos testados. Resultmioelhante foi obtido no mosto
fermentativo de maior estresse (M2) discutido mmit5.2.1., no qual utilizou-se de
200mg de sulfito/L, 6 g de acido latico/L, 20,6% shcarose, pH 3,6 do mosto e o
tratamento com acido sulfarico 2N sob pH 2,0 pondb. Em tal processo houve uma
diminuicao da viabilidade de 68% e do brotament@¥ para a linhagem estudada de
S. cerevisiad’E-2. Segundo HYNESt al (1997), a contaminacgao por bactéria € o pior
fator de estresse para a fermentacédo, entretaierimento discutido no item 5.2.1.
mostrou que os outros fatores de estresses tesfadimsma associada, mas sem uma

contaminacdo significativa de bactéria, sdo tamtéémlevada importancia.

AMORIM e OLIVEIRA (1982) mostraram que as bactérias

contaminantes causaram prejuizos a fermentacaibieam o crescimento da levedura
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através da producdo de &cido latico e outros acaigénicos. OLIVA-NETO e
YOKOYA (1994) verificaram que houve uma diminuicéla viabilidade celular da
levedura estudada em cerca de 66% quando o nurearéwas dé.. fermentunCCT
1407 atingiu 5,8 x T0cel/mL no 17 ciclo fermentativo. FREGUGLIA (1997) relatou
uma queda de 97% na viabilidade $lecerevisiaepds 12h em cultura mista cdm
fermentum THOMAS et al. (2001) mostraram uma inibicdo de 55% da viabilkdde
levedura estudada em funcdo da contaminacadolLpdermentumdurante 6 ciclos
fermentativos em batelada de mosto a base de mMMIQBRE (2005) chegou a
conclusdo que ap6s 72h de fermentacdo mistaSararevisiaee L. fermentum(10’
cel/ mL) houve uma diminuigéo da viabilidade e aGneénto da levedura em cerca de
75% e 73%, respectivamente. Dessa forma, € impertpservar que os resultados
obtidos no atual trabalho foram semelhantes acsnéraclos na literatura.

CHERUBIN (2003), num experimento comparativo etitrieagens de
S cerevisiaePE-2 ou M-26 em cultura mista cdm fermentumCCT 1407, durante 6
ciclos fermentativos, constatou que ndo houve delagignificativa entre a
contaminacdo bacteriana e a viabilidade das leasduEntretanto, € interessante
salientar que tal pesquisador utilizou-se da canae#o inicial de 1,5 x POUFC/ mL
de bactéria chegando a uma concentracdo maximai® BFC/mL ao final do %
ciclo fermentativo. Provavelmente, foram poucogosicom contaminacdo nao muita
elevada, para ndo ter surtido efeito na viabilidddelevedura. Segundo 0 mesmo
pesquisador, para fermenta¢des industriais, asucomhcdes bacterianas acima de 5,0 x
10° UFC/ mL sdo consideradas prejudiciais, acima 8ex110 UFC/ mL os prejuizos
econdmicos sdo significativos e acima de 1,0 ¥ UBC/ mL ocorrem quedas nos
rendimentos fermentativo e industrial, dificuldadde operacdo de centrifugas,

floculagdo e aumento de consumo de acido sulf@iaotibioticos.

5.4.2.Producéo de Biomassa e Relacao Bactéria/ Levedura

Apoés a analise estatistica verificou-se que osralifes tratamentos
empregados nas fermentacdes foram significativos galiminuicdo da biomassa seca
da levedura (Anovg < 0,0001). Existiu uma reducéo significativa (TUKE < 0,05)
da biomassa em torno de 28%, durante as fermestagienetidas aos Tratamentos 1,

2, 3 e 4 em relacdo a biomassa inicial (Fo) (FIGURRA\ Este resultado mostrou que o
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Biomassa seca (g)/ 225 mL

Fo T1 T2 T3 T4 TS5
Tratamentos

O levedura @ bactéria

FIGURA 32:Biomassa seca média 8e cerevisiaePE-2 elL. fermentunCCT 1396
apo6s fermentacdo, a2, e tratamento acido do fermento (pH 2,5).

Médias obtidas do°3 5’ e 7 ciclos fermentativos.

Fo = biomassa seca inicial do processo fermemwtativ

T1 (controle) = tratamento &cido ausente e masto gH 3,8.

T2 =tratamento acido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento acido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.
T5 = tratamento &cidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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T5 (pH do mosto igual a 3,8 e 1 h de tratamentalcgcfoi o mais eficiente na
formacdo de biomassa seca pela levedura, aumersaahotorno de 22% (TUKEY)

< 0,05) quando esta € comparada com a do T2 e mo§3juais foram utilizados mostos
com pH 4,8. Este resultado mostra, mais uma vee, diwrante um alto grau de
contaminagdo bacteriana é arriscado trabalhar castos de pHs mais elevados.
OTENIO (1998) apresentou resultados semelhantestes,everificando enseus
experimentos que a dorna fermentativa da levedwatada com acido sulfurico
apresentou uma concentracdo do fermento aproxineadani6% maior do que da
levedura ndo submetida ao tratamento.

A FIGURA 32mostra, também, que existiu uma variacdo da formaca
de biomassa seca da bactéria em funcdo dos désrgatamentos fermentativos; esta
foi considerada significativa quando seus dadosnforsubmetidos ao testes de
Variancia (Anovap = 0,0006). Nos experimentos T5 e T4, em que se featamento
acido por 1 e 2 h do fermento, respectivamentdilizau-se o0 meio fermentativo com
pH 3,8, a bactéria ndo apresentou um aumento isigtivDd de sua biomassa em relacao
a sua concentracdao inicial (Fo). Entretanto, natatnentos T1 e principalmente nos T2
e T3, houve crescimento significativo deste contamie. Isto mostrou que o
tratamento acido, associado ao pH 3,8 do most® tefluéncia na reducdo da
contaminacdo bacteriana. E importante ressaliarmgio existiu diferenca significativa
na producdo de biomassa entre T1, T4 e T5, mostrgunel 0 tratamento acido nao é tao
vantajoso sobre a utilizacdo do pH 3,8 para ewitarescimento bacteriano em termos
de biomassa seca.

Ao comparar a biomassa seca dos dois microrgani$RiGJRA 32),
verificou-se que o maior crescimento médio da bectesteve relacionado a menor
biomassa da levedura. Este resultado ocorreu pertpaetéria compete com a levedura
pelos nutrientes do meio, desviando parte desesepam destinados ao fermento para
a formacdo de sua biomassa e manutencdo de sebofisste. Além disso, 0
Lactobacillusproduz acido latico, outros metabdlitos toxicosaesa a floculacdo que
inibem o crescimento das leveduras (ALTERTHEMaL, 1984; YOKOYA e OLIVA-
NETO, 1991). A floculagdo nos tratamentos T2 efdidvisivelmente maior que nos
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meios em que se utilizou pH 3,8 durante o procésseentativo, inclusive no T1 onde
nao foi realizado tratamento acido.

A TABELA 17 mostra as médias dos numeros de céligaeveduras,
bactérias e a relacdo numérica bactéria/ levedpis as diferentes tratamentos
fermentativos. Apds a analise estatistica dos dadesficou-se que houve uma
tendéncia de aumento significativo da razao bactéviedura em relacdo ao inicio da
fermentacdo entre os tratamentos (Angvas 0,05). T1 e principalmente T2 e T3
mostraram um aumento significativo (TUKEY < 0,05) desta razdo em cerca de 600%
quando comparado ao inicio da fermentacdo. T2 eldiBeram relagbes bactéria/
levedura em torno de 72% significativamente (TUKPYs 0,05) maiores que o T5.
Entretanto, ndo houve diferenca significativa efisee T1, reforcando que o tratamento
acido em excesso nem sempre é necessario, desdeflugo mosto néo esteja elevado

(em torno de 4,8) em condic¢des de alta contaminacéo

TABELA 17: Nimero total de células d&. cerevisiae PE-2 e dd.. fermentumCCT 1396, e a
relacdo entre o nimero de bactérias e o de levedm@s fermentacdo mista, & 8 e do tratamento
com acido sulfarico do fermento (pH 2,5).

Namero de Ndmero de NuUmero de Bactérias/
Tratamentos Leveduras x 16/ Bactérias x 10/ Ndmero de Leveduras
mL ML
M* DP** M DP M DP

Fo 8,0 1,0 0,30 0,1 0,38 0D,

T1 3,9 2,4 0,87 0,5 2,30 8D,

T2 3,8 2,0 0,95 0,4 2,73 ,0a

T3 4,1 2,4 1,10 0,3 2,96 ,2a

T4 5,7 3,0 1,04 0,2 1,97 0,94

T5 5,6 2,9 0,90 0,4 1,65 0,53

* M= médias obtidas do°&o 7 ciclo fermentativo. **DP = desvio padrdéo = nimero do
microrganismo no inicio da fermentacag; (controle) = tratamento acido ausente e mostomdm
3,8; T2 =tratamento acido por 2h e mosto com pH B5 tratamento 4cido por 1h e mosto com pH
4,8; T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH B35 tratamento acidpor 1h e mosto com pH
3,8.

5.4.3. Acidez total expressa em acido latico

Através da TABELA 18 (dados A) verifica-se que @uisnterferéncia
do pH 4,8 do mosto nos resultados da acidez ldtsdaratamentos T2 e T3, pois nestes
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ocorreu maior contaminagdo bacteriana (quanto am&nmetros: biomassa seca,
UFC/mL, células bacterianas/mL e razdo de bactélga®duras) e mostrou menor
acidez total (expressa em g de acido latico/ L)a E#erferéncia ja foi discutida nos
itens anteriores e ocorre porque a quantificacd@aido € resultante de um teste de
titulagcdo, onde o pH mais alto do mosto neces&tandnos base para se atingir o pH
8,3, resultando em uma menor quantidade de acidmeatra que uma outra com o pH
menor. Dessa forma, foi necessario fazer a corred@ovinho delevurado dos
tratamentos T2 e T3 para pH 3,8 (igual aos doartramntos restantes) com HCL 5M
para que houvesse uma padronizacdo do pH entitecesntkes processos fermentativos.
Os dadosB da TABELA 18 mostram que o ajuste do pH do vinho
delevurado de T2 e T3 permitiu verificar maior aeidcoincidindo com as maiores
médias de biomassas bacterianas, UFC de bactarigstélulas de bactérias/ mL e
razdo bactéria/ levedura, além das menores viad#isl celulares. A menor
concentracdo meédia de A&cido latico foi obtida natamento T5, sendo esta
significativamente menor que T1, T2 e T3 em 24¢e 36%, respectivamente. Quanto a
este parametro, o tratamento acido de 1h do feoveeatpH do mosto igual a 3,8 foram
importantes, tendo em vista que o acido latico eresso acaba se tornando toxico para

a levedura, além de desviar parte da glicose dadeproducéo etandlica.

TABELA 18: Acidez total (expressa em acido latido)vinho delevurado apés
a fermentacdo mista d&. cerevisiaePE-2 e dd.. fermentunCCT 1396,
a 32C, e do tratamento com Aacido sulfurico (pH 2,5).

g de &cido latico/L” g de &cido latico/L®
Tratamentos
M* DP** M DP
T1 11,19 1,3 11,19 1,3
T2 7,70 2,7 13,51 2,0
T3 7,20 1,9 13,23 2,4
T4 9,30 2,2 9,30 2,2
T5 8,50 2,7 8,50 2,7

A=pH final do vinho delevurado ndo corrigidd= corre¢cdo dos pH final do vinho de
T2 e T3 para pH 3,8 com HCL (5M).* M = nigsbbtidas do3ao 7 ciclo fermentativo.

DP** = desvio padraoll (controle) = tratamento acido ausente e mosto pph8,8; T2 =
tratamento &cidopor 2h e mosto com pH 48;= tratamento &cido por 1h e mosto com

pH 4,8;T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3IB;= tratamento acidpor 1h

e mosto com pH 3,8.



97

OLIVA-NETO e YOKOYA (1994) mostraram queem uma
fermentagdo com contaminagéo ldefermentumCCT 1407, 4,89/ L de acidez total
expressa em acido latico diminuiu em torno de 40%abilidade da levedura e 6g/ L
reduziu o rendimento etandlico em 35%. No ateetbalho, 13g do acido latico/ L
produzido porL. fermentumCCT 1396 causou uma diminuicdo préxima a 73% da
viabilidade da levedura.

5.4.4. Atividade da Bomba de protons
A FIGURA 33 mostra que o pico da atividade da Boméarétons da
bactéria ocorreu a partir de 5 min, entretant@® &snhpo marcou o final da atividade

da levedura. Dessa forma, ndo houve problema esulaala atividade da Bomba de
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FIGURA 33: Acidificacdo do meio em funcdio tempo apds a adicdo de glicose.

prétons da levedura em cultura mista, ja que o gecatividade desta ocorreu antes que

a enzima da bactéria fosse ativada.
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A FIGURA 34 mostra a atividade da Bomba de prétons das célelas
bactéria e levedura estudadas antes do inicioategso fermentativo. Ao submeter os
dados ao Teste t, verificou-se que a média dadatie da Bomba de prétons 8e
cerevisiaePE-2 foi 278%§ < 0,0001) maior que a do fermentunCCT 1396, ou segja,
houve maior atividade da enzimad-ATPase de membrana no fungo.

A H*-ATPase de membrana € essencial para a estabilidaoetencial
de membrana celular e manutencédo do pH intermonal da célula (HARRISet
al., 1994).Esta enzima gera ATP quando permite a entradavpass H na célula e
gasta energia no processo inverso, produzinddP+APi. Dessa forma, o resultado
apresentado na FIGURA 3diemonstra fisiologicamente a desvantagem da bactéri
frente ao pH mais acido em relacdo a levedltases dados sugerem que a levedura
tem a enzima HATPase bastante ativa e provavelmente em maioeraitio que o
Lactobacillus suportando dessa maneira, ambientes mais acidlqgdd 6timo para d.
fermentumé de 5,5 a 5,9 (OLIVEIRAEet al, 1995), embora esta possa apresentar
resisténcia sob pHs mais baixos. Muitas levedurastém seu pHi entre 6 e 7, na faixa
de pH externo de 3,0 a 8,0 (SLAVIK e KOTYK, 1984).

Os diferentes tratamentos tiveram tendénaie influéncia
significativa (Anova,p = 0,0001) na atividade da Bomba de prétons daagjemsS.
cerevisiaePE-2 (FIGURA 35). Como jéa citado, a ativacido deATPase na membrana
plasmatica ocorre quando células de levedura sdostas a glicose (SERRANO,1983;
SOUZA et al, 2001), etanol, acidificagdo intracelular, tempaas supra-otimas,
abaixo de 4{C, presenca de Acidos organicos e pH baixo (VIEGAS, 1998), ou
seja, em geral, respondendo ao estresse elevado.

A FIGURA 35 mostra que houve uma reducao signifreafTUKEY,

p < 0,05) da atividade da Bomba de prétons parastao® tratamentos quando
comparada com a atividade inicial, exceto Agi@lo fermentativo do T2. Esta queda
esteve relacionada, provavelmente, a exposicaewalra ao alto grau do estresse
fermentativo que danificou o metabolismo da céllaiminuiu o nimero de H
ATPase como citado por VIEGAS al. (1995) e CARMELCet al (1997). Através da
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FIGURA 34: Atividade da Bomba de prétons das lirdre$. cerevisia®E-2 el.
FermentumCCT 1396 antes do inicio do processo fermentativo.
Bactéria: cultivada em pH 4,5.

Levedura: cultivada em pH 5,0.
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FIGURA 35:Atividade da Bomba de prétons da linhagénterevisiad’E-2 durante a
fermentacdo mista com fermentunCCT 1396, a 32C, e tratamento acido do
fermento (pH 2,5).

T1 (controle) = tratamento acido ausente e mosto péh8,8.

T2 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento &cido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.

T5 = tratamento acidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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mesma FIGURA 35 é possivel verificar que existiuautendéncia de aumento da
atividade da Bomba de prétons dos diferentes textéms apos 0°xiclo fermentativo.
Dessa maneira, provavelmente a levedura, sob gganmhelicbes de estresse, dispos de
um tempo para se adaptar e aumentar a atividadezima H-ATPase.

A maior ativacdo da Bomba de prétons foi observaald2 (pH do
mosto igual a 4,8 e tratamento acido de 2h) ap®3 @clo fermentativo, sendo esta
significativa (TUKEY,p < 0,05) em relacdo aos demais tratamentos. Comi2rioi
encontrada a maior concentracdo de &cido laticdratemento acido feito 1h a mais
que em T3, a atividade da Bomba de protons sofraiornestimulo por haver maior

acidificacao interna.

Comparando estes resultados com o0s das etapasom@stedesse
trabalho, observou-se que existiu uma diferengcacomaportamento da atividade da
Bomba de protons na levedura. Isto €, nos mostosestresses associados (sulfito alto,
pH baixo, acido latico alto, sacarose alta e técoddico mais elevado) e com baixa
contaminacéo bacteriana (inferiores 4 hctérias/ mL), o pH mais elevado do mosto
fermentativo contribuiu para uma maior manutengdi@atencial de membrana p8r
cerevisiae PE-2nos primeiros ciclos. Entretanto, a partir do ¥loca atividade
resultante do mosto de pH mais elevado tendeu guiime a do pH mais baixo subiu.
Enquanto que nos mostos com alto grau de conta&onaxistiu a tendéncia de maior
manutenc¢édo do potencial de membrana da linhage RET5 (pH 3,8 e tratamento
acido 1h) até o 3° ciclo fermentativo. O pH mai® @lo mosto usado em T2 e T3
mostrou maior ativagdo de #ATPase apds o °7ciclo fermentativo. Isto pdde se
explicar pelo maior estresse da linhagem PE-2 dewdelevada contaminacao
bacteriana e producdo de &cido latico em ambasmattos. E importante ressaltar que
o trabalho exaustivo da referida enzima para mamtpH interno estavel gera um
grande gasto de ATP, podendo ser prejudicial pdisacdogia e metabolismo da célula
da levedura em condi¢des de fermentacdes estresspntencializando a porcentagem

de células mortas como mostrado na TABELA 16.

5.4.5. Trealose
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Existiu um aumento significativo (TUKEY), < 0,05) da concentragao
de trealose pela levedura em todos os meios tes(etiBURA 36). A maior

porcentagem deste carboidrato foi encontrada mesasisas da levedura submetidas aos

tratamentos T1, T4 e T5, nos quais existigddecia de maior viabilidade celular.
Este fato confirma, como nos itens anteriores, @uapacidade da levedura estocar
trealose esta relacionada a um melhor estadodiga em que esta se encontra, pois
esta a protege contra os fatores de estresse ddenmientativo.

Quanto a este parametro, mais uma vez, o tratandgemdo nao teve
significancia estatistica quando comparado ao psucdéermentativo sem tratamento
(T1). Assim, o pH do meio fermentativo igual a Bf®porcionou maiores estoques de
trealose e tendéncia das maiores viabilidades tarbhemtos celulares da levedura, em
condicbes de alto nivel de contaminacéo bactergama, que houvesse necessidade do

emprego de acido sulfurico.

5.4.6. Proteina residual

Apoés a andlise estatistica verificou-se que a atrego de proteina
residual do vinho delevurado &e cerevisiad’E-2 n&o sofreu influéncia dos diferentes
tratamentos fermentativos (Anoyas 0,165) (FIGURA 37).

Nos experimentos discutidos no item 5.2., nos gioaiean realizados
os tratamentos acidos em leveduras submetidasnariéacoes com diferentes estresses
associados, mas com contamina¢do nula ou baixanaeictracdo de proteina residual
foi até 528% maior do que na fermentacdo com ako ge contaminacédo. Isto pode
indicar que a bactéria contaminante consumiu rémagresidual do meio, resultante de
leveduras lisadas, e ou menor consumo de nitroggor este fungo. Segundo
OLIVA-NETO e YOKOYA (1996), ocultivo puro de L. fermentumindicou

aminoacidos como 0s principais nutrientes respaisgela estimulacédo do crescimen-
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FIGURA 36: Formagdo de trealose pela linhage®. cerevisiae PE-2 durante a
fermentacdo mista coin fermentunCCT 1396, a 3, e tratamento acido do fermento (pH
2,5).

Médias obtidas do°ticlo fermentativo.

Fo = trealose antes do inicio da fermentacao.

T1 (controle) = tratamento acido ausente e mosto péh8,8.

T2 = tratamento &cido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento &cido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.

T5 = tratamento &cidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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FIGURA 37: Proteina residual da fermentacdoSde cerevisiaePE-2 e L. fermentunCCT
1396, a 32, com tratamento acido do fermento (pH 2,5).

Médias obtidas do°30 7 ciclo fermentativo.

T1 (controle) = tratamento 4cido ausente e mosto péh8,8.

T2 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento acido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.

T5 = tratamento acidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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to bacteriano. O aumento da infec¢cdo bacterianantiira fermentacdo alcodlica

depende dos nutrientes liberados com a autéliskededuras.

5.4.7. Determinacado do acucar residual, rendimertprodutividade etandlica

Apdés a analise estatistica dos dados verificou-se g maior
quantidade de agucar redutor residual total foioettada no T1, com diferenca
significativa (TUKEY,p > 0,05) para todos os demais tratamentos (FIGUAENtre
0s T2, T3, T4 e T5 néo existiu diferenca estatisfjiganto a este parametro, mas houve
uma nitida tendéncia do T5 apresentar a menor nisliARRT. Mesmo que em T1
tenha sido encontrado maior concentragdo de mgésidual, as FIGURAS 40 e 41
mostram que este fator nao interferiu na af#ende rendimentos e produtividades

etanolicos em relacdo aos de T4 e T5.

A FIGURA 39 mostra que existiu diferenca estatésgatre as meédias
dos rendimentos etandlicos pela linhagem PE-2 emcdfu dos tratamentos
fermentativos (Anovg = 0,001). A maior média do rendimento etandlidoofatida no
T1, embora ndo tenha havido diferenca estatisticaas tratamentos T4 e T5. A menor
média foi encontrada em T3 e em seguida em T2,ramuzki que o pH do mosto
fermentativo em condicbes de alta contaminacdongade 18 células / mL) néo deve
estar em torno de 4,8, pois estimula ainda maigesconento bacteriano e aumenta a
floculacdo. O pH 3,8 utilizado no meio fermentatiod mais adequado para evitar a
diminuicdo do rendimento etandlico que o tratamedtalo, ja que no Tl (sem
tratamento acido),T4 (tratamento de 2h) e T5 (maetéo de 1h) ndo apresentaram
diferenca estatistica quanto a este parametro. @QFEN98) mostrou que n&o existiu
diferenca significativa na obtencédo de rendimemdmd@ico do fermento (da Usina de
Bandeirantes / PR) tratado com acido sulfurico panaéo tratado. Tal pesquisador
trabalhou com pH do mosto igual ou menor que 4HIERUBIN (2003) relatou que o
tratamento é&cido ndo foi eficiente no controle de@scimento bacteriano em
fermentacdes mistas cdmactobacillus fermenturaS. cerevisiaedPE-2 e M-26.

Segundo STUPIELLO E HORII (1981), o rendimento almm em

destilarias variam de 70 a 90%, dessa forma, oimmmdo obtido neste trabalho foi
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afetado pela alta contaminagdo bacteriana, cheganooa diminuicdo de até 65% do
desejado. AMORIM e OLIVEIRA (1982) constataram dimigdo de 60% no
rendimento de fermentacdes com valores de acidez e 6 g/L. ALTERTHUMet al
(1984) verificaram quedas do rendimento etandlianavel de 14 a 90% do tedrico
quando a concentracdo bacteriana atingiti €@ células/ mL. OLIVA-NETO e
YOKOYA (1994) mostraram uma reducdo do rendimemnémd@ico em cerca de 36%
no decorrer dos 17 ciclos fermentativos com a coimacéo bacteriana de 2,3 x’10
células/ mL.

Quando comparado os rendimentos das fermentacéeseatadas nos
itens anteriores a este, verifica-se que a contagémbacteriana afetou mais a producéo
de etanol que os outros fatores de estressesdsstaste fato ja era esperado pois as
bactérias além de produzirem substancias toxicaa palevedura, diminuem o
rendimento etandlico pois desviam parte da gliguea a producdo de &cido latico e

para sua biomassa, além de causarem a floculagéo.

Quanto ao parametro produtividade etandlica, a R&W40 mostra
gue as maiores médias foram obtidas das fermerstapde os tratamentos T1, T4 e T5,
reafirmando que o tratamento &cido nédo foi tdo imambe para o processo fermentativo
guanto o uso do pH 3,8 no mosto fermentativo.

Através dos parametros analisados neste item %#. possivel
verificar que o pH 3,8 mostrou uma maior protecadededura contra a contaminacao
bacteriana do que o tratamento com &acido sulfunos seguintes parametros:
viabilidade e brotamento da levedura, UFC de bastémL, relacdo numero de
bactérias/ levedura, trealose, rendimento e prodatie etandlicos. Em alguns
parametros como a biomassa de levedura e da lacproteina residual, acUcar
residual e producao de &cido latico o T5 (pH 88 mosto e tratamento acido por 1 h)
mostrou ser mais eficiente que o processo fermeotam que ndo foi feito o
tratamento acido (T1). Ainda assim, analisando stcce o beneficio do tratamento
acido, este trabalho mostrou que o emprego deetalrso de forma exacerbada nem

sempre é a melhor opgdo. NUNEal (1991) afirmaram que o uso de &cido sulfarico
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FIGURA 38: Acucares redutores residuais totais apogermentacdo mista cdin cerevisiae
PE-2 eL. fermentunCCT 1396, a 32C, e tratamento &cido do fermento (pH 2,5).

Médias obtidas do°&o 7 ciclo fermentativo

T1 (controle) = tratamento acido ausente e mosto poh8,8.

T2 = tratamento &cido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento &cido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.

T5 = tratamento acidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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FIGURA 39: Rendimento etandlico apds a fermentagta deS. cerevisiaPE-2 e
L. fermentunCCT 1396, a 32C, e tratamento acido do fermento (pH 2,5).
Médias obtidas do 3 ao 7 ° ciclo fermentativo.

T1 (controle) = tratamento 4cido ausente e mosto pdh8,8.

T2 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento acido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.
T5 = tratamento &cidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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€ inadequado porque ndo funciona como descontatejnamuitas vezes o niumero de
bactérias néo justifica seu uso. Estes pesquisadefendem que quando se otimiza os
processos de controle da fermentacao, a elimimdg@i@tamento acido e de qualquer
tratamento com bactericidas é viabilizada e o otatfica mais simples e direto. O

ajuste do pH ideal do mosto de alimentacao € detadu pela propria levedura.

Atualmente, as industrias de etanol tém considea®tavel uma
populacdo bacteriana no mosto cerca d&UBC/ mL, ndo sendo economicamente
viavel reduzir este nivel (ALCADEt al, 2003).

Segundo VICTOR (1996), tratamentos drasticos pagtoasulfurico
podem promover o rapido aumento da populacad.dwuxellensisSIII’ 234 (levedura
contaminante) em fermentacdes industriais contjressecialmente as conduzidas por
linhagens semelhantessauvarumz1904.

OTENIO (1998) concluiu em sua pesquisa que nACESsario o uso
sistematico de acido sulfarico no tratamento dméto nas destilarias anexas.

E importante notar que, no atual trabalho, o pHd®,8nosto associado
ao tratamento &cido apenas amenizou o problemardancinacéo, exercendo um poder
bacteriostatico, entretanto, ndo eliminou a bamt@dntaminante, causando ainda,
consideraveis danos metabdlicos a levedura. Dessef € preciso haver um rigoroso
controle nos processos fermentativos para que taroamcdo bacteriana nao atinja
elevados niveis. NUNES®t al (1991) defendem a otimizacdo do processo etandlic
como um todo, na centrifugacéo, alimentacéo e pliglicdo para evitar o tratamento
acido e até o uso de antibioticos.

A faixa de pH 6timo deS. cerevisiad?E-2 apresentada no item 5.3.
deste trabalho, para a produtividade e rendimeatasélicos, foi de 4,0 a 5,0 em
mostos com fatores de estresse associados, madaigenou até nula contaminacéo
bacteriana. Como no atual item 5.4. foi verificage o pH 4,8 (do mosto) estimulou de
forma exacerbada o crescimento Hefermentum CCT 1396, o pH 4,0 seria,
provavelmente, mais apropriado para fermentacomsdiferentes fatores sinérgicos de

estresse e com tendéncia de ter elevada contaraibacgeriana.
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FIGURA 40: Produtividade etandlica apds a fermeitagista de S. cerevisiad?’E-2 eL.
fermentumCCT 1396, a 3Z, e tratamento acido do fermento (pH 2,5).

Médias obtidas do 3 ao 7 ° ciclo fermentativo.

T1 (controle) = tratamento &cido ausente e mosto pdh8,8.

T2 = tratamento &cido por 2h e mosto com pH 4,8.
T3 = tratamento acido por 1h e mosto com pH 4,8.
T4 = tratamento acido por 2h e mosto com pH 3,8.
T5 = tratamento &cidpor 1h e mosto com pH 3,8.
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6- CONCLUSOES

1-

O estudo da fermentacdo alcodlica em processo tétabtla alimentada (escala
laboratorial) comSaccharomyces cerevisideE-2 e M-26 demonstrou que:
dentre os fatores de estresse analisados (sylFtoetanol e acido latico), o pH
3,6 revelou ser o mais importante. O pH na faixatdeexerceu protecdo do
metabolismo da levedura com consequéncia positima viabilidade e
brotamento celular, no rendimento e na produtivedatandlica.

O pH 4,5 foi eficiente ao amenizar o efeito toxdm tratamento acido (pH 2,0
por 45 min) ao metabolismo da linhagem de leve®@®k&, durante o processo
fermentativo em mostos com fatores de estresseciadss, mas sem

contaminacéao significativa. Além disso, nestes grpntos, o pH muito baixo

do tratamento com acido sulfurico diminuiu a vimlaitle, brotamento celular,
concentracdo de biomassa da levedura, rendimeptodeitividade etandlicos;

aumentou a proteina residual, acuicares residuaiieidade de H- ATPase.
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3- A faixa de pH 4,0 a 5,0 do mosto fermentativo (cemffito, acido latico e
etanol) mostrou uma tendéncia para obtencdo dokomesl rendimentos e
produtividades etandlicos pela linhagem PE-2. Eatte, o emprego do pH 4,5
e 5,0 possibilitou as melhores viabilidades, bretatos celulares, estoque de

trealose e melhor manutencgéo do potencial de meralga levedura.

4- A presenca de elevado indice ldectobacillus fermentur€CT 1396 (18 cel./
mL) na fermentacéo alcodlica é mais prejudiciatemimento e produtividade
etandlicos, do que a associacdo de fatores dessstred mosto fermentativo
(sulfito, pH baixo, &cido latico, concentracdo elga de sacarose e etanol), pois
a bactéria desvia glicose que seria convertida &mok para a producdo de
metabolitos como o &cido latico e para biomassdretamto, em relacdo a
viabilidade e brotamento, os fatores de estresseci@slos apresentaram-se

quase tao prejudiciais quanto a presenca do comaue.

5- O emprego do pH 3,8 no mosto foi suficiente pareraet certa protecdo no
metabolismo da linhagem PE-2 da elevada contanonbgéteriana (acima de
10 cel/ mL) nos seguintes parametros: viabilidadeogaimento celulares, UFC
de bactérias/mL, relacdo numérica bactéria/levedesioque de trealose,
rendimento e produtividade etandlicos. Nos paréameetiiomassa de levedura e
da bactéria, proteina residual, agucar residuaidea total (expressa em éacido
latico) o pH do mosto igual a 3,8, associado a@arnanto acido (pH 2,5 por 1h),

foi mais eficiente.

6- Foi possivel inferir através desses resultados,oqpil ideal para fermentacéo
alcodlica dependeu muito das condi¢cdes do nivata@aminagcdo bacteriana;
quando baixa, o pH do mosto acima de 4,0 foi maigfico ao processo, do
contrario, o pH 3,8 alternado com o tratamento &dpH 2,5 por 1 h) da
suspensao de leveduras foi mais viavel. Entreténtmportante observar que o
controle da elevada contaminacdo bacteriana (adema@ cel/ mL) somente
através do pH baixo nao foi suficiente, pois estegdimento apenas exerceu

um certo poder bacteriostatico, ndo eliminandordgarainante do processo.
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7-RESUMO

Neste trabalho duas linhagensSkccharomyces cerevisig&-2 e M-
26 foram analisadas quanto a potencialidade desfegando alcodlica sob condicdes de
alto grau de estresse do mosto: 200 mg NadHS® g de acido latico /L, 9,5% (p:v) de
etanol (converséo tedrica) e pH 3,6. Foi verificagiada, o efeito do tratamento acido
(45min, pH 2,0) no metabolismo da linhagem PE-2adi& sua fermentacdo sob
condi¢des de alto grau de estresse. Desta foritaalegsdura foi submetida a valores de
até 390 mg/L de metabissulfito de sodio, 6 g dddtatico /L, 9,5% (p:v) de etanol
(converséo teodrica) e pH 3,6 durante processosefaativos. Investigou-se, também, o
potencial de fermentacédo alcodlica desta levedoraue pool de pH (3,5; 4,0; 45 e
5,0) em mostos com: 200 mg/L de metabissulfitodhos 6 g de acido latico /L, 9,5%
(p:v) de etanol (converséo tedrica). Na ultima atdeste trabalho foi estudado o efeito
do contaminantd_actobacillus fermentun€CCT 1396, do pH &cido no mosto e do
tratamento acido durante o processo fermentativanetabolismo d&. cerevisiad’E-
2. Para tanto, esta levedura foi analisada quanfmotencial de fermentacao alcodlica
em pHs 3,8 ou 4,8, e submetida ao tratamento cado aalfurico até atingir pH 2,5 em
tempos de 1 h ou 2h. O pH baixo (3,6) foi o fatemghior impacto para o0 aumento de

estresse das duas linhagens de leveduras testadasedos processos fermentativos. A
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linhagem S. cerevisiaeM-26 apresentou maior producdo de acidos orgargces a
outra. As duas linhagens de levedura tiveram unerdpenho semelhante durante os
processos fermentativos, ndo tendo diferencasfisigiivas quanto a viabilidade celular
e rendimento etandlico. O pH 3,6 associado aonretéo &cido (pH 2,0 por 45 min) foi
o fator de maior impacto para o aumento de estremtabdlico da linhagem PE-2
durante os processos fermentativos. A faixa Otimgld para a fermentacéo etandlica
foi de 4,0 a 5,0, apresentando menor acucarese maaesiduais e maiores rendimento
e produtividade de etanol. Entretanto, o empregopdo5,0 resultou numa maior
manutencdo fisioldgica da levedura, sendo respehs@la maior viabilidade celular,
brotamento, concentracédo de trealose e manuterg;potdncial de membrana. O pH
3,8 do mosto fermentativo foi mais eficiente quetd 4,8 para o metabolismo da
levedura em condicdes de alta contaminac&o batdefecima de f@el./ mL), muitas

vezes dispensando o emprego sistematico do trataraeido.
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8-ABSTRACT

In this work two Saccharomyces cerevisiatrains, PE-2 and M-26,
were analyzed for their alcoholic fermentation ptatd under must with high stress
conditions: 200 mg NaHS, 6g lactic acid/L, 9.5% (p/v) ethanol (theorefic
conversion) and pH 3.6. The effect of the acidttnesmt (45min, pH 2.0) in the PE-2
strain metabolism was also verified during fermgataunder high stress conditions.
This yeast was submitted up to 390 mg/L sodium mstdfite, 6g lactic acid/L, 9.5%
(p/v) ethanol (theoretical conversion) and pH U@ty the fermentation processes. The
alcoholic fermentation potential of this yeast wagestigated in a pool of pHs (3.5; 4.0;
4.5 and 5.0) in sugar cane musts with 200 mg/Lwsudnetabisulfite, 6 g lactic acid /L
and 9.5% (p/v) ethanol (theoretical conversion)thia last stage of this work the effect
of the contaminantactobacillus fermentur@CT 1396, the acid pH in the must and the
acid treatment during the fermentation processhaS. cerevisiaePE-2 metabolism
were also studied. In these conditions, the yeaa$ wanalyzed for its alcoholic
fermentation potential in pHs 3.8 or 4.8, and sutadito a sulphuric acid treatment in
pH 2.5 for 1h or 2h. Low pH (3.6) was the major aapfactor in the increase of stress

in both yeast strains during the fermentation psees.S. cerevisiaeM-26 strain
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produced more organic acids than PE-2. Both ydasins had similar performance
during the fermentation processes. There were goifiant differences on cellular

viability and ethanol yield. The pH 3.6 associatgth acid treatment (45 min, pH 2,0)

was the major impact factor for the increase ofaielic stress in PE-2 strain during the
fermentation processes. The optimum pH zone farethfermentation ranged from 4.0
to 5.0, with less residual sugar, residual prosgid more ethanol yield and productivity.
However, the use of pH 5.0 resulted in a bettersyghygic maintenance of the yeast,
which was responsible for the bigger cellular Viagibudding, trehalose concentration
and maintenance of membrane potential. In conditminhigh bacterial contamination
(above 18cel./mL) fermentative must with pH 3.8 with sporadicid treatment was

more efficient than pH 4,8 for yeast metabolism.
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