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ACOMULO DE TREALOSE EM LINHAGENS DE Saccharomyces
DURANTE FERMENTACAO ALCOOLICA

L.E. Gutierrez¥

RESUMO: A pesquisa foi realizada para comparar
os efeitos de diversos fatores (temperatura, pH, con-
centracao de sacarose, 2,4-dinitrofenol e fontes de ni-
trogenio) sobre a producgao de trealose em Saccharomyces
wvarum 12-1904 e Saccharomyces cerevisiae (M-300-A e
de panificacao) durante a fermentagao alcodlica. Com
a levedura 1Z-1904 houve menor produgao de trealose do
que M-300-A e de panificagao. A trealose foi formada
em maior quantidade (p < 0,05) a 34°C. Em pH 4,5 hou-
ve maior acimulo de trealose do que em pH 3,0 para as
leveduras M-300~A e de panificagao. A adigao de 18ppm
de 2,4-dinitrofenol acarretou decrescimo (p < 0,05) na
quantidade de trealose formada pela levedura de panifi-
cacao e sem efeito para 1Z-1904. O aumento da concen-
tracao de sacarose ocasionou a maior produgao de trea-
lose.

Termos para indexacao: trealose, Saccharomyces,
fermentagao alcooclica.
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TREHALOSE ACCUMULATION OF STRAINS OF Saccharomyce:s
DURING ALCOHOLIC FERMENTATION

ABSTRACT: This study was carried out to compare
the effects of several factors (temperature, pH, sucrose
concentration, 2,4-dinitrophenol and nitrogem sources)
on trehalose production by Saccharomyces uvarum 1Z-1904
and Saccharomyces cerevisiae (M-300-A and baker's
yeast) during alcoholic fermentation. Trehalose
production was lower with the yeast LZ-1904 than with
M-300~A or baker's yeast. More trehalose was formed at
34°C than at 25°C. For M-300-A and baker's yeast
trehalose accumulation was higher at pH 4.5 than at
pH 3.0. Addition of 18ppm 2.4-dinitrophenol strongly
decreased the amount of trehalose formed by baker's
yeast, but was ineffective for I1Z-1904. Increase of
sucrose concentration led to a higher production of
trehalose.

Index terms: Trehalose, Saccharomyces, alcoholic
fermentation.

INTRODUGAO

As leveduras mais utilizadas para a produgao de
etanol pela via fermentativa no Brasil sao  Saccharomy
ces cerevisiae (levedura de panificagao), Saccharomyces
cerevisiae M-300-A e Saccharomyces uvarum 1Z-1904, con
tudo pouco e conhecido a respeito dos componentes de
reserva dessas leveduras.

Trealose e um importante carboidrato de reserva
das celulas vegetativas e esporos de fungos e parece es
tar associada com periodos de reduzida taxa de cresci-
mento (THEVELEIN, 1984).

E conhecida a importancia da trealose para a
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manutengao da viabilidade das leveduras (SUOMALAINEN &
PFAFFLI, 1961) sendo demonstrado por LILLIE & PRINGLE
(1980) que durante prolongado jejum, a sobrevivencia da
celula da levedura depende do nivel de trealose.

Diversos fatores afetam o teor de trealose das
leveduras. Condigoes anaerdobias provocaram redugao na
quantidade de trealose, sendo que o decrescimo foi mais
acentuado quando as leveduras perderam as mitocondrias
(PANEK, 1971). Entretanto, CHESTER & BYRNE (1968) re-
lataram que em meio anaerobio, quanto maior a concentra
gao de glucose mais gllcogenlo e trealose foram arma-
zenados, confirmado por PANEK (1975) para trealose. A
deficiencia de nitrogenio induziu ao actmulo de trealo-
se em leveduras (KUENZI & FIECHTER, 1972; LILLIE &
PRINGLE, 1980) enquanto que TREVELYAN & HARRISON (1956b)
relataram que a formacao de carboidratos pelas levedu-
ras foi também reduzida por altas concentragoes de fos-
fato. A adicao do inibidor 2,4-dinitrofenol provocou
redugao no teor de trealose (BERKE & ROTHSTEIN, 1957;
AMIN et alZi (1984) enquanto que PANEK (1962) relatou
que isoniazida e fluoreto de sodio nao afetaram a for-
magao de trealose em condigoes aerobias.

0 objetivo do presente trabalho foi  determinar
0os teores de trealose nas leveduras mais utilizadas pa-
ra a produgao de etanol em diversas condigoes de  tem-
peratura, concentragao de sacarose, pH, fontes de ni-
trogenio e na presenga de inibidor 2,4-dinitrofenol.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

Foram utilizadas as leveduras Saccharomyces ce-
revisiae M-300-A fornecida pelo Departamento de Geneti-
ca da ESALQ/USP, Saccharomyces uvarum 1Z-1904 fornecida
pelo Departamento de Tecnologia Rural da ESALQ/USP e a
Saccharomyces cerevisiae (levedura de panificagao, Fleis-
chmann). As leveduras forammultiplicadas anaerobiamente
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na presenca de acido oleico e ergosterol conforme des-
crito anteriormente (GUTIERREZ, 1989).

Meio de fermentacgao

0 meio utilizado nos ensaios de fermentagao a-
presentou a seguinte composigao por litro sacarose 80 a
160g, K,HPO, 1,3g, MgSO 0,9g, CaCl, 0,16, acido citri-
co 6g, extrato de levedura 2,5 e 5,0g. O pH foi acer-
tado a 3,0; 4,0 e 4,5 com solucao de KOH,5N.

Ensaio de fermentacgao

80 mf dos meios contidos em frascos conicos de
125mf foram inoculados com suspensoes das leveduras de
modo a proporcionar o mesmo numero de celulas inicial
(3 a 4x107 células/m?) e a quantidade expressa em mate-
ria seca foi de 160mg/100ml para a levedura de panifi-
cagao, 80mg para I1Z-1904 e 120mg para M-300-A. As fer-
mentacoes foram acompanhadas por pesagens para se de-
terminar o CO, produzido e o final da fermentagao. Apos
o final da fermentagao, foram feitas determinagoes da
trealose produzida. Foram realizados diversos trata-
mentos: temperatura (12 * 1°C, 25 * 1°C e 34 * 1°C),
concentragoes de sacarose (8, 11, 14 e 16%) pH (3,0 e
4,5), fontes de nitrogenio, (420ppm de N na forma amo-
niacal, 420ppm de N na forma de ureia, 0,25% e 0,50% de
extrato de levedura) e com 18ppm de 2,4-dinitrofenol.

Trealose

3m do meio fermentado foram centrifugados du-
rante 5 minutos. O precipitado foi lavado com 8m de
agua destilada gelada, centrifugado e tratado com 2mf{
de acido tricloroacetico 0,5M em banho de gelo durante
1 hora para a extracao de trealose. A trealose foi de-
terminada com o reativo de antrona, utilizando glucose
como padrao segundo TREVELYAN & HARRISON (1956a e c).

Materia seca

8m% do meio fermentado foram centrifugados  du-

rante 5 minutos, o precipitado lavado com Egug destila-
da gelada e transferido para estufa a 100-105"C durante
8 horas.
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Analise estatistica

Foi adotado o delineamento de parcelas subdivi-
didas com 3 repetigoes segundo GOMES (1970).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sao apresentados os teores de trea-
lose das leveduras estudadas em tres temperaturas. A
levedura 1Z2-1904 apresentou menor teor de trealose
(p < 0,05) do que as demais leveduras sendo que o maior
acumulo foi observado para a levedura M-300-A. Nas tres
leveduras ocorreu redugao (p < 0,05) quando a tempera-
tura aumentou de 12 para 25°C e incremento (p < 0,05)
quando passou de 25 para 34°C. Para as leveduras de
panificacao e 1Z-1904 os maiores teores de trealose o-
correram na temperatura mais elevada (34°C) confirmando
observagoes de GRBA et alii (1975). Uma possivel  ex-
plicagao para o maior acimulo a 12 e 34°C poderia  ser
baseada no crescimento e biossintese de proteinas. GU-
TIERREZ (1989) relatou menor produggo de material celu-
lar a 12 e 34°C quando comparado a 25°C. Segundo PANEK
(1962) a trealose e sintetizada quando cessa a sintese
de aminoacidos. Tambem PARADA & ACEVEDO (1983) verifi-
caram redugao de RNA das células de leveduras a 35°C.
Assim diminuindo o crescimento celular aumenta a sin-
tese de trealose como argumento por THEVELEIN (1984).

0 efeito da concentragao da sacarose sobre o aca
mulo de trealose pode ser observado na Tabela 2. Nas
leveduras de panificagao e 1Z-1904 ocorreram aumento
(p < 0,05) no acimulo de trealose com maiores concen-—
tracoes de sacarose. Na levedura M-300-A ocorreu re-
dugao de trealose quando o meio variou de 8 para 117 de
sacarose e aumento com 11 para 167 de sacarose. As le-
veduras M-300-A e de panificagao apresentaram os teores
mais elevados enquanto que 1Z-1904 apresentou os meno-
res teores (p < 0,05) em todas as concentragoes de sa-
carose utilizadas.
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Tabela 1. Trealose de tres Saccharomyces em fermenta-
coes com 14% de sacarose, pH 4,0; 0,257 de
extrato de levedura em tres temperaturas (ex
presso em glucose/100g matéria seca) -

Leveduras Temperatura

12 + 1°C 25 + 1°C 34+ 1°C
M-300-A 14,97 8,06 10,90
Panificacgao 7,36 5,67 10,22
172-1904 2,83 2,63 9,28

d.m.s. 5% (leveduras) = 0,71 d.m.s.(temperaturas)=0,44
c.v. = 7,757 c.v. = 5,347

Tabela 2. Trealose de tres Saccharomyces em fermenta-
goes com pH 4,0; 0,25% de extrato de leve-
dura, 34°C em quatro concentragaes de saca-
rose (expresso em g glucose/100g materia se-

ca)
Leveduras Concentracoes de sacarose (%)
8 11 14 16
M-300-A 9,68 8,95 10,90 12,63
Panificagao 7,90 8,34 10,22 13,06
1Z2-1904 4,77 7,02 9,28 10,03
d.m.s. 57 (levedura) = 0,33 d.m.s. (sacarose) = 0,61

c.v. = 3,847 c.v. = 5,257
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Segundo PANEK (1971) e GRBA et alii (1975)a trea
lose foi formada em maior quantidade em meio aerobio,
devido a presencga de mitocondrias funcionais. O0s  va-
lores citados na Tabela 2 foram obtidos em meio anaerdo-
bio e se aproximam dos valores citados por esses auto-
res. Provavelmente as concentragoes de sacarose utili-
zadas no presente trabalho (de 8 a 167) possibilitaram
maior disponibilidade de energia, promovendo o incremen
to da formagao de trealose. B

0 efeito da concentragao de sacarose sobre o a-
cimulo de trealose poderia tambem ser explicado pelo au
mento da pressao osmotica, pois segundo  MACKENZIE et
alii (1988) o desenvolvimento da resistencia a pressao
osmotica foi acompanhada pelo acumulo de trealose.

Na Tabela 3 sao apresentados os teores de trea-
lose obtidos em fermentagaes em pH 3,0 e 4,5. Para as
leveduras M-300-A e de panificagao ocorreu maior teor
(p < 0,05) em pH 4,5 do que em pH 3,0 enquanto que fe-
ndmeno inverso foi observado para 1Z-1904.

Tabela 3. Trealose de tres Saccharomyces em fermenta-
coes com 147 de sacarose, 34°C, 0,5% de ex-
trato de levedura, em dois valores de pH (ex
presso em g glucose/100g matéria seca) -

Leveduras pH

3,0 4,5
M-300-A 6,35 8,88
Panificacao 4,78 8,10
1Z-1904 4,33 3,31
d.m.s. 5Z(leveduras) = 2,03 d.m.s. 5% (DNP) = 0,16
c.v. = 14,117 c.v. = 2,617

Na Tabela 4 sao apresentados os teores de trea-
lose sob efeito da adigao de 18ppm de 2,4-dinitrofenol-
(DNP), sendo que o efeito nao foi o mesmo para as tres
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leveduras estudadas. Nao houve efeito significativo pa
ra a levedura 1Z-1904, pequena reducao significativa pa
ra M-300-A e drastica redugao para a levedura de pani-
ficagao, evidenciando uma maior sensibilidade dessa le-
vedura ao inibidor DNP,

A redugao do teor de trealose observada na Tabe-
la 4 confirma trabalhos relatados por BERKE & ROTHSTEIN
(1957) e AMIN et aql<i (1984). O inibidor DNP afeta a
fosforilagao oxidativa realizando o desacoplamento da
cadeia respiratoria (BRADY et qlZi, 1961). Entretanto,
os experlmentos do presente trabalho foram condu21dos
em condlgoes anaerobias com elevada concentragao de agu
car, condigoes em que as mitocondrias estao ausentes
(DUNTZE et aliz, 1969). Assim uma provavel explicacao
para a redugcao da trealose poderia ser dada pelo efei-
to estimulante do DNP sobre ATPase conforme verificado
por PULLMAN et alii (1960) reduzindo assim os niveis de
ATP e UTP necessarios a biossintese de trealose.

Tabela 4. Trealose de tres Saccharomyces em fermenta-
coes com 147 de sacarose, 34°C, 0,57 de ex~
trato de levedura, pH 4, 0 com adlgaO(h318ppm
de DNP (expresso em g glucose/lOOg de mate-

ria seca)

Leveduras DNP

0 18ppm
M-300-A 8,71 8,06
Panificagao 8,18 1,05
1Z-1904 3,67 3,64
d.m.s. 572 (levedura) = 1,35 d.m.s. 57 (DNP) =0,12
c.v. 10,117 c.v. = 2,087

Aumentando-se a quantidade de extrato de levedu-
ra de 0,25 para 0,507 ocorreu redugao (p < 0,05) no teor
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de trealose nas leveduras estudadas (Tabela 5), confir-
mando observagaes de KUENZI & FIECHTER (1972) e LILLIE &
PRINGLE (1980). Maior acumulo de trealose foi observa-
do com uréia em comparacao ao nitrogenio amoniacal.

Observando—-se os resultados obtidos pode-se no-
tar que as leveduras Saccharomyces cerevisiae  M-300-A
e a de panificagao apresentaram teores mais elevados de
trealose do que Saccharomyces uvarum 12-1904.

Tabela 5. Trealose de tres Saccharomyces em fermenta-
goes com 147 de sacarose, 34°C, pH 4,0 com
quatro fontes de nitrogenio (expresso em g
glucose/100g matéria seca).

Fontes de Nitrogenio

Leveduras

420ppm 420ppm 0,25% 0,5%

N-NH} N ureia E.L. E.L.
M-300-A 7,24 9,47 10,90 8,84
Panificagao 4,51 8,00 10,22 7,73
17-1904 2,26 3,48 9,28 4,11
d.m.s. 5%(leveduras) = 0,36 d.m.s. 5% (fontes)=0,81
c.v. = 5,517% c.v. = 9,227

E.L.=extrato de levedura
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