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SUMARIO

No presente trabalho de tese seleccionou-se, como material bioldgico de estudo, a
levedura Zvgosaccharomyces bailii tipicamente considerada como uma das mais perigosas na
industria alimentar dada a sua aptiddo para se desenvolver em ambientes extremos. Os estudos
desenvolvidos tiveram como objectivo principal contribuir para a elucidagdo de possiveis
mecanismos subjacentes & presenca daquela levedura em tais ambientes sendo dada particular
atenclo a meios dcidos com etanol, como os presentes em produtos alimentares e bebidas.
Como referéncia, utilizou-se a levedura Saccharomyces cerevisiae que habitualmente nio
sobrevive a tais condiges ambientais. Nesta perspectiva, foram desenvolvidos estudos sobre
os efeitos toxicos de dcidos orgdnicos fraces, na presenca € auséncia de etanol, na actividade
metabdlica da levedura Z. bailii. Uma parte considerdvel do trabalho incluiu estudos ao nivel da
resposta da populacdo celular a presenga destes compostos, em termos de crescimento, morte
celular, respiragio/fermentagido da glucose, pH intracelular e sua correlacdo com a morte
celular. Uma Gltima vertente do trabalho contemplou estudos sobre a utiliza¢lio de dcidos
fracos, na presenca e auséncia de aglcares, incluindo abordagens preliminares sobre o

transporte membranar dos dcidos.

No que diz respeito ao crescimento observou-se que a presenga de qualquer um dos
dcidos estudados (acético, propiénico, butirico, pentandico e sérbico) ou de etanel induzia
efeitos inibidores sobre a taxa especifica do crescimento, que se acentuaram com a concentragao
de dcido e/ou etanol no meio de crescimento. Para cada um dos compostos, para concentragoes
acima dos valores correspondentes as concentragdes minimas de inibicdo e a temperatura
constante, a cinética de inibi¢io foi traduzida por uma relagdo exponencial. Os valores das
constantes exponenciais de inibicdo aumentaram com os respectivos coeficientes de repartigio
lipido-tamp@o, enquanto que, os valores das concentragdes de dcido necessdrias para induzirem
50% de inibi¢o diminuiram com a lipossolubilidade dos compostos. A dependéncia dos efeitos
observados com a temperatura traduziu-se basicamente num deslocar das temperaturas, Optima
e mdxima, caracteristicas da estirpe em estudo, para valores mais baixos. Estes resultados
obtidos em Z. bailii, de um modo global qualitativamente andlogos aos descritos para S.
cerevisiae foram, no entanto, em termos quantitativos distintos. De um modo sistemdtico,
observou-se que os valores das concentragdes de dcido ou de etanol minimas necessdrias para
induzir efeitos inibitérios mensurdveis na taxa especifica do crescimento foram mais elevados

para Z. bailii do que para S. cerevisiae. Além disso, a toxicidade dos dcidos, a
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temperatura constante ¢ quando expressa pelo pardmetro constante exponencial de inibi¢do do

crescimento, foi do mesmo modo muito mais baixa em Z. bailii.

No que diz respeito aos estudos de viabilidade celular foram testados os efeitos dos
dcidos e do etanol em células crescidas num meio com glucose. Nestas condicdes de
crescimento, os resultados obtides mostraram que a presenca de etanol ou de qualquer um dos
dcidos, acético, propidnico, butirico, pentandico ou sérbico, no meio extracelular induzia
efeitos estimuladores na morte celular de Z. bailii . Em todos os casos, os grificos de Arrhenius
das taxas especificas de morte na presenca de concentragdes crescentes de dcido ou etanol,
constituiram uma tnica familia de rectas paralelas entre si, sem alteracées significativas no valor
de AH7 (entalpia de activa¢fo da morte celular) que se manteve num valor aproximadamente
igual ao da morte térmica na auséncia de dcido ou etanol. Os efeitos téxicos reflectiram-se
essencialmente nos valores de AS™ (entropia de activagio da morte celular) que, para cada um
dos compostos, aumentou linearmente com a sua concentragdo extracelular. Além disso, em
condi¢des isotérmicas, e em toda a gama experimental de temperaturas, a morte celular foi
estimulada exponencialmente na presenca de concentragdes de dcidos ou de etanol acima das
respectivas concentragdes minimas de estimulacio. Os valores das constantes exponenciais de
estimulacio de cada um dos dcidos e do etanol, estavam directamente correlacionados com a
lipossolubilidade dos compostos aumentando com o respectivo coeficiente de reparticdo
lipido/tampdo. Experiéncias de morte na presenca de dcidos, a temperatura constante e a
diferentes valores de pH, indicaram que o efeito estimulador era dependente do pH extracelular
quando as concentragdes de dcido eram expressas em dcido total. No entanto, quando as
mesmas foram expressas em dcido ndo dissociado, os efeitos estimuladores nido diferiram
significativamente para os diferentes valores de pH experimentais. No que diz respeito aos
efeitos conjuntos de dcido acético e sdrbico na presenca de etanol, ndo foram observados efeitos
estimuladores significativos do etanol sobre a morte induzida pelos dcidos. Os valores das
concentracdes minimas estimuladoras de morte obtidos para cada um dos dcidos e etanol foram
superiores aos descritos para S. cerevisiae. Por sua vez, os valores das constantes exponenciais

de estimulagdo foram muito mais baixos em Z. bailii.

Os estudos prosseguiram no sentido de elucidar os efeitos dos dcidos na taxa de
fermentagdio e respira¢do da glucose. Em termos do metabolismo da glucose, a estirpe de Z.
bailii em estudo foi capaz de respirar e fermentar a glucose, sendo o peso relativo de cada um
dos processos de 25 e 75%, respectivamente. Por outro lado, a adi¢@o de dcidos ou de etanol ao
meio extracelular, a temperatura e pH constantes, foi acompanhada por efeitos negativos nas
taxas de fermentagfio e de respiragdo acentuando-se os efeitos com a concentragio extracelular
do dcido ou do etanol. Em ambos os casos, respiragio ou fermentagdo, os efeitos inibitérios

foram expressos por cinéticas exponenciais, a partir das quais se estimaram os valores das



respectivas constantes exponenciais de inibi¢io. Em termos comparativos com o
comportamento de S. cerevisiae verificou-se que a resposta da fermentag¢io a presenca de etanol
extracelular, expressa pela constante exponencial de inibi¢do, foi idéntica em ambas as
leveduras. No entanto, no que diz respeito ao efeito do dcido acético, o valor da constante
exponencial de inibi¢do da fermentagio encontrado para Z. bailii, foi significativamente inferior
ao descrito para S. cerevisiae. Por sua vez, o etanol estimulou levemente os efeitos inibitérios
induzidos pelos dcidos ac€tico e sorbico na fermentagio ou respiragio. Os resultados indicaram
ainda que a fermentagdo da glucose nio era significativamente afectada por concentragdes de

dcidos para as quais o crescimento era completamente inibido.

Uma outra vertente do trabalho incidiu na elucidagdo da resposta de Z. bailii i presenga de
dcidos em termos de acidificagdo intracelular. Basicamente, observou-se que, a 25 °C, a
presenga de dcido acético ou pentandico no meio extracelular ndo afectava o valor do pH
intracelular, para concentragdes que em S. cerevisiae, nas mesmas condi¢des experimentais.
induziam acidificacdo significativa do citosol. Acidificacio mensurdvel, em Z. bailii, somente

ocorreu a concentragdes de dcido muito mais elevadas.

Na parte final deste trabalho de tese, foram desenvolvidos estudos respeitantes ao
transporte e utilizagdo de dcidos organicos fracos em Z. bailii . No que diz respeito a utilizagdo e
metabolismo dos dcidos pela levedura, observou-se que, entre os dcidos estudados, lctico,
sérbico, benzdico, propidnico, pentandico, formico e acético, apenas o ultimo era utilizado pela
estirpe em estudo, como tnica fonte de carbono e de energia. Por outro lado, a estirpe em
estudo, quando crescida num meio com glucose (0,2; 2,0; 10,0; 20,0 e 30,0%, p/v) ou frutose
1,0 e 20,0% como tnica fonte de carbono e energia, a pH 3,0 e 5,0, evidenciou capacidade de
utiliza¢do de qualquer um dos agiicares com produgdo, essencialmente, de etanol e de glicerol,
sendo, a produg¢do de dcido acético insignificante, quer durante a fase exponencial quer durante
a fase estaciondria de crescimento. Adicionalmente, nas nosssas condigdes experimentais, o
crescimento de Z. bailii num meio contendo uma mistura de glucose (0,5 e 0,2%, p/v) e dcido
acético (concentragdes que variaram entre 0,01 e 0,5%, v/v), a pH 4.5 ou frutose (1.0%. p/v) e
dcido acético (0,3%, v/v), a pH 3.5, apresentaram duas fases exponenciais distintas. Durante a
primeira fase, observou-se um consumo simultineo do acgticar e do dcido acético sendo a
segunda fase correspondente ao esgotamento do dcido acético em simultdneo com a utilizagdo
do etanol e glicerol produzidos durante a 1* fase de crescimento. Do mesmo modo, 0
crescimento da levedura num meio com uma mistura de glucose (0,5%, p/v), etanol (0,5%,
p/v) e dcido acético (0,2%,v/v), foi bifdsico. A glucose, o etanol e o dcido acético foram
utilizados simultdneamente durante a 12 fase com produgdo essencialmente de glicerol. Apos a
exaustdo do aglicar no meio e do glicerol produzido ocorreu o 22 periodo de crescimento

correspondente A completa assimilacio do dcido acético associada ao consumo do etanol.
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Comportamento andlogo foi observado em células crescidas num meio contendo uma mistura
de glucose (0,2%, p/v) e etanol (0,5%.p/v). No entanto, neste caso, durante a 1* fase de
crescimento foi utilizada, exclusivamente, a glucose, sendo o 2° periodo correspondente i

assimilacdo do etanol que ocorreu imediatamente apds consumo da glucose do meio.

Por outro lado, o crescimento de Z. bailii num meio com 2,0% p/v) de glucose foi
bifdsico. A uma 1* fase de crescimento exponencial correspondente a utiliza¢io da glucose
como fonte de carbono e de energia, seguiu-se imediatamente apos o esgotamento da glucose,
uma 2* fase de crescimento exponencial, em que a levedura utilizou o dcido acético, o etanol e o
glicerol produzidos como fonte de carbono e de energia. Para concentragdes de aglicar elevadas
(10,0, 20,0, 30,0%, p/v) e durante um periodo experimental de cerca de 70-100 h o

crescimento foi expresso por uma so fase correspondente ao consumo do agticar.

De acordo com os dados da literatura, em vdrias espécies de leveduras, incluindo S.
cerevisiae, o transporte e metabolismo de dcidos fracos estdo sujeitos a repressio catabélica pela
glucose. No caso de Z. bailii observou-se que células desta levedura crescidas num meio com
glucose ou frutose como dnica fonte de carbono e de energia, a pH 5.0, revelavam actividade
para um sistema de transporte mediado para o acetato, cujo comportamento foi consistente com
um mecanismo de simporte com H*. Resultados preliminares mostraram também que o
transporte de dcido acético radioactivo no era inibido competitivamente pelos dcidos sorbico e
benzéico, indicando que muito provavelmente estes dois dcidos ndo utilizam o mesmo
transportador. Do mesmo modo, os dcidos propiénico, férmico e butirico aparentemente nio
foram reconhecidos pelo transportador do acetato. Células crescidas em meio com dcido
acético, pirdvico, etanol ou glicerol evidenciaram também actividade para um sistema de
transporte mediado para dcidos fracos cujo comportamento foi igualmente consistente com o
envolvimento de um simporte com protdes para a forma anidnica dos dcidos. A especificidade
deste transportador foi, no entanto, mais alargada, sendo capaz de reconhecer, para além de
acetato, outros monocarboxilatos como propionato, formato e butirato. Foi ainda possivel
observar que, em c€lulas de Z. bailii, crescidas num meio com glucose, a presenga de etanol no
meio extracelular inibia a capacidade de transporte de acetato, expressa pela sua velocidade
inicial mdxima de entrada, aumentando o efeito inibidor com a concentragio extracelular do
dlcool. Aparentemente, o etanol parece assim constituir um meio adicional de protecgo para as
células de Z. bailii, em meios dcidos, inibindo a sua entrada e por consequéncia diminuindo 0s
possiveis efeitos téxicos do dcido sobre a levedura. Estes resultados associados & ocorréncia de
metabolismo do dcido na presenca de agticares poderfio estar correlacionados com a elevada
resisténcia evidenciada por Z. bailiii, a ambientes habitualmente adversos a outras leveduras
como S. cerevisiae nas quais o transporte do acetato e o seu metabolismo estdo sujeitos 2

repressdo catabdlica pela glucose.
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SUMMARY

The yeast Zyvgosaccharomyces bailii is one of the most dangerous in food industry being
able to survive in stress environments namely in acid media with ethanol like those found in
wine. The main objective of the present thesis was to elucidate possible mechanisims underlying
the high resistance of that yeast species to such environments. Particular attention was given to
acid media with ethanol, the yeast Saccharomyces cerevisiae being used as reference. In this
perspective, the toxic effects of weak acids, in the presence and absence of ethanol, on the
metabolic activity of Z. bailii, were studied. A great part of the work studies was concerned
with the effects of those compounds on growth, cellular death, respiration/fermentation,
intracellular pH and its correlation with the cellular death. A last part regarded the utilization of
weak acids, in the presence or absence of sugars. including preliminary studies about the

transport of the acids across the plasma membrane of the yeast.

In what respects yeast growth, it was observed that the presence of each one of the acids
tested (acetic, propionic, butyric, pentanoic and sorbic) or of ethanol decreased the specific
growth rate of Z. bailii when growing in glucose medium. For all compounds the inhibition
kinetics was expressed by an exponential relation, in the presence of acid/ethanol concentrations
above the values corresponding to the respective minimum inhibitory concentrations. Values of
the exponential inhibition constants increased with the respective lipid-butfer partition
coefficients, while, the needed acid concentrations to induce 30% inhibition decreased with the
solubility in lipids of the compounds. The dependence of the observed effects on the
temperature was basically expressed by a shift of the maximum and optimum growth
temperatures to lower values. These results, although qualitatively identical to those described
for S. cerevisiae, were quantitatively very different. In a systematic way, the values of the
minimum inhibitory concentrations as well as the needed acid concentrations to induce 50%
inhibition, in Z. bailii were much higher than in §. cerevisiae. In turn, the values of the

exponential inhibition constants were much lower in Z. bailii .

In what concerns the cellular viability, the effects of the acids as well as of the ethanol on
the kinetics and thermodynamics of cellular death in glucose-grown cells, were studied. It was
shown that ethanol or each one of the acids, acetic, propionic, butyric, pentanoic and sorbic,
enhanced death in such a way that the the activation enthalpy (AH* ) was not affected. the
effects being reflected only in the values of entropy activation (AS* ). For all the cases, the
respective Arrhenius plots of death shifted to temperatures values lower than the one obtained
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for thermal death induced in the absence of the toxic, the effect increasing with the acid or
ethanol concentration in the medium. Furthermore, for each one of the compounds, and in
isothermic conditions. cellular death was exponentially stimulated in the presence of increasin g
extracelular acid/ethanol concentrations. Acid toxicity estimated from the exponential
enhancement constants increased with the respective values of the lipid-buffer partition
coefficients. Again, the toxic effects induced by the acids on the cellular death of Z. bailii were
significantly lower when compared to the ones described for S cerevisiae, under the same

experimental conditions.

Studies went on with the aim to elucidate the effects of the acids on the fermentation and
respiration of glucose. The strain under study was able to respire and to ferment glucose, the
relative weigh of each one of the processes being of 25 and 75%, respectively. On the other
hand, the addition of the acids or of ethanol to the extracellular medium, at constant pH and
temperature, was associated to inhibitory effects on the fermentation and respiration rates. In
both processes the inhibition was expressed by exponential relations. While the value of the
exponential inhibition constant of fermentation estimated for ethanol was similar to that of
described for S. cerevisiae, the value of this constant estimated for acetic acid was much lower

in Z. bailii than in S. cerevisiae.

In what respects the effects of the acids on the intracellular acidification, it was observed
that, at constant temperature, acetic or pentanoic acid did not affected the intracellular proton
concentration, when they were added to extracellular medium at concentrations that induced
significant cytosol acidification in S. cerevisiae. In Z. bailii, intracellular acidification was only

measurable at much higher acid concentration values.

In the final part of this thesis work, studies regarding the transport and the utilization of
weak acids by Z. bailii were developed. It was found that, among the acids tested, lactic,
sorbic, propionic, pentanoic, formic and acetic, only the last one was able to be used by the
strain under study, as the only carbon and energy source. The yeast when grown in a medium
with glucose (0,2; 2,0; 10,0; 20,0 and 30,0%, w/v) of frutose (1,0 and 20,0%, w/v) as the
only carbon and energy source, at pH 3,0 and 5,0, displayed capacity to metabolize each one of
the sugars with production essentially of ethanol and glycerol, the production of acetic acid
being very low. In a medium with a mixture of glucose (0,2 and 0,5%, w/v) and acetic acid
(from 0,01 to 0,5%, v/v), at pH 4,5, or with a mixture of fructose (1,0%,w/v), and acetic acid
(0,3%, v/v), at pH 3.5, was byphasic. The first phase corresponded to the simultaneous
utilization of the sugar and the acid and the second one to the exhaustion of the acid
simultaneously with the consumption of the ethanol and glycerol produced in the first phase. In
a similar way, growth in a medium with a mixture of glucose (0,5%, w/v), ethanol (0,5% w/v)
and acetic acid (0,2%, v/v) was byphasic. Glucose, ethanol and the acid were consumed during
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the first phase. The second growth phase only began after the exhaustion of the sugar from the
medium and the glicerol produced and was associated to the consumption of the remaining acid
and ethanol. In a media with 2,0% (w/v) glucose the growth was byphasic, but, in media with
sugar at higher concentrations (10,0; 20,0 and 30,0%, w/v), growth was expressed by one

phase corresponding to the sugar consumption, over a period of time 70 - 100h.

According to the literature, in several yeast species including S. cerevisiae, the transport
and the intracellular metabolisim are subjected to glucose repression by glucose. Our results
showed that cells of Z. bailii grown in a medium with glucose or fructose, as the only carbon
and energy source, at pH 5,0, revealed activity for a mediated transport system for acetic acid
which behaved as a proton symport for the anion form of the acid. The system exhibited a high
substrate specificity and apparently did not recognize other weak acids than acetic acid. Cells
grown in a medium with acetic acid, pyruvic acid, ethanol or glycerol displayed activity for a
mediated system for weak acids which again behaved as a proton symport for the anionic form
of the acids, apparently being able to accept not only acetate, but also propionate, formate and
butyrate. It was also observed that in glucose-grown cells of Z. bailii, the presence of ethanol in
the extracellular medium inhibited the transport capacity of labelled acetic acid, expressed by its
maximum initial uptake rate, the effects increasing with the alcohol concentration. Thus, the
presence of ethanol appeared to play a protective role for the yeast, inhibiting the acid uptake
and thereby decreasing its possible toxic effects on the metabolic activity. These results
associated to the ocurrence of the acid metabolism in the presence of glucose could be correlated
with the high resistence of Z. baillii to acid environments with ethanol where other yeast species
like S. cerevisiae, in which the transport and the acid metabolism are subject to glucose

repression, no more could survive.



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1.1 - Enquadramento e Plano Geral da Tese

As designadas "Leveduras de contaminac¢do” figuram entre 0S microrganismos
responsdveis pela deterioracdo de alimentos frescos e transformados. A sua actividade estd
associada a enormes perdas econémicas para a Industria Alimentar, sendo a sua importincia
crescente, por um lado devido a introdug¢do de novas tecnologias de esterilizagdo como a
filtracdo através de membranas, degradagio enzimdtica e de novos processos de tratamento
térmico e por outro lado, & introdugio de novos produtos alimentares nomeadamente com baixa
concentracio de conservantes, prontos a consumir, com baixo teor em calorias, ou com grau
alcodlico reduzido. No caso dos produtos alimentares de baixo pH, essa importincia acentua-se
dado que a contaminagdo de bactérias, é de baixo significado sendo as leveduras a flora
contaminante de maior peso e responsdvel pelas perdas econdomicas mais significativas. No
entanto, a informagao disponivel sobre esta temdtica € escassa, particularmente no que respeita
aos aspectos fisiolégicos e bioquimicos, que determinam o comportamento destas leveduras de
contaminagdo em alimentos. Além disso, os estudos realizados sobre os efeitos tdxicos dos
dcidos efou do etanol, bem como a quase totalidade dos conhecimentos sobre a bioquimica
celular de leveduras, estd centralizada sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae
tradicionalmente utilizada para a produ¢do de bebidas alcodlicas e de fermentos. Em leveduras
identificadas de contaminag¢do alimentar muito pouco se sabe sobre o seu metabolismo e
respectiva regulagfo.

No presente trabalho de tese seleccionou-se como material bioldgico para os estudos
desenvolvidos a levedura Zygosaccharomyces bailii, considerada como uma das mais perigosas
em particular na indistria de vinhos dada a sua aptiddo para se desenvolver em ambientes
extremos presentes no processo final de estabiliza¢@o e engarrafamento de vinhos. Assim, foi
nosso objectivo fundamental, contribuir para o melhor conhecimento da levedura em si, bem
como identificar e elucidar os possiveis mecanismos fisiolégicos e bioquimicos subjacentes a
sua elevada tolerdncia a ambientes de stress dcido na presenca ou auséncia de etanol. Como
organismo de referéncia e para efeitos comparativos, utilizou-se a levedura S. cerevisiae que,
ao contrario de Z. bailii nio evidencia capacidade de sobrevivéncia em tais ambientes extremos.

Ao longo do trabalho (essencialmente Cap. 2 e 5) o pH e a temperatura foram varidveis
por nds manipuladas. Em condigdes experimentais bem definidas, uma levedura pede ser
caracterizada pelo seu perfil de temperatura. Este traduz as dependéncias do crescimento € da

morte com a temperatura. Por sua vez, a acumulagio no meio de crescimento de produtos do
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metabolismo, pode alterar significativamente o perfil de temperatura da levedura. O estudo dos
perfis modificados pode, fornecer informagdes importantes, designadamente sobre a natureza e
localizagdo dos alvos sensiveis aos téxicos. Por outro lado, os dcidos orgdnicos fracos, dada a
sua natureza quimica, podem estar presentes no meio de cultura nas formas anidnicas, neutras
ou em ambas. A manipula¢do do pH extracelular permite variar a concentrago relativa de cada
uma das formas do dcido podendo fornecer informagdo sobre o contributo de cada uma destas
para a toxicidade global de 4cidos.

O trabalho de tese iniciou-se estudando os efeitos do etanol e dos dcidos (acético,
propidnico, butirico, pentandico e sorbico) no crescimento de Z. bailii, num meio com glucose
como unica fonte de carbono e de energia. Os resultados obtidos e apresentados no Cap. 2,
evidenciaram que, a temperatura € pH constantes, o etanol e os dcidos afectavam negativamente
a taxa especifica do crescimento, estando o efeito inibidor relacionado positivamente com a
respectiva solubilidade nos lipidos. Por outro lado, a presenga de inibidor no meio extracelular
deslocou o perfil de temperaturas da levedura como um todo para uma zona de temperaturas

mais baixas, mantendo-se o perfil do tipo associativo.

No Capitulo 3, em células crescidas nas mesmas condi¢des experimentais, estudamos
os efeitos do etanol e dos dcidos na cinética e pardmetros de activagido da morte térmica de Z.
bailii. Os dcidos estudados, estimularam a morte térmica segundo um mecanismo tal que,
apenas a entropia de activagiio da morte térmica foi afectada. Por sua vez, e de forma andloga ao
que foi observado noutras leveduras em condig¢des isotérmicas, os efeitos estimuladores sobre a
morte celular induzida pelos dcidos foram uma fungao exponencial da concentracdo de dcido
extracelular.

Por outro lado, de acordo com os dados na literatura, o crescimento de S. cerevisiae
em meio contendo téxicos (células adaptadas), conduz a um aumento da sua tolerdncia em
termos de crescimento e viabilidade celular. Adicionalmente, sabe-se que, no caso de uma
fermentagdo alcodlica conduzida pela levedura S. cerevisiae a acumulaco extracelular de dcido
acético e de outros dcidos pode potenciar os efeitos toxicos do produto final - o etanol - sobre a
actividade metabélica da levedura. No sentido de avaliar o comportamento da levedura Z. bailii,
foram desenvolvidos estudos sobre os efeitos dos dcidos (acético e sorbico) na presenga de
etanol na morte celular de células crescidas na auséncia (células nao adaptadas) e na presenga de
dcidos (células adaptadas). Os resultados apresentados no Capitulo 4, mostraram que a
adaptacdo das células ao dcido acético e ao dcido sdérbico se traduziu apenas num ligeiro
aumento da sua resisténcia aos dcidos, sendo o aumento mais significativo para o caso do 4cido
sérbico. Os resultados indicaram ainda que o etanol estimulava exponencialmente os efeitos
téxicos dos dcidos sendo, no entanto, os efeitos sinergisticos significativamente inferiores aos
descritos para S. cerevisiae.

No Capftulo 5 apresentamos resultados experimentais que evidenciaram que, a 25° C,



a presenca de dcidos (ac€tico e pentandico) afectava o pH intracelular. Adicionalmente, ndo foi
encontrada em Z. bailii, correlagdo positiva entre a acidificagfo intracelular e o estimulo de
morte celular induzido pelos dcidos, conforme descrito para S. cerevisiae, em condig¢des

isotérmicas, a temperaturas baixas e intermédias.

No Capitulo 6 foram desenvolvidos estudos respeitantes aos efeitos dos dcidos
(acético e sérbico) e/ou etanol na fermentagio/respiracio de Z. bailii. Os resultados mostraram
que os dcidos inibiram exponencialmente a fermentagdo/respiragdo da levedura. O etanol
potenciou os efeitos inibidores induzidos pelos dcidos sendo, no entanto, o valor da constante
exponencial de estimulo relativamente reduzida (cerca de metade) quando comparada com o
descrito para S. cerevisiae.

No Capitulo 7, utilizando culturas de células em meio com glucose, procedeu-se a
estudos preliminares sobre a caracterizagao do transporte do dcido acético e de outros dcidos
monocarboxilicos. Neste capitulo apresentamos também resultados experimentais, respeitantes
i utilizagio da glucose, dcido acético e etanol em suspensdes de células crescidas em meio com
diferentes fontes de carbono e energia. Finalmente no Capitulo 8, apresentam-se considerag¢des
gerais sobre o trabalho desenvolvido e principais resultados obtidos e suas implicagdes na

possivel optimizacdo de fermentagdes alcodlicas conduzidas pela levedura S. cerevisiae.

1.2 - Transporte membranar e utilizacdo de dcidos organicos fracos

Aproximadamente metade das 600 espécies de leveduras reconhecidas actualmente
(Barnett er al., 1990) incluem estirpes com capacidade de utilizar dcidos orginicos mono-, di-,
ou tricarboxilicos como unica fonte de carbono e de energia. O metabolismo destes dcidos
envolve dois passos sequenciais: o seu transporte através da membrana citoplasmatica na forma
ndo dissociada, dissociada ou em ambas ¢ o seu metabolismo intracelular.

1.2.1 - Transporte membranar

Apesar do nimero elevado de espécies de leveduras com capacidade de utilizagdo de
dcidos carboxilicos, estudos sistematizados sobre o transporte destes compostos através da
membrana plasmadtica, sdo escassos e relativamente recentes. Esta escassez de dados torna-se
particularmente acentuada se tivermos em conta o niimero elevado de estudos deste tipo que t€m
sido realizados em bactérias.

Os dcidos orgéanicos fracos, dada a sua natureza quimica, em solugdo aquosa
dissociam-se de acordo com o seu valor de pka e pH extracelular. Assim, dependendo do pH
do meio, podem apresentar-se nas suas formas neutras efou carregadas. A forma ndo
dissociada, dada a sua lipossolubilidade, poderd atravessar, por difusdo simples, as
biomembranas através da bicamada lipidica. A entrada da(s) forma(s) dissociada(s), atendendo

4 sua natureza polar implica a presenga de proteinas transportadoras. Estudos realizados na
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levedura Candida utilis (Ledo e van Uden, 1986; Cdssio € Ledo, 1991; 1993) indicam que esta
estirpe evidencia capacidade de utilizagdo de dcidos mono-, di- e tricarboxilicos como tnica
fonte de carbono e de energia. De acordo com resultados obtidos, células crescidas em meio
com qualquer um destes dcidos metabolizdveis pela levedura, induziram a presenga de dois
tipos de sistemas de transporte: um sistema do tipo simporte com protdes para a forma idnica
(sistema de alta afinidade) e um mecanismo de difusdo facilitada para a forma ndo dissociada
(sistema de baixa afinidade). Por sua vez, as leveduras Candida sphaerica (Corte-Real et al.,
1989) e Hansenula anomala (Corte-Real e Ledo, 1990) quando crescidas em meio com um
dcido mono - di - ou tricarboxilico, evidenciam igualmente a presenga de sistemas de transporte
mediados do tipo simporte com protdes especificos para mono- di- e tricarboxilatos. Foi
descrito um sistema de transporte mediado do tipo simporte com protdes, especifico para
monocarboxilatos, na levedura Torulaspora delbrueckii quando crescida num meio com dcido
ldctico ou pirdvico como tnica fonte de carbono e energia. Esta levedura apresenta um outro
sistema de transporte do tipo simporte com protdes para dcidos monocarboxilicos mas de
especificidade mais restrita capaz de transportar os dcidos acético, propidnico e férmico, mas
ndo os dcidos ldctico e pirdvico. Este sistema estd presente em células crescidas em dcido
acético, ou etanol (Casal e Ledo, 1992). Fonseca et al. (1991), em estudos de transporte numa
estirpe de Kluyveromyces marxianus obtiveram resultados indicando que o lactato entra na
célula por um sistema de transporte mediado do tipo antiporte com carbonato, especifico para
monocarboxilatos. A levedura S. cerevisiae, embora sem capacidade de utilizar dcidos
orgdnicos di - ou tricarboxilicos como tinica fonte de carbono e energia, inclui, no entanto,
estirpes que revelam capacidade de utilizagdo de dcido ldctico, acético e pirivico. Células da
estirpe S. cerevisiae 4072 crescidas em meio com dcido ldctico como tnica fonte de carbono e
energia induzem um sistema de transporte mediado, do tipo simporte com protdes acumulativo,
com especificidade alargada a vdrios dcidos monocarboxilicos (Cdssio et al., 1987).

Nas espécies de leveduras referidas anteriormente, & excepcdo de K. marxianus, os
sistemas de transporte mediados sdo indutivos e estdo sujeitos a repressdo pela glucose. Em K.
marxianus o sistema de transporte de lactato € parcialmente indutivo e estd parcialmente sujeito a
repressdo pela glucose. Por outro lado, em todos os casos em células crescidas num meio com
glucose (condi¢des de repressdo), a membrana apresenta-se permedvel a forma ndo dissociada
do 4cido. O dcido, nestas condi¢des de crescimento, entra nas c€lulas por um mecanismo de
difusdo simples.

Outras espécies de leveduras como, Schizosaccharomyces pombe ¢
Zygosaccharomyces bailii, ndo revelam capacidade de utilizagdo de 4cidos intermedidrios do
ciclo de Krebs como tnica fonte de carbono e energia, embora a assimilagdo de alguns deles
seja viabilizada na presenca de glucose. Por outro lado, e & semelhanga de S. cerevisiae
algumas destas estirpes sdo capazes de utilizar dcidos monocarboxilicos como tinica fonte de
carbono e energia. No caso de S. pombe observa-se capacidade de utilizagdo de 4cido mélico
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na presenga de glucose (Taillandier, 1978). Células provenientes de um meio de cultura com
glucose e dcido mdlico induzem um sisterna de transporte mediado constitutivo, do tipo
simporte com protdes, especifico para o dcido mdlico e outros dicarboxilatos (Osothsilp e
Subden, 1986; Sousa ef al., 1992; Sousa, 1993). Adicionalmente, e paralelamente a entrada do
dcido por este sistemna de transporte mediado, o dcido médlico pode também entrar na célula por
difusdo simples na forma ndo dissociada.

A levedura Z. bailii revela-se com capacidade de utilizagdo de alguns dcidos
monocarboxilicos, nomeadamente dcido acético, como unica fonte de carbono e energia, bem
como dcido mdlico, que € apenas assimilado na presenga de glucose ou frutose (Herzberger e
Radler, 1988). Estudos experimentais sobre os mecanismos de transporte de dcidos
carboxilicos e a sua regulagdo, em Z. bailii, sdo escassos. Baranowski e Radler (1984)
postulam que, nesta levedura crescida num meio com glucose o dcido L - mdlico entra na célula
na forma nio dissociada sendo o transporte mediado por um sistema de difusao facilitada. S.
cerevisiae inclui estirpes com capacidade de utiliza¢do do 4dcido madlico na presenga de glucose.
Aparentemente, nestas condigdes, o dcido entra na célula da levedura na forma nfo dissociada
por difusdo simples (Baranowski e Radler, 1984; Radler, 1986).

1.2.2 - Acidos orgdnicos como fonte de carbono e de energia

Em condigdes de aerobiose e de actividade das enzimas da cadeia respiratéria a
utilizacdo de dcidos orgédnicos como fonte de energia ocorre via ciclo de Krebs, sendo
metabolizados a CO7 e dgua. Este ciclo constitui a principal via de obten¢do de ATP acoplada ao
transporte de electrdes (fosforilagdo oxidativa). Em leveduras, a utilizagdo de 4cidos, como
substratos energéticos, pressupde a presenc¢a, na membrana mitocondrial, de sistemas de
transporte especificos (permeases especificas) para dcidos que deste modo poderdo entrar
directamente no ciclo de Krebs. Na auséncia destas permeases os dcidos siao convertidos a
outros intermedidrios para os quais a membrana mitocondrial dispde de sistemas de transporte.

A utilizacdo como fonte de carbono de compostos que ndo hidratos de carbono,
nomeadamente dcidos orgénicos, estd associada ao funcionamento de uma via metabdlica
inversa a glicélise, a gluconeogénese. Em termos globais esta pode ser considerada como a
conversdo do piruvato a glucose - 6 - fosfato (Fig. 1.1). E um processo que requer energia,
como ATP e GTP, e poder redutor como NADH.

A gluconeogénese € catalisada pelas mesmas enzimas da glic6lise a excepgdo de dois
passos: i) conversdo da frutose - 1,6 - bifosfato a frutose - 6 - fosfato pela ac¢do da frutose -
1,6 - bifosfatase e ii) conversdo do piruvato a fosfoenolpiruvato, que ocorre em duas etapas.
Numa primeira fase o piruvato é metabolizado a oxaloacetato pela acgio da enzima carboxilase

do piruvato. Numa segunda fase o oxaloacetato é convertido em fosfoenolpiruvato por



intervencdo da enzima carboxicinase do fosfoenolpiruvato. Estas enzimas e as que catalizam as

reacgOes inversas da glicdlise (fosfofrutocinase e cinase do piruvato) constituem os pontos

chave dos dois processos, evitando a existéncia de ciclos futeis.

Manase - 6 - fosfato ~s—== Frutose - 6 - fosfato==—-+t=CGlucose - 6 - fostato =s——=Glucose - | - fosfato

2 Bi

Frutose - 1,6 - bifosfato

_

—

Glicerol Glicerol - TTDi-hidrOXiacelona-—-—Gliceraldeido -3 - fosfato
-fosfato fosfato NADT +P;
ATP  ADP+P;  UQ UQH, NADH
1,3 - Difosfoglicerato
ADP
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Fig. 1.1 - Gluconeogénese. Substratos gluconeogénicos representados: etanol, glicerol, aminodcidos e dcidos

carboxilicos. As enzimas especificas da gluconeogénese sio:

1) Carboxicinase do fosfoenolpiruvato; 2) Fratose - 1,6 - bifosfatase (adaptado de Gancedo ¢

Serrano, 1989).



Por outro lado, a utilizagdo, como fonte de carbono, de dcidos com um nimero de
dtomos de carbono inferior a dois, como por exemplo, o dcido acético, implica a
operacionalidade do ciclo do glioxilato que por sua vez, constitui uma alteracgiio ao ciclo de
Krebs Fig. (1.2). Tal como no ciclo de Krebs a acetil CoA condensa-se com o oxaloacetato
originando citrato, o qual é convertido em isocitrato pela ac¢do da aconitase. Porém, a
conversdo do isocitrato ocorre por uma via em que dois passos do ciclo de Krebs sio
substituidos. Assim, na primeira reaccio do ciclo do glioxilato a enzima liase do isocitrato
catalisa a reaccdo reversivel que cinde o isocitrato em succinato e glioxilato. Na segunda
reaccao, por ac¢do da sintetase do malato o glioxilato combina-se com uma molécula de acetil -
CoA para dar malato. O malato € seguidamente oxidado a oxaloacetato que pode condensar-se
novamente com o acetil CoA para dar citrato e recomegar o ciclo (Fig. 1.2).

Glucose

|

Oxaloacetato

Citrato

L-Malato 6
Glioxilato s
8
Isocitrato
Fumarato

2H

Succinato

Fig. 1.2 - Reac¢oes anaplerdticas associadas ao ciclo de Krebs.

1) Carboxilase do piruvato; 2) Enzima malica; 3) Sintetase do citrato; 4) Aconitase; 6) Liase do
isocitrato; 6) Sintetase do malato; 7) Desidrogenase do succinato; 8) Fumarase; 9) Desidrogenase do

malato. —> —> indicam a omissiio de um ou virios passos intermedidrios.



Este ciclo consiste, basicamente, numa sequéncia de reacgdes anaplerdticas permitindo
a obtencdo de succinato a partir de compostos em Cp. O succinato assim formado atravessa a
membrana mitocondrial e reabastece o ciclo de Krebs. O oxaloacetato formado a nivel do ciclo
de Krebs pode entdo seguir a via da gluconeogénese (Fig. 1.1).

Larpent (1991), refere a localizacdo das duas enzimas especificas do ciclo do glioxilato
no citoplasma o que explica a ocorréncia, em leveduras, deste ciclo no citosol. Apesar de, em
leveduras crescidas em meio com alcanos, como lnica fonte de carbono e energia, estas
enzimas se localizarem em organelos semelhantes aos peroxissomas ndo estd ainda
demonstrado que nos fungos este ciclo tenha lugar em organitos especificos (Tanaka et al.,
1982).

1.3 - Toxicidade de dcidos organicos fracos

Os dcidos orgdnicos fracos na natureza aparecem como constituintes naturais de
frutos. Alguns deles, sdo ainda sub-produtos de fermentagdes resultantes da actividade
microbiana nomeadamente de leveduras e bactérias ldcticas e acéticas. Além disso, estes
compostos sdo muitas vezes, adicionados como acidulantes e/ou conservantes, impedindo a
posterior deterioragdo de alimentos e bebidas. Na tabela 1.1. apresentamos 0s compostos mais
utilizados como conservantes nos alimentos, e seus possiveis efeitos na actividade metabdlica
microbiana.

Segundo Gomez e Herrero (1983) um conservante quimico € adicionado aos alimentos
para prevenir ou retardar as altera¢des microbianas e enzimadticas, bem como, as modificagoes
fisicas e quimicas indesejdveis.

A utilizacdo de conservantes quimicos nem sempre € considerada a mais adequada. No
entanto, actualmente em muitos paises aplicam-se métodos eficazes de deteccdo e uma
legislacdo mais ou menos estrita em matéria alimentar para evitar as infrac¢des e 0 uso abusivo
destas substéncias.

Em Portugal os principios e as regras de aplica¢do de aditivos aos géneros alimentares
foram estabelecidos no Decreto-Lei n? 192/89 de 8 de Junho. As portarias n® 833/89 de 22 de
Setembro e n? 822/91 de 28 de Agosto fixam os aditivos admitidos nos alimentos e as suas
utilizacdes. A definicdo e classificagcdo dos aditivos admitidos encontram-se na Norma
Portuguesa NP - 1735 (1986) e a Norma NP - 4136 (1991) fornece informagdo importante
sobre conservantes.

A eficdcia de um conservante quimico depende de uma grande variedade de factores
entre os quais se salientam: concentragfio do agente quimico, condigdes de armazenamento,
tipo, histéria e concentragiio da flora microbiana e das caracterfsticas fisicas e quimicas do

alimento (Gomez e Herrero, 1983). Deste modo, os conservantes para poderem ser aceites tem
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Tabela 1.2

Ocorréncii ¢ fungiio dos principais compostes quinicoes utilizados na conservagio de alimentos e seus cfeitos nos microrganisimos (adaptado
de Gomez e Herrero, 1983 (1), Tilbury, 1980 (2); Cissio, 1994 (3)).

Cuniposto

Ocorréncia

Propriedade/fungiio (3)

Efeitos na actividade microbiana

Acidos orginicos (1)
Acidos carboxihicos
Fonmico

Acdtico ¢ seus
derivados

Propionica
(sais de sodio

¢ céleio)

Sarbieo
tsorbates de
cileo, sodio,
de patissio)

Benzoico
(benzoato de

sadio

Acidos orgamcos (1)
Acidos ldrexilicos
Lictico

Milico

Tartdrico

Cilrico

Acidos inorganicos (1)
Hidrofsbico
Fostérco
Barico

Sz (2)

Nilrato e nitrito

Antibidticas (2)
Sersina
Paramisina
Tetraciclina

Fermentigio alcodlica

Maolhos, marinadas ¢ saladas caseiras (vinagre)
Vegetais em salmoura (pickles, chucrute)
Vinho

Leites fermentados (logurte queijo)
Pio (propionalos) ¢ produtos de pastelaria
Recheios

Queijo ¢ produtos derivados
Sumos de fruta ¢ xaropes
Margarinas

Recheios

Saluda ¢ molhos de saladas vegetms fermentados
("pickles”, condimentos, azeionas, chucrute)

Vegelws e frutos frescos ¢ secos
Peixe conservado

Bebidas

Produtes de pastelaria e padaria

Bebidas carbonatadas
Sumes de fruta

Inibidor da fermentagio alcodlica

Acidulante e conservante; mibidor da fer

mentagic
“Amuo” da fermentagiio

Caracteristicas organolépticas
Conservante

Conservante

Conservante

Margarinas, recheios, saladas e maolhos de saladas,

"pickles”, azeilonas, chucrule

Compotas, geleias, conleitaria, gelados e refn
perantes

Salmouras de vegetais ("pickles” ¢ azeilonas,
chucrule)

Pemxe

Enchidos

Leite e derivados

Vinhe

Fermentos em pd (lactato de cdlcio)

Uva ¢ mosto
Vinho

Uva e mosto
Vinho

Soro do lente (0,1%)

Frotos, [ruta em calda, marmelada, geleias,
xaropes, refrigerantes e rebugados

Bebidas alcodlicas

Carne e peixe

Acidulante
Caracteristicas organclépticas

Fermentagie aleodlion e malelictica efectu-

ada respectivamente, pur leveduras ¢
bactérias

Acidulante
Caracteristicas organalépticas
Fermentagdo maloldctica

Acidulante
Caracleristicas erganclépticas
Fermentag do malolictica

Acidulante

Caracteristicas organolépticas

Colabora no aparecimente de orificius
o quenjo

Anti oxidante, impedindo a descoloragiio
do produto ou aparecunente de colo-
ragées inadequadas

Afecta enzimas glicoliticas em §. cerevivige
(Pamapulha ¢ Lourciro-Dias, 1990)

Induz morte celular a alias ¢ baixas lempera
turas (Pinlo et al., [98Y; Cardoso ¢ Ledo.,
1982).

Induz acidificagio intracelular em 5 cerevisiae
(Pampulha e Loureiro Dias, 1989; Cardoso
¢ Ledo,1992) ¢ diminuigao da taxa de fer-
mentagie em 5. cerevisiae (Pampulha e
Loureiro Dias, 1989).

[nibidor do crescimento sobretudo em siner
gismo com outros inibidores (Moon,

1083).

Inibidor do crescimento sobretudo em siner
gismo com oulros intbideres (Moon,
1983)

Diminuigdo da taxa do crescimento e rendi-
mento celular

Aadificagio do pH intracelular (Cardoso e
Ledo, 1992).

Inibigiio do crescimento microbiano (Sofos e
Busta, 1981; Liewen e Marth, 1985; Le
gan ¢ Voysey, 1001),

Inibicio da fermentacio em S, cerevisiae

(Warth, 1991).

Inibidor do crescinento sobretudo em siner
gismo com outros inibidores
(Moon, 1983).

Inibidor do crescimenio (Pae, 197:4).

lnbidor do crescunento (Put, 1974

Inibidor do crescimento (Pin, 1974)

Afecta a fase de laténcia e actua em siner-
gismo com os sorbatos na dinnuigic
da taxa de crescimento (Reslaino et al.,
1982).




de satisfazer determinados requisitos, tais como: nido possuir propriedades carcinogénicas,
auséncia de toxicidade para o homem e para os animais em concentragées realisticas e
apropriadas, soliivel, homogéneo, auséncia de propriedades organolépticas indesejdveis,
possuir actividade antimicrobiana no produto onde vai ser utilizado e ser pouco dispendioso
(Gomez ¢ Herrero, 1983; Pelczar ef al., 1980).

Os dcidos orgdnicos presentes nos alimentos, sio, geralmente, compostos de baixo
peso molecular, com uma estrutura relativamente simples. Como dcidos fracos, em solugio
aquosa tendem a dissociar-se de acordo com os valores do pH extracelular e da respectiva
constante de dissociagdo (pky) segundo a equagdo de Henderson - Hasselbach, que para o caso
de um dcido monocarboxilico poderd ser escrita:

pH=pka+Iog-[[ﬁ—I_%] FLAY)

em que[A~] e [AH] sdo as concentragdes da forma anidnica e ndo dissociada,
respectivamente.

A valores baixos de pH, os dcidos fracos encontram-se, predominantemente, na forma
ndo dissociada. Esta molécula dada a sua elevada solubilidade na frac¢do lipidica pode
atravessar a membrana citoplasmdtica por difusdo simples. No caso de se tratar de um 4cido ndo
metabolizdvel pelo microrganismo, no interior da célula, onde o pH é mais elevado (cerca de
7,0), o dcido dissociar-se-d € se ndo estiver presente um transportador que promova o seu
efluxo acumular-se-d4 no interior da célula. Esta acumulacdo poderd ser acompanhada por
acidificacio do citosol e eventuais efeitos téxicos. Assim, a toxicidade destes dcidos fracos estd
frequentermente descrita como associada a forma ndo dissociada e como dependente da sua
lipossolubilidade.

No entanto, trabalhos mais recentes asssociam também a forma aniénica aos efeitos
toxicos dos dcidos na actividade metabdlica da levedura (Warth, 1977; 1986; 1988; Cole e
Keenan, 1986). Os efeitos toxicos acentuar-se-30 a medida que aumenta o pH extracelular
(Eklund, 1983 e 1985). Para valores de pH superiores a 6,0, este autor, observou que cerca de
metade da inibigdo do crescimento induzida pelo dcido sérbico era devida a forma anidnica.

As leveduras apresentam respostas muito diferentes & presenc¢a dos dcidos fracos
usados como acidulantes e/ou conservantes na indistria alimentar. A sensibilidade das
leveduras aos dcidos estd dependente sobretudo, da estirpe ¢ dentro da mesma estirpe, do tipo
de dcido (Tab. 1.2). Porém geralmente, quando uma estirpe € sensivel a um dcido particular,
evidencia também uma menor resisténcia relativamente a presenca de outros dcidos (Warth,
1977; 1988).
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Tabela 1.2

Valores minimos do pH do meio de cultura * que permitem o crescimento de leveduras em
fungdo tipo de dcido adicionado (Pitt, 1974 e adaptado de Cdssio, 1994).

Acido adicionado

Leveduras HCI H3PO4 Citrico Milico Tértarico Acético
Brettanomyces intermedius 1,8 — 2.3 — s _
Candida krusei 1.3 1,7 1.9 1,7 1.9 2.4
Candida tropicalis 19 2.1 2.2 2.2 2.1 3.0
Pichia membranefaciens 1.9 2,1 2.2 2.1 2.2 3,0
Rhodotorula rubra 22 2,2 2,2 2.2 23 2.3
Saccharomyces bailii 2.4 2.5 2,2 2.4 25 2.9
Saccharomyces cerevisiae 1.6 1,7 2,0 1.8 1.9 3.6
Torulopsis holmii 1.5 1.7 2,0 2,1 1.9 3.0
Torulopsis stellata 1.6 — 2.0 _— o = ey

* Valor de pH medido ap6s o crescimento a 25° C de pelo menos 5 geragSes durante 4 semanas, num meio com

YNB ("yeast nitrogene base") e glucose a 0,5%.

Muitos investigadores, postulam a acidificacdo do citosol como responsdvel pelos
efeitos toxicos dos dcidos. Krebs et al. (1983) num estudo sobre o efeito do dcido benzdico em
S. cerevisiae, observaram um decréscimo do pH intracelular para valores préximos de 5,0
provocado pela acumulagao intracelular do benzoato. A descida do pH provocaria uma inibi¢éo
da actividade de enzimas glicoliticas, fosfofrutocinase (especialmente sensivel a valores baixos
PHint) € hexocinases, com o consequente decréscimo na produgio de ATP, ¢ paragem no
crescimento. Segundo Neal et al. (1965) os dcidos succinico e ftdlico inibem igualmente
enzimas glicoliticas em homogeneizados celulares de S. cerevisiae, embora, ndo tenham
exercido efeitos significativos em suspensoes de células intactas.

Warth (1991-a) utilizando células de Z. bailii e S. cerevisiae, verificou que
concentragdes de dcido benzdico superiores a uma concentragio minima abaixo da qual os
efeitos negativos do dcido niio eram mensurdveis (MIC), provocam uma redugio na taxa de
crescimento e no pH intracelular. Nestas condi¢des a taxa especifica de fermentagdo foi também
inibida conduzindo a um decréscimo dos niveis de ATP ¢ & acumulagdo significativa de
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benzoato. No entanto, este autor, e ao contrdrio do que foi referido por Krebs et a/. (1983) ndo
observou inibicdo da enzima fosfofrutocinase.

Pampulha e Loureiro Dias (1989) demonstraram que a presenca de dcido acético no
meio extracelular inibia, de forma exponencial a taxa especifica de fermentacio de células de um
mutante deficiente respiratério de S. cerevisiae crescidas num meio com glucose como tnica
fonte de carbono e energia. Além disso, este dcido afectava também as enzimas glicoliticas,
embora de forma diferencial, sendo a enolase a enzima mais significativamente inibida, seguida
da mutase do fosfoglicerato e da isomerase da triose-fosfato. Adicionalmente, a cinética de
inibi¢do da fermentagfio na presenca de dcido acético era idéntica a do abaixamento do pHjp¢ e
dependente apenas da concentragiio da forma ndo dissociada do dcido. Por outro lado, a
presenca de etanol potenciava os efeitos inibidores dos dcidos na fermentacdo e os efeitos
estimuladores na acidificacdo intracelular. Mais tarde, Loureiro-Dias er al. (1989) verificaram
ainda que o 4cido acético se acumula intracelularmente, ndo sendo a acidificagio intracelular
provocada por um aumento do influxo passivo de protdes. Segundo estas investigadoras o
dcido acético afecta negativamente a taxa especifica de crescimento, o rendimento celular e a
produgdo de ATP. Adicionalmente, verificaram que o pHint de células crescidas, na presenga de
dcido acético (células adaptadas) € significativamente superior do que em células crescidas na
sua auséncia, indicando que a adaptag¢do seja devida a actividade de uma ATPase de membrana,
que expulsa os protdes, mantendo o pHjp a valores que permitem o crescimento. A acidificagdo
intracelular induzida pelos dcidos acético, propidnico, butirico e pentandico em S. cerevisiae

tem sido igualmente referida como mecanismo subjacente (Cardoso, 1994).

Segundo Baronofsky et al. (1984), Herrero et al. (1985), Cole e Keenan (1986 ¢
1987) a inibic¢io do crescimento ¢ da actividade metabdlica em geral de bactérias (Clostridium
thermoaceticum e Clostridium thermocellum) e leveduras (Z. bailii e S. cerevisiae) na presenca
de elevadas concentragdes de dcido (acético e benzéico) era provocada pela dissipacdo do
gradiente de protdes e consequentemente pelo decréscimo do pHiyt, provavelmente devido ao
metabolismo ndo repor os niveis de ATP necessdrios para o efluxo de protdes pelas ATPases da
membrana. Por outro lado, a ac¢@o dos dcidos fracos pode estar relacionada com alteracoes de
fungdes da membrana. Maiorella et al. (1983) verificaram que o dcido acético inibe o transporte
activo de fosfato ao nivel da membrana, resultando numa diminui¢do da sintese de ATP,
consequentemente, ocorre uma diminui¢do da biomassa e um aumento da produgde de etanol,
disponibilizando, assim, ATP suficiente para a manutenc¢io celular. Estudos efectuados por
Freese er al. (1973) de inibi¢do de transporte de aminodcidos, de arsenato e fosfato pelos dcidos
orginicos, respectivamente, em membranas de bactérias e leveduras, mostram que
concentracGes baixas de dcido inibem os referidos transportes.

Adicionalmente, a presenga simultnea de mais do que um inibidor pode resultar em
efeitos interactivos no comportamento de populagdes de leveduras. Estes efeitos tém sido
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objecto de estudo de inumeros investigadores, ndo sendo no entanto, ficil comparar os
resultados apresentados, por terem sido obtidos em diferentes condi¢des experimentais. Moon
(1983) estudou a inibigdo do crescimento de vdrias leveduras (Saccharomyces uvarum,
Geotrichum candidum, Endomycopsis burtonie ¢ Hansenula canadensis) associadas a
deterioragdo de alimentos dcidos por misturas de acetato, lactato e propionato, tendo constatado
que estes tinham um efeito inibit6rio sinergistico. Misturas de etanol/dcido acético (Pampulha e
Loureiro-Dias, 1989) ou de etanol/dcido acético/NaCl (Kurita e Koike, 1983) inibem a
fermentacdo e o crescimento da levedura S. cerevisiae. Misturas de dcido sérbico e benzéico
tém efeitos sinergisticos negativos em células de Z. bailii no que respeita ao seu
comportamento a nivel do crescimento (Cole e Keenam, 1986). A resisténcia das leveduras aos
dcidos orgénicos fracos € varidvel, sendo Z. bailii, material biolégico em estudo, uma das
leveduras descritas como elevada capacidade de resisténcia a elevadas concentracdes de dcidos
orgédnicos fracos. Warth (1977) utilizando células de Z. bailii verificou que na presenga de
glucose a acumulagdo intracelular de dcidos sérbico e benzdico era inferior ao que seria de
esperar com base no equilibrio resultante dos valores dos pky dos dcidos e do pH intracelular. A
capacidade de manutengido desses teores de dcido reduzidos era encontrada apenas em células
crescidas na presenca deste dcido (células adaptadas). Warth (1988), determinou valores de pH
intracelular de 6,13 £ 0,2 e 6,51 £ 0,27, respectivamente, na presenca € na auséncia de
glucose. Estes resultados levaram o autor a admitir que a resisténcia aos dcidos resulta de um
sistema de transporte indutivel, que requer energia para promover o efluxo da forma iénica dos
dcidos.A energia gasta por este sistema, justificaria a diminui¢do da taxa de crescimento e do
rendimento em biomassa observada em células crescidas na presenga deste conservante. Um
mecanismo deste tipo é questiondvel, sobretudo se considerarmos as caracteristicas de
lipossolubilidade das formas ndo dissociadas dos dcidos que poderdo permitir a reentrada destes
COmpostos.

Cole e Keeman (1987) ao contririo de Warth, encontraram em Z. bailii uma
concentragdo intracelular de dcido benzéico idéntica a que seria de esperar com base no pky do
dcido e nos pHs intra- e extracelulares. Na sequéncia destes resultados, colocam em causa a
presenca de uma bomba para dcidos fracos sugerindo que, o efluxo do dcido benzdico
previamente acumulado, observado quando da adi¢@o de glucose ou frutose, nio resulta de um
transporte activo, mas de uma diminui¢do do pH interno com a consequente alteragdo do
equilibrio entre as formas dissociadas e ndo dissociadas do dcido. Alternativamente, sugerem
que a resisténcia a dcidos fracos de Z. bailii e de outras leveduras afins surgiria da sua
capacidade para tolerar valores de pH baixos e de excrecdo de dcidos organicos produzidos
durante o metabolismo. A tolerincia de Z. bailii também pode estar relacionada com as
caracterfsticas da membrana. Este facto recebeu uma evidéncia experimental importante através
dos trabalhos de Warth (1988) ao verificar que as espécies sensiveis eram mais permedveis a

forma niio dissociada do dcido do que as mais resistentes.
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Malfeito Ferreira er al. (1989) ao estudar a relagio entre o grau de saturago dos dcidos
gordos totais celulares e a tolerdncia a ambientes de stress em espécies de leveduras isoladas de
vinhos, admitem a possibilidade da resisténcia aos dcidos poder estar relacionada com o grau de
insaturacdo dos dcidos gordos. Esta observagido vem consolidar os resultados de Pilkington e
Rose (1989). Este autor, verificou que o coeficiente de permeabilidade da membrana para o
sulfito aumentava a medida que decrescia o grau de insaturagio dos seus fosfolipidos. Com
efeito, os residuos em Cig:0, Cig:1 € C18:1 abundam em estirpes da espécie S. cerevisiae

enquanto que nas estirpes de Z. bailii predominam os residuos Cig:0, C13:1 € Ci8:2.

Por outro lado, é também possivel, que para as diferentes resisténcias de leveduras
possam contribuir diferengas na razdo volume/drea celulares (V/A), no metabolismo energético
e ainda na sensibilidade intrinseca aos inibidores (Warth, 1989-b). Segundo este autor as
estirpes mais sensiveis de §. cerevisiae sdo as de menores dimensdes celulares. As duas
estirpes de Zygosaccharomyces rouxii estudadas, apesar de possuirem idéntica permeabilidade
A forma ndo dissociada dos dcidos a mais resistente apresentava uma menor razdo V/A. No
entanto, ambas possuiam valores de V/A menores quando comparados com Z. bailli. Nesta
espécie, a estirpe mais permedvel e de menor dimensdo foi a que apresentou maior
sensibilidade. Schizosaccharomyces pombe apresentou um comportamento distinto dos
anteriores, sendo de todas as espécies testadas a de menor permeabilidade ao dcido benzdico,
possuindo no entanto, uma tolerdncia ao dcido menor do que Z. bailii, sugerindo uma maior
sensibilidade intrinseca ao dcido.

1.4 - Leveduras de contaminacio alimentar

As leveduras, taxonomicamente incluidas no reino dos Fungos, sdo organismos
eucariontes heterotréficos que passam a maioria do seu ciclo de vida na fase unicelular. Sdo
providas de parede celular constituida essencialmente per manano, glucano e/ou quitina. A
maioria sdo sapréfitas, conhecendo-se, no entanto, alguns casos de parasitismo. Reproduzem-
se assexuadamente por gemulagdo ou por divis@o bindria e sexuadamente mediante a formagio
de ascos no interior dos quais se encontram os ascésporos (Ascomycotina) ou de basidios que
se diferenciam em basidiésporos (Basidiomycotina). Em algumas espécies, a reprodugio
sexuada ainda é desconhecida, sendo incluidas na sub divisdo Deuteromycotina (Kreger-van
Rij, 1984).

Os habitats das leveduras sdo variados, adaptando-se as mais diversas condigdes
ecoldgicas. E pois natural, a sua ocorréncia nos alimentos e bebidas e no ambiente em geral da
inddstria alimentar, devido & sua presenga nas matérias primas, no equipamento e & sua
disseminagdo através da atmosfera, operdrios ¢ insectos. No entanto, das cerca de 600 espécies
de leveduras actualmente conhecidas apenas um nimero relativamente pequeno assume um
papel relevante na contaminag¢fo alimentar. Contudo, a importdncia destes organismos na
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deterioracdo de produtos, tem vindo a aumentar, sendo, actualmente responsdvel por enormes
perdas econdmicas. Sdo vdrias as razdes que podem contribuir para esta situacdo, entre 0s quais
se salientam: introdugdo de novas tecnologias no processamento, novas formulagdes e
diminui¢do da utilizag¢do de conservantes particularmente efectivos contra leveduras. Por este
motivo, surgiu o conceito de levedura de alteragdo ou deterioragdo que engloba todas as
espécies susceptiveis de provocar alteracdes indesejdveis de alimentos e bebidas. Esta
denominag¢do ndo deve ser confundida com o termo "leveduras de contaminagdo" relativo as
leveduras isoladas de alimentos mas que ndo apresentam necessariamente capacidade para os
deteriorar. As espécies de leveduras de deterioragdo isoladas de produtos alimentares, assim
como as principais alteragdes provocadas por estes organismos, sdo referidas na tabela 1.3.
Convem no entanto, referir que o conceito de levedura de contaminacio € muitas vezes
condicionado pelo tipo de produto em que esta exerce a sua actividade e que a degradagio
microbiana de alimentos é um processo competitivo que ocorre entre bactérias, leveduras e
bolores.

Virios sdo os factores que condicionam a deterioragdo de um alimento ou bebida por
microrganismos, em geral e por leveduras em particular. Entre estes factores destacam-se:
disponibilidade de nutrientes, pH e capacidade tampdo, actividade da dgua (aw), temperatura,
teores de conservantes, teor em agticar residual, teor alcodlico e o nivel de contaminacio inicial
(Malfeito Ferreira, 1990). O crescimento e a actividade metabdlica dos microrganismos sio
significativamente afectados pelo valor de pH dos alimentos. Ainda que sejam capazes de
crescer numa vasta gama de valores de pH, desde 1,5 em produtos citricos a 7,8 no leite e
derivados, o seu pH déptimo de crescimento situa-se entre 4,0 e 5,5 (Corlett € Brown, 1980).
Geralmente, as leveduras sd@o mais resistentes a valores reduzidos de pH e ay do que as
bactérias. Os fungos (bolores e leveduras) constituem a flora propria de alimentos e bebidas
dcidas (pH inferior a 4,5) € com uma quantidade de dgua disponivel que varia entre 0,91e 0,60
(Jay, 1986). Convém, no entanto, salientar que o pH minimo de crescimento de um
microrganismo ndo € ficil de estabelecer, dado ser fortemente influenciado pela natureza dos
dcidos e outros compostos presentes e, ainda por outros factores ambientais. Com efeito, na
maior parte dos casos a estabilidade microbiana dos alimentos, nomeadamente do vinho, sé se
consegue através da compreensio de todos os factores epidemiolégicos, ecolégicos,
fisiolGgicos e taxonémicos que determinam a contaminagio pelos microrganismos envolvidos.
Uma concepgdo fabril, um equipamento de ficil limpeza, uma escolha do programa de
sanificagdo, um controlo microbiolégico adequado, uma sensibilizagdo dos meios humanos
intervenientes na produgdo, serdo por conseguinte, instrumentos valiosos na luta contra as
alteragdes de alimentos provocados por leveduras (Thomas e Davenport, 1985).
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Tabela 1.3

Principais leveduras de deterioracdo de produtos alimentares, caracteristicas indesejdveis mais

siegnificativas e alimentos onde t€ém sido encontrados (adaptado de Quintas, 1993)

Leveduras Caracteristicas Alimentos
importantes

Brettanonyces Produgao de aromas anormais em Vinhos.

intermedius cereja, cidra, e "soft drinks".

Candida krusei

Debaryoniyces
hansenii

Kloeckera apiculata

Pichia
membrananefaciens

Rhodotorula glutinis
Rhodotorula rubra

Saccharomyces

cerevisiae

Saccharomyces
exiguus

Schizesaccharomyces

pombe

Zygosaccharomyces
bailii

Zygosaccharomyces
bisporus

Zygosaccharomyces
rouxii

Resisténcia a conservantes, formagio
de peliculas em azeitonas, pickes
e molhos.

Crescimento a valores de ay reduzidas
em alimentos conservados com
NaCl, especialmente em carnes
e produtos cdrneos.

Deterioragio de frutos frescos
e transformados.

Resisténcia a conservantes.
Formagao de peliculas em azeitonas,
pickles e molhos.

Contaminante comum.
Raramente associada 2 deterioragfio
de frutos frescos.

Contaminante ubicuo.
Fermentagdes indesejiveis em
"soft drinks".

Moderada resisténcia aos conservantes.

Ocorréncia comum em salmoura de
azeitonas.

Relativamente rara como causa de de-
teriora¢io em choucroute, sumos
mos, lacticinios ou "soft drinks".

Resisténcia aos conservantes.
Raramente constitui uma levedu-
ra de deterioragio.

Resisténcia aos conservantes.

Fermentagdes indesejiveis em
produtos liquidos dcidos conser-
vados como: sumos, molhos,
cidras e vinhos.

Resisténcia aos conservantes.
Propriedades intermédias entre
Z. bailii e Z. rouxii.

Resisténcia a valores de ay, mui-
to reduzidos.

Fermentagoes indesejdveis em con-
centrados de sumos, mel, gelei-
as, produtos de pastelaria, fru-
tos secos embalados.

Cacau, produtos citricos, concentrado
de laranja, iogurte.

Refrigerantes gaseificados, vinho en-
garrafado, sumo de laranja, salmou-
ras, leite e derivados.

Cerveja, sumos, concentrado de laran-
ja.

Refrigerante gaseificado, cerveja, vi-
nho em barris e engarrafado.

Vinho engarrafado, natas, manteiga,
gelados.

Vinhos engarrafados, a granel, em barris
e em depdsito, vinhos leves adamados,
cerveja, molhos, azeitonas em salmoura,
sumos gaseificados ou nido, iogurte e
queijos.

Pickles, produtos citricos.

Recheios e coberturas de confeitaria,
frutas cristalizadas.

Vinhos em barris, vinhos brancos engarra-
fados e em depdsito, vinhos rosés secos,
vinhos adamados, bebidas carbonatadas,
pickles, xaropes, maionese, ketchup,
geleias, fruta conservada, concentrados
de sumos, sumo de uva e mosto.

Sumos gaseificados, marmelada, recheios e
coberturas de confeitaria, flor de xerez.

Refrigerantes gaseificados ou ndo, vinho
engarrafado, molho de soja, chocolate.
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1.5 - O caso particular de Zygosaccharomyces bailii
1.5.1 - Caracteristicas taxonomicas

Como jd referido entre as leveduras de deterioragio de alimentos destaca-se a espécie
Zygosaccharomyces bailii. A sua actividade € responsdvel por considerdveis perdas econémicas
para a Inddstria Alimentar.

Segundo Barnett et al. (1990); Kreger e van Rij (1984) as caracteristicas taxondémicas
de Z. bailii sdo as seguintes:

» Mortfologia

A cor das colénias varia entre o branco e o creme, convexas lisas, muitas vezes
acastanhadas no topo € com margem sinuosa. Verificam-se diferengas acentuadas de acordo
com o meio utilizado. As células sdo cilindricas e/ou elipsoidais, formando pares, pequenas
cadeias ou cachos. O seu tamanho varia entre (3,5 - 6,5) x (4,5- 11,5) .

 Formacfo de ascéporos

Da conjugagdo de duas células individuais resulta um asco que contem 2 a 4
ascoésporos lisos de forma globosa ou elipsoidal, por célula.

c¢) Fermentacio

D-Glucose + Sacarose +, - Celobiose - Amido -
D-Galactose - oc, cc-Trealose -, D Melesitose - D-Xilose -
Maltose - Melibiose - Rafinose +, -

Me o<-D-Glucosido -  Lactose - Inulina -

d) Assimilagdo/Crescimento

D-Glucose + Inulina - Metanol - sem Piridoxina e Tiamina ?
D-Galactose+, - Amido- Etanol+ sem Niacina +
L-Sorbose-, D Glicerol +, - Propano 1.2 diol -  Sem PABA +
D-Glucosamina - Eritritol - Butano 2,3 diol - a25 C+

D-Ribose - Ribitol+, - Nitrato - a3 C+

D-Xilose - Xilitol -, D Nitrito - al35 C+.-
L-Arabinose - L-Arabinitol - Etilamina + a37" C+,-
D-Arabinose - D-Glucitol+, D L-Lisina + ad0° C -

L-Ramnose - D-Manitol+, D Cadaverina + 0,01% Cicloheximida -
Sacarose+, - Galactitol- Creatina- 0,1% Cicloheximida -
Maltose - Mio-Inositol - Creatinina - 1% Acido acético +
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o oc-Trealose +.- D-Glucano-1,5-lactona+.- Glucosamina- 50% D-Glucose+
Me e<-D-Glucosido -  2-Ceto-D-Gluconato +.- Imidazole - 60% D-Glucose+.D
Celobiose - 5-Ceto-D-Gluconato - sem Vitaminas -

Salicina - D-Gluconato - sem mio- Inositol +

Arbutina - D-Glucuronato - sem Pantotenato +

Melibiose - D-Galacturonato - sem Biotina -

Lactose - DL-Lactato - sem Tiamina +

Rafinose - Succinato - sem Biotina e Tiamina -

Melesitose - Citrato - sem Piridoxina +

» Qutras Caracteristicas

Z. bailii ndo produz amido, ndo hidroliza a ureia e a reac¢do com o composto azul de
diazénio B € negativa. A razdo guanina - citosina oscila entre 42,7-44,6. Possui o coenzima Q6.

1.5.2 - Importancia na Indistria Alimentar

O habitat natural de Zygosaccharomyces bailii sdo os frutos secos e as gomas
exsudadas de drvores de fruto. No entanto, a elevada tolerdncia a diversos factores ambientais
adversos, associada a sua capacidade fermentativa tornam esta levedura uma das mais
problemdticas na Indudstria Alimentar. As caracteristicas mais importantes como possivel agente
de alteragdo de alimentos e bebidas estdo sumariadas na Tab. 1.4.

» Fonte de carbono e energia

Células de Z. bailii crescidas num meio de cultura com glucose e frutose como fonte
de carbono e energia utilizam preferencialmente o dltimo acicar. Esta espécie € frutofilica e,
segundo Emmerich e Radler (1983), ao contrdrio do que se verifica na espécie Saccharomyces
cerevisiae, as permeases transportadoras da glucose e da frutose sido, respectivamente,
indutivas e constitutivas. A desassimila¢dio da sacarose é mais lenta o que explica o facto da
deterioracdo de alimentos aos quais foi adicionada sacarose ndo ocorrer imediatamente a seguir
a0 seu processamento. Adicionalmente, a taxa de alteragcao de um produto por esta levedura é
condicionada pela concentragdo de um agicar fermentescivel, crescendo, por exemplo, mais
rapidamente na presenga de 10,0% de glucose do que na presenca de 1,0%.

opH

Z. bailii apresenta elevada resisténcia ao pH, podendo crescer a pH 2,2, na presenga
de dcido citrico (Pitt, 1974).
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Tabela. 1.4

Zygosaccharomyces bailii - caracteristicas de importéncia tecnoldgica (adaptado de
Thomas e Davenport, 1985).

Crescimento em produtos com um valor de pH que varia entre 2,0 ¢ 7,0
Tolerdncia a dcidos orginicos, i. e.. > 2,5% (v/v) de dcido acético
Crescimento em produtos com concentragdes de agticares > 70% (v/v)
Tolerincia ao calor > 75° C

Tolerdncia ao dietilpirocarbonato > 500 ppm

Tolerdncia ao dcido benzéico > 1000 ppm

Tolerincia ao dcido sérbico > 800 ppm

Tolerincia ao diéxido de enxofre > 3 ppm de SO molecular
Tolerdncia ao etanol > 20% (v/v) etanol

Tolerincia ao vapor de acetaldeido > 3% (v/v)

Tolerincia a alguns agentes industriais de esterilizagao

Algumas estirpes sdo capazes de sintetizar as suas proprias vitaminas

» Conservantes dcidos

Algumas estirpes de Z. bailii, apresentam uma resisténcia extraordindria aos dcidos,
sendo capazes de crescer na presenga de concentragdes de dcido sérbico ou benzoico superiores
a 600 ppm para valores de pH inferiores ao pKj do dcido (Pitt, 1974). Este autor observou
também que, concentragdes em dcido acético de 2% sao insuficientes para evitar a alteragdo do
sumo de tomate por esta levedura. Estas concentragdes sdo superiores aos limites legais para
aquelas substancias em alguns produtos alimentares, nomeadamente vinho.

Esta levedura possui também, elevada resisténcia ao SO, (Rankine e Pilone, 1973;
Hammond et al., 1976; Thomas e Davenport, 1985) e agentes sanificantes (Neumayr et al.,
1989) e apresenta uma capacidade de adaptacdo a doses sub-letais dos agentes antimicrobianos
utilizados na inddstria alimentar, como o SO7 (Delfini, 1988), o dcido benzoico (Warth, 1977)
€ 0 dcido sérbico (Thomas e Davenport, 1985).

« Etanol

Esta levedura possui elevada tolerancia ao etanol, cuja resisténcia €, por vezes superior
dde S. cerevisiaze (Whiteley e Simpson, 1978). Esta caracteristica é evidenciada pelas

refermentagdes secunddrias que provoca em vinhos com elevados teores de SOz € com
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concentragdes em etanol inferiores a 11,5% (v/v) constituindo um dos principais problemas nas
regioes onde se produz vinho branco (Thomas e Davenport, 1985). Adicionalmente o etanol
reduz a resisténcia ao dcido benzoico. Por outro lado, concentragoes elevadas de frutose (20 a
50%) aumentam a sensibilidade ao etanol (Warth, 1986).

» Actividade da dgua (ay)

Z. bailii resiste a valores de ay de 0,80, sendo considerada por Pitt e Hocking (1985)
como uma levedura xeréfila. E uma levedura tipica dos alimentos ricos em sacarose (Tilbury,
1980).

» Temperatura

Z. bailii € um organismo considerado meséfilo (Pitt ¢ Hocking, 1985) capaz de

crescimento numa gama de temperaturas compreendida entre os 5 € 35° C.

Put e De Jong (1982) ao comparar a resisténcia térmica de Z. bailii com a de S.
cerevisiae constataram que as formas vegetativas de Z. bailii apresentam uma resisténcia
semelhante as de S. cerevisiae; porém os ascésporos de Z. bailii sdo menos resistentes do que
os esporos da ultima espécie. No entanto, a resisténcia as altas temperaturas dentro da mesma
espécie varia com a estirpe. Por outro lado, a resisténcia ao calor aumenta em meios com teores

elevados de agiicares e poliois (Corry, 1976, citado por Thomas e Davenport, 1985).

De facto, estas espécies alteram principalmente produtos alimentares com valores de
pH e actividade da dgua reduzidos, que contenham acgtcares fermentesciveis e/ou outros
compostos de carbono assimildveis (etanol, glicerol, dcido acético), uma fonte de azoto,
vitaminas do grupo B e conservantes dcidos (Thomas e Davenport, 1985).

A natureza da extensdo das alteragdes provocadas por Z. bailii podem variar com o
nivel de contaminag@o inicial (Warth, 1986), com a composi¢do quimica do produto (Thomas e
Davenport, 1985), com a utilizagdo de tratamentos térmicos (Put e De Jong, 1982), com as
condi¢cdes de embalagem e de armazenamento (Thomas e Davenport, 1985) e com a higiéne e
sanifica¢do do equipamento e ambiente (Seiler, 1980). De uma forma sumdria, tais alteragdes
traduzem-se basicamente em:

» Producgdo de gases;

 Alteracdes sensoriais resultantes da modificacdo da cor, turvag@o, carbonatagdo e

aroma;
» Alteragdo do sabor;
» Produgdo de aromas desagraddveis relacionados com a produgéo de H2S;

» Amolecimento dos produtos;
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Alteracdo da composicio do alimento, o que pode proporcionar a invasio por outros
microrganismos de contaminac¢fio. Por exemplo: a utilizagao de dcido acético em
pickles por Z. bailii possibilita 0 aumento de pH, favorecendo a altera¢do por

outras espécies menos aciddfilas (Thomas e Davenport, 1985).
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CAPITULO 2

EFEITOS DE ACIDOS FRACOS E DO ETANOL NA CINETICA DE
CRESCIMENTO DE Zygosaccharomyces  bailii ISA 1025,
COMPARATIVAMENTE COM Saccharomyces cerevisiae |1GC 4072

2.1 - Introducao

Ao longo de uma fermentag¢do alcodlica o etanol, produto principal da actividade
fermentativa de Saccharomyces cerevisiae e de outras leveduras afins, pode acumular-se no
meio extracelular exercendo, a partir de determinada concentragiio efeitos negativos sobre a
actividade metabélica das leveduras. A tolerdncia ao etanol depende da estirpe e das condigdes
em que decorre a fermentac¢do nomeadamente temperatura, composi¢do do meio € presenca de
02, indispensdvel a biossintese de esterdis € dcidos gordos insaturados.

No entanto, os efeitos téxicos observados para o etanol quando adicionado ao meio
extracelular ndo sao suficientes para explicar paragens do crescimento e/ou da fermentagdo
levadas a cabo por leveduras. Maiorela er al. (1983) referem que os subprodutos finais da
fermentagdo podem potenciar os efeitos téxicos do etanol. O 4dcido acético, sub-produto da
fermentacdo alcodlica resultante quer da actividade metabélica das leveduras quer das bactérias
lacticas e acéticas contaminantes, € um potencial candidato. Afecta negativamente o estado de
populacdes de leveduras, nomeadamente, a taxa especifica de crescimento, a taxa de
fermentagdo e a viabilidade das células (Pampulha, 1989; Pampulha e Loureiro, 1989;
Pampulha e Loureiro Dias, 1989; Pinto ef al., 1989; Ramos e Madeira Lopes, 1990; Warth,
1991-b; Rodrigues Alves et al., 1992). Os dcidos propidnico, butirico e pentandico encontram-
se igualmente presentes, ainda que em concentragdes relativamente baixas, no meio de

fermentag@o podendo induzir também efeitos negativos na levedura S. cerevisiae (Cardoso,
1994).

O 4cido sérbico € um dcido gordo insaturado utilizado como antiséptico em numerosos
produtos alimentares incluindo vinhos adamados, que afecta negativamente a actividade de
leveduras principalmente a taxa de crescimento e o rendimento em biomassa, embora existam
diferengas na resposta das leveduras a sua toxicidade. As doses legais utilizadas nos vinhos sdo
inferiores ou iguais a 200 mg/L.

Tal como no caso do etanol, também a toxicidade destes compostos € dependente da
estirpe de levedura e condicionada por factores ambientais vdrios, como a temperatura, pH e
composic¢io do meio de cultura. No presente capitulo, procedeu-se ao estudo dos efeitos dos

dcidos acético, propiénico, butirico, pentanéico e sérbico no crescimento de
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Z_vgosacchammyc'es bailii ISA 1025, quando cultivada num meio com glucose, como dnica
fonte de carbono e energia. Em paralelo, desenvolveram-se estudos respeitantes 10s efeitos do
etanol no crescimento da levedura nas mesmas condi¢des experimentais. Os efeitos negativos
dos dcidos acético e sorbico e do etanol foram também estudados em fung¢do da temperatura.
Adicionalmente e de uma forma sistematizada os resultados obtidos foram comparados com os

obtidos na levedura S. cerevisiae.

2.2 - Crescimento e morte celular e sua dependéncia da temperatura em
leveduras. Breve Revisao.

A temperatura € um dos factores ambientais que afecta significativamente a actividade
dos microrganismos limitando os mecanismos termoadaptativos (ex.: variacio da composi¢io

lipidica das membranas) e as reac¢des quimicas que ocorrem no interior da célula.

Sabe-se desde hd longa data, que temperaturas suficientemente elevadas provocam a
morte de microrganismos.Tal estd intimamente associado a prdtica da esteriliza¢iio conduzida
pelo calor. A morte celular induzida por temperaturas elevadas letais € designada por "Morte
Térmica”. Por sua vez a dependéncia do crescimento de uma dada populagdo microbiana e da
morte celular com a temperatura € habitualmente expressa pelo designado "Perfil de
Temperaturas"”. Este, por sua vez, é constituido pelos graficos de Arrhenius das taxas
especificas do crescimento (k) ¢ das taxas especificas de morte térmica (kg), conforme se
esquematiza na figura 2.3.

Os pardmetros k¢ e kg, em condi¢gdes bem definidas sdo caracteristicos de uma dada
estirpe microbiana pelo que se revestem de particular importincia em Microbiologia. Em
particular, no caso das leveduras, estudos sistematizados sobre a defini¢do destes parimetros e
a sua dependéncia com a temperatura iniciaram-se na década dos anos sessenta e estdo por
exceléncia associados as publicagdes de van Uden e colaboradores (1967; 1968; 1969; 1970,
1971; 1974; 1975; 1976; 1981; 1983; 1984-a e b; 1985 ¢ 1989-a,be c).

2.2.1 - Crescimento exponencial

O crescimento dos organismos pode ser encarado individual ou colectivamente. Nos
seres superiores geralmente, € dedicada maior relevincia ao crescimento individual. Nos
microrganismos, porém, dadas as suas reduzidas dimensdes, leva a que se dé, como regra,
mais atencdo ao crescimento das populagdes. No entanto, ambos os conceitos estdo bastante
interligados.

A avaliacdo do crescimento microbiano, em determinado momento, pode ser efectuada

através de determinagdes de biomassa (peso seco), de densidade dptica. de massa de um
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componente celular, quantidade de substrato consumido ou produto formado, de taxas
metabélicas, contagens de cé€lulas totais e de unidades vidveis.

JRESSPSEVI, [m——

-

~

Log. populacdo vidvel

A

Tempo

Fig.2.1 - Curva de crescimento de um microrganismo em sisterna fechado.

1 - Fase de laténcia ke = 0

2 - Fase de aceleragiio 0 < ke< ke max

3 - Fase exponencial de crescimento ke= ke max
4 - Fase de desaceleracfio 0 < ke< ke max

5 - Fase estaciondria kg =0

6 - Fase de morte celular

a) Taxa especifica de crescimento

b) Taxa especifica mdxima de crescimento.

Consideremos uma populagiio de células microbianas homogeneamente distribuidas,
inoculada num meio de cultura liquide, com composicio quimica e pH adequados, bem agitado
e arejado, se necessdrio a temperatura constante ¢ apropriada. Ao fim de algum tempo, verifica-

se que 0s micorganismos comecam a crescer. Se representarmos em papel semilogaritmico os
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valores da densidade populacional, expressa por exemplo pela densidade éptica, em funcdo do
tempo, obtem-se uma curva que apresenta uma série de fases sequenciais e distintas entre si.
reflectindo modificagdes no estado fisioldgico do microrganismo e do seu meio de cultura (Fig.
2.1). Nestas condicdes apds um periodo de laténcia varidvel (Fase 1), durante o qual o
microrganismo se adapta as novas condigdes ambientais, inicia-se a divis@o celular com uma
velocidade de crescimento a aumentar progressivamente, até atingir a taxa de crescimento, ke,
maxima (Fase 2). Segue-se a fase de crescimento em que o valor de ke € constante e

s max : z .
corresponde ao valor mdximo, k. °". Esta fase de crescimento (Fase 3) € designada por

"crescimento exponencial”. O aumento da populagdo microbiana pode ser avaliado ao longo do
tempo. Num intervalo de tempo infinitamente pequeno (dt), hd um aumento da populagio (dx)
que € proporcional a biomassa presente e ao intervalo de tempo. Isto €.
dx
dx=kc.xdt ou a=kcx (2.1}

. . dx . ~
em que x representa a densidade populacional, qr Ataxa de crescimento da populacdo

em cada instante e k¢ a taxa especifica de crescimento, expressa em unidades do inverso do
tempo (T-1).

Enquanto o meio de cultura mantém as propriedades fisico-quimicas, observa-se um
aumento exponencial da densidade populacional. O valor da taxa especifica de crescimento
mantem-se invaridvel com o tempo de acordo com a seguinte equagdo:

X; = xg eKet (2.2)

em que X; e Xp s8o as densidades populacionais nos tempos t e (), respectivamente.
Logaritmizando a equagio anterior obtemos:

In x; = In xq + k¢t (2.3)

A partir do declive da recta experimental correspondente ao crescimento exponencial
(Fig. 2.1 - Fase 3) e de acordo com a equagdo 2.3, poder-se-4 estimar o valor da taxa especifica
de crescimento.

Em cultura descontinua, ou em sistema fechado, como os nutrientes ndo sio
renovados nem retirados os produtos do metabolismo (excepgdo para a troca de gases) mais
cedo ou mais tarde, quer devido 3 acumulagdo de inibidores quer devido a insufici€ncia de
nutrientes, a taxa especifica do crescimento diminui até se reduzir a zero - fase que € designada
estaciondria. Segue-se-lhe eventualmente a autélise celular (Fig. 2.1).

A taxa especifica do crescimento constitui um pardmetro bioldgico, cujo valor depende
da estirpe microbiana e é fortemente influenciada pelas condigdes fisicas (pH, actividade da
dgua, tensdo de oxigénio, presenga de inibidores) e quimicas (particularmente a natureza e

concentragdo da fonte de carbono e de energia) do meio.
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A taxa especifica de crescimento € igualmente uma funcio da temperatura.

2.2.2 - Morte térmica microbiana

Em microbiologia uma célula estd morta quando perdeu irreparavelmente a sua

capacidade de multiplica¢do, quando inoculada num meio apropriado.

Assim, quando uma populagio de células, € submetida a temperaturas superiores i
Tmax, € possivel observar a ocorréncia de morte celular. A velocidade de morte serd funcdo do

agente letal e das condi¢bes ambientais a que os microrganismos estdo expostos.

Para avaliar a morte celular retiram-se amostras em intervalos de tempo definidos, as
quais sdo semeadas em superficies de meio apropriado contido em placas de petri. Apés
incubagio procede-se a contagem das colénias desenvolvidas.

Seguindo uma metodologia idéntica 2 usada no crescimento, se representarmos em
grifico o logaritmo natural do nimero de células vidveis (%) em fun¢io do tempo de exposicao
a uma temperatura letal, em leveduras geralmente, obtem-se curvas do tipo da figura 2.2, que
sd0

500 |-
300
200 [,

100

% CEL. VIAVEIS

-

ot
]

10 20 30 40 50
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Fig. 2.2 - Curvas de sobrevivéncia de Saccharomyces cerevisiae a vdrias temperaturas letais. (adaptado de van

Uden et al., 1968).
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constituidas por uma recta que poderd ser precedida de um patamar. No entanto, de acordo com
os dados na literatura, poder-se-ao obter mais dois tipos de curvas de sobrevivéncia. A curva
pode ser totalmente linear; a parte linear pode ser seguida por uma segunda recta de menor
declive. Este tipo de curva de sobrevivéncia indica a existéncia de uma sub-populagdo mais
resistente (Farel e Rose, 1967)

O célculo da taxa especifica de morte térmica, kq, € feito com base no declive da parte
linear da curva semilogaritmica de sobrevivéncia, a partir da equacgao:

Inx=Inxg-kgt 2.4

em que x; € g sdo respectivamente o niimero de células vidveis no tempo t, e no inicio

da experiéncia de morte, kg representa a taxa especifica de morte térmica, com dimensoes de
inverso do tempo.

A partir da equagdo 2.4 obtem-se:

_kd[
Xt=Xpe (2.5)

E diferenciando:

'kd f

= k (2.6)
dr = Kdxoe ;
Conjugando as duas equagdes anteriores, obtem-se:
dx
q = kax (2.7)
ou seja:

dx 1
kg=- T % (2.8)

em que dx/dt representa o decréscimo instantineo da populagio vidvel x.

A morte celular que varia de acordo com uma cinética expressa pela equagdo 2.8 é
designada de morte exponencial.

A taxa especifica de morte para uma dada estirpe microbiana, e para uma dada
temperatura, € uma constante sob condi¢des experimentais bem definidas e controladas. Com
efeito, a resisténcia térmica da populaciio de leveduras pode variar com o pH, composi¢do do
meio extracelular, presenga de drogas, ou ainda com o estado fisiologico da cultura.

Assim, quando se pretende estudar o efeito de uma sé varidvel (como por exemplo a
temperatura) na cinética de activagfo da morte té€rmica, devem padronizar-se cuidadosamente as
condigdes de indculo e de experiéncia.

Saccharomyces cerevisiae, 3 semelhanca das outras leveduras meséfilas possui um
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perfil térmico associativo (Simdes Mendes er al., 1978) , em que o crescimento € a morte estdo
associados para temperaturas superiores a temperatura 6ptima. Neste caso, a extrapolacdo do
gréfico de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica intersepta o grafico de Arrhenius
das taxas especificas de crescimento, numa zona de temperaturas com significado biolégico, tal
como estd representado na figura 2.3. Esta figura esquematiza um perfil de temperaturas do tipo
associativo, representando a variagdo de ke em fun¢iio da temperatura, sob a forma de grifico
de Arrhenius.
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Fig. 2.3 - Grifico de Arrhenius de uma levedura com perfil associativo (adaptado de van Uden, 1984-a).

Na curva observa-se a presenga de duas zonas distintas de crescimento (subdptima e
supraéptima), separadas pela temperatura ptima de crescimento a qual K¢ tem o seu valor
mdximo. Para temperaturas inferiores  éptima observa-se um aumento progressivo de k¢ desde
0 seu valor minimo a temperatura minima a qual o crescimento € mensurdvel (Trmip) at€ a Top. A
zona supradptima corresponde a uma diminui¢do muito acentuada do valor de k¢ a medida que a
temperatura aumenta, a qual se anula a temperatura maxima de crescimento (Tmax), que € por
defini¢do a temperatura acima da qual ndo € mensurdvel crescimento.

A maior parte das leveduras, particularmente as presentes nos alimentos, comportam-
s¢ como microrganismos mesofilos (Tpax entre 25° C e 50° C). Algumas no entanto, sio
psicréfilas cuja Tmax de crescimento anda  volta de 7 a 20° C e cujo valor 6ptimo ronda os 12 a
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15 ° C (Phaff er al., 1978) e outras, designadas por Carmo - Sousa (1969) psicrofébicas, s6
crescem numa estreita gama de temperaturas (entre 20 - 30 ° C e 42 - 45° C). Nio se
encontraram até hoje leveduras terméfilas (Tyax superior a 50° C). A Ty, das leveduras

mesofilas € superior a 0° C, situa-se frequentemente entre 5 - 10° C (Phaff er al., 1978).

Estas duas temperaturas limites, conjuntamente com a temperatura optima de
crescimento, sido, pela sua importincia na caracterizagdo do perfil de temperaturas de um

microrganismo, chamadas as temperaturas cardiais.

Neste caso (leveduras com perfil do tipo associativo) para T > Top, ocorrem dois
perfodos exponenciais distintos de crescimento: na primeira fase ndo se detecta ainda a morte,
na 2%, associada ao crescimento observa-se aparecimento de morte celular da populagio vidvel.
No 2? periodo a taxa especifica de crescimento decresce acentuadamente em relagdo a do 1°
perfodo, assume, no entanto um valor positivo igual a (k¢-kg). Deste modo, para leveduras que
apresentem este comportamento o conceito de temperatura cardial - T descrito previamente
por Johnson er al. (1954) foi alterado, definindo-se duas temperaturas médximas de crescimento,
com base na interferéncia do fendmeno de morte (van Uden e Madeira Lopes, 1970). T‘"“xi (a
temperatura mdxima inicial do crescimento) e a Tmaxf (a temperatura maxima final do
crescimento). Entre a Top e a Tmuxp no 2° periodo, a taxa especifica de crescimento passa por
um valor mais baixo em relaciio ao do 1° periodo, sendo no entanto superior 8 de morte. Entre
a Trmax; € @ Tinax;» no 2° periodo, a taxa especifica de morte € superior i de crescimento, nio se
observando crescimento liquido no segundo periodo. Ndo iremos aprofundar os aspectos
tedricos subjacentes ao 22 periodo de crescimento porque o trabalho experimental desenvolvido
nesta tese tem como objectivo estudar os efeitos do etanol e dos dcidos organicos na taxa
especifica de crescimento do 1° periodo. Com efeito, os resultados apresentados dizem respeito
ao efeito do etanol e dos dcidos orgdnicos na taxa especifica do crescimento do 1° periodo em
que se observa unicamente crescimento.

Noutro tipo de leveduras, as representa¢des de Arrhenius para o crescimento € para a
morte ndo se interseptam, no ponto correspondente a Tiax de crescimento numa zona de
temperaturas com significado biolégico. Por outro lado o Arrhenius de k¢ ndo se dicotomiza
acima da Tqp, visto ndo ocorrer morte exponencial em simultineo com o crescimento a
temperaturas mais elevadas do que a temperatura 6ptima. O perfil térmico destas leveduras €
designado por ndo associativo ou dissociativo: € o caso de leveduras psicrofilas e de algumas
termotolerantes (van Uden et al., 1968; Madeira Lopes, 1974, 1982, 1987 e 1992). Nestas
leveduras os processos que regulam a morte térmica sdo distintos dos que limitam o valor da
Tmax (van Uden et al., 1968).
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2.2.3 - Efeitos de toxicos nas relagdes de temperatura

Em Saccharomyces cerevisiae e em algumas outras leveduras tém-se vindo a acumular
resultados que indicam que o etanol e dcidos fracos, induzem efeitos no microrganismo que
como ultima consequéncia podem levar a perda total da viabilidade das células. Os efeitos
toxicos acentuam-se com a temperatura. Muitos dos mecanismos subjacentes a estes efeitos

negativos sio conhecidos empiricamente.

Em $. cerevisiae a presenca de etanol no meio de cultura, provoca uma diminui¢io da
Top € de Tmax (van Uden e Duarte, 1981) e um aumento da Tpjp (S4 Correia e van Uden,
1983). Para concentragdes de etanol superiores a 3,0% (p/v) verifica-se um deslocamento
acentuado da Top € Tmax efeito que se intensifica & medida que aumenta a concentragdo de
dlcool no meio extracelular. Ainda, em S. cerevisiae, o etanol desloca o perfil de temperaturas
de crescimento e morte, para uma zona de temperaturas mais baixas, mantendo-se, no entanto,
o perfil do tipo associativo. A amplitude da deslocagio depende da concentragio de dlcool no

meio de suspensio de células.

Tal como o etanol, também o dcido acético desloca o perfil de temperaturas de S
cerevisiae (Ramos e Madeira Lopes, 1990) e de Candida shahetae (Rodrigues Alves et al.,
1992) em bloco para uma zona de temperaturas inferiores, aumentando para uma determinada
temperatura, a taxa especifica de morte térmica e diminuindo a de crescimento.
Consequentemente, estreita-se a gama de temperaturas as quais € possivel observar
crescimento.

No que respeita a morte térmica e em S. cerevisiae os respectivos grificos de
Arrhenius na auséncia e na presenga de concentragdes crescentes de etanol, constituem uma
familia de rectas intrinsecamente paralelas e deslocadas para uma zona de temperaturas mais
baixas (L.edo e van Uden, 1982). Estes resultados foram interpretados como, indicativos de que
o etanol tem efeito na entropia de activagdo da morte térmica (A S* que definiremos no capitulo
3), sem no entanto modificar significativamente a sua entalpia de activa¢io (A H* que
definiremos no capitulo 3). Isto indica que, o etanol aumenta a morte térmica desorganizando as
suas moléculas termosensiveis € tornando-as mais sensiveis ao calor.

Os resultados indicaram ainda, que a temperatura constante a entropia de activagdo da
morte térmica aumentava linearmente com a concentragdo de etanol utilizada nas experiéncias de

morte térmica. A relacio entre as duas varidveis foi traduzida pela equacao:

A Sx* = ASp* + c‘g X (2.9)

em que Sx* e Sp* representam, respectivamente, a entropia de activac¢do da morte

- = A - i ..
térmica para as concentragdes x e 0 de etanol, Cp € o coeficiente entrépico para a fase aquosa

e representa o aumento da entropia de activacdo da morte térmica por unidade de concentragdo
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de etanol presente no meio extracelular.

Este pardmetro fornece uma ideia da sensibilidade da levedura aos efeitos negativos do

- . A . . _
etanol sobre a morte térmica: quanto mais elevado for o valor CE maior serd o efeito do etanol
na entropia de activagdo da morte térmica.

Ainda e de acordo com os resultados e 0 modelo matemdtico deduzido para os efeitos
do etanol por Ledo e van Uden (1982), verifica-se que, em condicdes isotérmicas a taxa
especifica de morte térmica € uma funcdo exponencial da concentragdo de etanol, segundo a
equacao:

CA

0, E
Inkj=lnky+¢ X (2.10)

0 ., x . . 5 i S _
em que k4 e k sdo respectivamente, as taxas especificas de morte térmica na auséncia

e na presenca de etanol & concentragdo x, 4 uma temperatura constante, R € a constante dos
gases perfeitos.

Também os dcidos octandico, decandico (S4 Correia, 1986) e férmico (Cardoso,
1994) e os alcandis propanol, isopropanol e etanol (Ledo e van Uden, 1982; van Uden, 1985),
aumentam a morte térmica em leveduras, com estimulacdo essencialmente de A S¥, tendo sido
possivel correlacionar a toxicidade destes compostos com a sua solubilidade nos lipidos,
expressa pelos respectivos coeficientes entropicos. De acordo com os resultados os sitios
responsdveis pela morte térmica encontram-se provavelmente relacionados com zonas lipidicas
da membrana.

Foi ainda observado que os dcidos acético, propidnico, butirico e pentanéico bem com
o etanol induziam dois tipos de morte em células de S. cerevisiae crescidas em meio com
glucose como unica fonte de carbono e energia: morte de alta entalpia (MAE) e morte de baixa
entalpia (MBE).A MAE induzida pelos dcidos ou pelo etanol representa morte térmica
estimulada pelos dcidos ou etanol, em que os efeitos téxicos se fazem sentir na AS* mas ndo na
AH?%, sendo os valores de AH¥, na presenga e na auséncia de inibidor semelhantes. Por sua

A 3 % -
vez, os valores de C aumentam com os respectivos valores dos coeficientes de reparti¢do

lipido - tampdo. Segundo os mesmos autores o segundo tipo de morte induzida pelos dcidos ou
pelo etanol (MBE), é diferente do primeiro, ocorre a temperaturas mais baixas e a concentragoes

de inibidor mais elevadas. Além disso, apresenta valores de AH* ¢ C‘g mais reduzidos do que

os obtidos na MAE e semelhantes para os dcidos acético, butirico, propiénico e pentandico. Em
condi¢des isotérmicas o estimulo da MBE aparentemente estd correlacionado com uma
acidificagio intracelular, indicando que o abaixamento do pH intracelular, seria o mecanismo

responsdvel pela indugdo da MBE por dcidos carboxilicos fracos ou pelo etanol a temperaturas

—31-



| 4

haixas e intermédias.

2.3 - Material e Métodos
2.3.1 - Microrganismos

Nos ensaios experimentais apresentados neste capitulo foram utilizadas as estirpes da
levedura Zygosaccharomyces bailii 1025 e IGC 4072 da levedura Saccharomyces cerevisiae. A
estirpe 1025 foi isolada de um vinho pelo Laboratério de Microbiologia do Instituto Superior de
Agronomia. A estirpe 4072 foi isolada no Instituto Gulbenkian de Ciéncia a partir de uma
preparacdo comercial de levedura seca activa para vinificagdo, de origem francesa. designada
comercialmente FERMIVIN e actualmente distribuida em Portugal por FERMENTOS
HOLANDESES.

As estirpes foram mantidas em inclinados contendo meio de manutengdo (meio M
solidificado), a 17 ° C.

2.3.2 - Meios de Cultura

A composi¢do do meio de manutengdo utilizado bem como a preparacdo de indculos
encontra-se descrito no Apéndice (I).

A composi¢do e preparagido do meio de cultura M liquido utilizado nas experiéncias de
crescimento encontra-se também descrito no Apéndice (I)

2.3.3 - Preparacdo das culturas em fase exponencial

Para a preparacao dos indculos utilizou-se o seguinte protocolo:

a) Repicar a estirpe para um tubo com meio M solidificado (c.f. Apéndice I) e incubar
a 25° C durante 24 a 48 horas

b) Transferir uma ansada do inéculo para um baldo de Erlenmeyer de 500 ml contendo
200 ml de meio M liquido, de modo a que a absorvincia inicial a 640 nm, medida
no espectofotémetro, Bausch e Lomb "Spectronic 20" oscile entre 0,05 ¢ 0,1.

¢) Incubar a cultura assim preparada a 25° C, numa incubadora Gallenkamp (150
rev/min), até se atingir a absorvincia de 0,3 (50% de transmitincia). Esta cultura,

foi posteriormente utilizada como indculo nas experiéncias de crescimento.

As culturas preparadas de acordo com o protocolo anteriormente referido foram
designadas por culturas de células ndo adaptadas por oposi¢io a células adaptadas provenientes

de culturas no mesmo meio ao qual foi adicionado dcido conforme se descreve nos resultados.
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2.3.4 - Experiéncias de crescimento

A cultura em fase de crescimento exponencial (s.f.sec¢io 2.3.3) foi utilizada como
inéculo nas experiéncias de crescimento. Para isso, foi transferido um volume que assegurasse
uma densidade Sptica inicial aproximadamente de 0,1, para um baldo de 500 ml com 200 ml de
meio M liquido adicionado de dcido ou etanol. Os baldes foram rolhados com rolha de
borracha, para evitar a evaporagdo dos dcidos ou do etanol. O crescimento, as diferentes
temperaturas, foi realizado por introdugido dos bales em banhos termorregulados (oscilagdo
inferior a = 0,1° C) munidos de agitagdo magnética. Para cada uma das experiéncias foi também
inoculado um baldo controlo (0%), contendo 200 ml de meio M liquido.

Ao longo do tempo, geralmente de duas em duas horas, foram retiradas amostras para
medi¢io da densidade dptica. Quando necessdrio procedia-se a dilui¢cdo das amostras, para
obter leituras de absorvincia na parte linear da curva padrdo que relaciona a densidade éptica

com o numero de células. Em todas as leituras, usamos come branco o meio de cultura.

2.3.5 - Cdalculo das taxas especificas de crescimento

As taxas especificas de crescimento (k¢) foram calculadas a partir do declive da relagio
linear entre os valores experimentais da densidade optica, a 640 nm € o tempo de cultura, tendo-

se utilizado o método dos minimos quadrados, de acordo com a seguinte equagio.
In Ny =InNp+ket (2.11)

em que k. corresponde 2 taxa especifica de crescimento, expressa em unidades do inverso do
tempo (h-!, por ex.),e Ni e Ng & densidade populacional, expressa pela D.O. 640 nm, ao fim
do tempo t e ty, respectivamente.

2.4 - Resultados

2.4.1 - Crescimento de Zygosaccharomyces bailii num meio com

glucose - células ndo adaptadas

2.4.1.1 - Crescimento em fun¢do da temperatura na auséncia de dcidos e de

etanol

Numa primeira série de experiéncias foi estudada a variagdo da taxa especifica de
crescimento (ko) de Zygosaccharomyces bailii com a temperatura num meio com 2% de
glucose, a pH 4,0. O crescimento foi acompanhado por leituras de densidade 6ptica. Nio tendo
sido nossa preocupagio estudar o perfil de temperaturas da levedura, as experiéncias foram

realizadas durante um periodo de tempo que a partida corresponderd somente ao primeiro

.
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periodo de crescimento. A ocorréncia ou ndo de um segundo periodo de crescimento, descrito
para outras leveduras requer estudos complementares que ndo foram realizados no Ambito desta
tese. A figura 2.4 apresenta resultados tipicos de experiéncias de crescimento, mostrando o
aumento exponencial da densidade dptica com o tempo, a diferentes temperaturas. A partir do
declive das rectas experimentais foram obtidas estimativas de k¢ as diferentes temperaturas de
ensaio. Cada um dos valores apresentados corresponde 2 média dos resultados obtidos em
experiéncias realizadas em triplicado. Os valores de k¢ foram entdo representados na figura 2.5
sob a forma de graficos de Arrhenius modificados (In k¢ versus 1/T). A partir destes resultados
é possivel extrapolar um valor compreendido entre 32 ¢ 33° C para a temperatura 6ptima de

crescimento de Z. bailii nas condigdes experimentais de cultura.
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Fig. 2.4 - Graficos semilogaritmicos da variagio da densidade Gptica com o tempo em Z. bailii

[SA 1025, a diferentes temperaturas, na auséncia de dcido e de etanol.
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Fig. 2.5 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas do 1° periodo de crescimento de Z. bailii ISA 1025.

2.4.1.2 - Efeitos dos dcidos acético, propidnicoe, butirico, pentandico e

sdrbico na taxa especifica de crescimento

A adi¢do de dcido a cultura provocou uma redugdo no valor de k. Para cada um dos
dcidos ensaiados e as temperaturas experimentais, o efeito acentuou-se com o aumento da
concentragdo do dcido no meio extracelular. Grificos semilogaritmicos representativos da
variagiio da densidade Gptica com o tempo a vérias concentragdes de dcido (acético, propidnico,
butirico, pentanéico e sérbico) a 25° C, estio representados na figura 2.6 (A, B, C, D e E).

Adicionalmente os valores obtidos para ke, as diferentes temperaturas e na presencga de
dcidos, acético e sorbico, a vdrias concentragdes encontram-se representados na figura 2.7 sob
a forma de gréficos de Arrhenius modificados (In k versus 1/T). Uma primeira andlise desta
figura indica que a presenca de dcidos no meio extracelular afectou negativamente a Top do
Crescimento deslocando-a para valores mais baixos. O efeito acentuou-se com a concentragio
do dcido.
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Os valores de k¢, as diferentes temperaturas, expressos em valor relativo (%),
encontram-se representados sob a forma de grdficos semilogaritmicos em func¢io da
concentracdo de dcido no meio extracelular na figura 2.8 (A, B, C, D e E). De acordo com os
resultados apresentados nesta figura, para cada um dos diferentes dcidos em estudo em
condigdes isotérmicas (25° C), verificou-se que a varia¢do da taxa especifica de crescimento
com a concentra¢do do dcido no meio extracelular obedeceu a uma cinética exponencial de
acordo com a equagio:

C

to kC =In kcmm = ki [x-xgﬁn] (2.12)

c

X R - : v
emquek, e k minsdo as taxas especificas de crescimento na presenga de dcido a
€

« ¢ : g, ; b ot
concentragdo x € X . , respectivamente, e k; € a constante exponencial de inibi¢do do

. C
crescumento, X

min € @ concentragio de dcido abaixo da qual os efeitos negativos no crescimento

ndo foram mensurdveis. Os valores obtidos para as constantes exponenciais de inibi¢do do
crescimento, € para as concentragdes necessdrias para reduzir em 50% k¢ bem como para as

concentragdes minimas inibitérias (chnm) a temperatura de 25° C, para os diferentes dcidos

estdo resumidos na tabela 2.1.

Tabela 2.1

Estimativas para os diferentes dcidos ensaiados das constantes exponenciais de inibi¢io (kic) g
das concentracdes necessdrias para reduzir em 50% a taxa especifica de crescimento (X§0% )s
bem como das concentragdes minimas inibitérias (anin) em Z. bailii, a 25° C, pH 4,0.

Temperatura  Acido Xcmin Xg()% k; Coeficiente
(mol/1) (mol/l) (I/mol) de reparti¢cdo*
25°C Acético 67,0 x10-3 110,0x10-3 12,78 0,05
Propi6nico 16,0 x10-3 37,5x10-3 22,80 0,16
Butirico 9,04 x10-3 22,6x10-3 42,47 0,62
Pentanodico 2,5 x10-3 5,6x10-3 116,64 3,02
Sérbico 2,0 x10-3 4,1x10-3 281,73 3,09

* Segundo Leo et al. (1971).
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Por outro lado, o estudo comparativo dos efeitos induzidos pelos diferentes dcidos, na

taxa especifica de crescimento de Z. bailii, mostra que o efeito t6xico estd dependente da

lipossolubilidade do dcido (Fig. 2.9). De facto, os valores das concentragdes de dcido
necessdrias para provocar uma reducdo de 50% no valor de k¢, diminuiram com o aumento do

coeficiente lipido-tampdo, enquanto que, os valores das constantes de inibi¢do do crescimento

aumentaram, sugerindo que as membranas das leveduras poderdo constituir os alvos de acgio

para o efeito toxico dos dcidos no crescimento.
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2.4.1.3 - Efeitos do etanol na taxa especifica de crescimento em func¢do da

temperatura, em Zygosaccharomyces bailii

Para avaliar o efeito de etanol na taxa especifica de crescimento utilizou-se a
metodologia descrita na sec¢io 2.4.1.2. Os resultados experimentais obtidos encontram-se
apresentados na figura 2.10. Os valores da densidade dptica ao longo do tempo, na auséncia e
na presenga de diferentes concentragoes de etanol, a 25° C, quando representados num gréifico
semilogaritmico variaram linearmente com o tempo. Adicionalmente, verificou-se que, para as
temperaturas ensaiadas, a adigio de etanol provocou uma diminui¢do de k. Este efeito

inibitdrio acentuou-se com o aumento da concentracao de etanol no meio extracelular.
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Fig. 2.10 - Grificos semilogaritmicos da variagiio da densidade dptica com o tempo, em Z. bailli ISA 1025, a
25° C, a pH 4,0, na presenga de etanol. Os nimeros indicam as concentragdes de etanol [%(p/v)] no

meio extracelular.

Por outro lado, se representarmos em papel semilogaritmico, os valores de ke em
fungdo do inverso da temperatura absoluta (1/T), obtemos os respectivos graficos de Arrhenius.
Na figura 2.11 estdo representados graficos de Arrhenius das taxas especificas de crescimento
obtidas na presenca e auséncia de etanol, a diferentes temperaturas experimentais. Os resultados
sugerem que, para concentragdes de etanol superiores a 4% (p/v), a presenca de dlcool induziu
uma diminui¢do nos valores da Temperatura dptima (Top).
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Fig. 2.11 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas de crescimento de Z. bailii ISA 1025 na presenga de

ctanol. Os nimeros indicam as concentragdes de etanol [% (p/v)l, no meio extracelular.

Na figura 2.12 estdo representados sob a forma de graficos semilogaritmicos os
valores relativos de k¢, expressos em percentagem, em funcio da concentracio de etanol. A
partir destes resultados determinaram-se, os valores das concentragdes minimas de etanol

. y . " > - " ' C

abaixo das quais os efeitos negativos do dlcool ndo foram mensurdveis, Xmin’ bem como os

valores das concentragdes necessdrias para reduzir em 50% a taxa especifica do crescimento,
e " i ; .

X 509 € 08 valores das constantes exponenciais de inibigdo do crescimento. Os valores obtidos

estdo sumariados na tabela 2.2.

Tabela 2.2

o - . - (.
Estimativas das constantes exponenciais de inibigdo (k;) e das concentragdes necessdrias

C
50%

concentragdes minimas inibitérias (Xﬁlin) em Z. bailii, a diferentes temperaturas, pH 4,0,

para reduzir em 50% a taxa especifica de crescimento (X ), bem como das

- c c C
Temperatura Xmin X 50% k;
(mol/1) (mol/l) (I/mol)
2000 0,9 1.3 1.2
25 & 0,9 1.3 1,2
M C 0,7 1,2 1,2
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Fig. 2.12 - Variagiio da taxa especifica de crescimento de Z. bailii ISA 1025, a vdrias temperaturas ¢ a pH 4,0,

com a concentragdo de etanol. Os nimeros indicam as temperaturas ensaiadas.

2.4.2 - Crescimento de Zygosaccharomyces bailii num meio com glucose
e acido - células adaptadas

2.4.2.1 - Efeitos do dacido acético e sorbico na taxa especifica de

crescimento, a temperatura de 25° C

Foram também efectuadas experiéncias de crescimento em células de
Zygosaccharomyces bailii adaptadas ao dcido acético e ao dcido sérbico, i. e, células crescidas

num meio com glucose na presenga de dcido.

Em ambos os casos, a varia¢do da densidade 6ptica foi seguida ao longo do tempo. Os
resultados obtidos, a 25° C, foram representados em papel semilogaritmico, na figura 2.13.
Verificou-se que, o valor da taxa especifica do crescimento, calculado a partir da tangente das
rectas semilogaritmicas, diminuiu & medida que aumentava a concentracio de dcido no meio de
Cultura. A partir da representagio semilogaritmica dos valores de k¢ em fungdo da concentragio
Extracelular de 4cido, figura 2.14, estimaram-se os valores das concentra¢des necessdrias para

reduzir em 50% a taxa especifica de crescimento (X(::SOG’)’ bem como os valores das
(7]
concentragdes de dcido minimas inibitérias (anm) e das constantes exponenciais de inibi¢do do

Crescimento. Os valores obtidos estdo resumidos na tabela 2.3.
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Tabela 2.3

. yi. 5 B S C - o
Estimativas das constantes exponenciais de inibi¢do (k;) e das concentragdes necessdrias para

. = ; C —r o
reduzir em 50% a taxa especifica de crescimento (X 0% ), bem como das concentra¢des minimas
0

I o
inibitorias (Xm

i) €M Z. bailii, a 25° C, pH 4,0.

% o : C .
Temperatura  Acido X?mn ng% ki Coeficiente
(mol/) (mol/l) (I/mol) de reparti¢iio*
25°C Acético 67,0 x10-3  133,0x10°3 10,09 0,05
Sérbico 3,6x10-3 5.7x10-3 215,07 3,09
* Segundo Leo e al.. (1971).
o/c.o <>/ %0 ;
13 Acido acetico / '] Acido sorbico B / / )
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Fig. 2.13 . Graficos semilogaritmicos da variagio da densidade dptica com o tempo, em células adaptadas de Z.

bailii ISA 1025,a 25" C. a pH 4.0, na presenca de dcido acético e dcido sdrbico conforme o indicado

na figura. Os mimeros indicam as concentragées de dcido. no meio extracelular. Acido acético [%

(v/v)] ¢ dcido sorbico: (%, (p/v)].

A) células crescidas num meio com glucose e dcido acético.

B) células crescidas num meio com glucose ¢ dcido sdrbico.
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Fig. 2. 14 - Variagio da taxa especifica de crescimento em células adaptadas em Z. bailii ISA 1025, a virias

temperaturas. a pH 4.0, com a concentragio de dcido acético (A) e sorbico (B).

2.4.3 - Efeitos do dcido sérbico na taxa especifica do crescimento, a
temperatura de 25° C, em Saccharomyces cerevisiae num meio
com glucose

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido objecto de estudos vdrios no que
respeita a resisténcia e tolerincia a dcidos fracos nomeadamente acético, propiénico, butirico,
pentandico e benzdico, o mesmo ndo se podendo dizer em relagdo ao dcido sérbico para o qual
se realizou um nimero restrito de estudos (van Uden, 1989-a).

Os resultados experimentais obtidos na estirpe S. cerevisiae 1GC 4072 para a varia¢do
da densidade dptica a 640 nm com o tempo, na auséncia e na presenga de dcido sérbico, a 25°
C, estdo representados na figura 2.15. Como mostra a figura e de forma andloga ao descrito na
Seccao anterior para Zygosaccharomyces bailii a adi¢ao de dcido sérbico a uma cultura em fase
€xponencial provocou uma redugio no valor de k¢, tanto mais acentuada quanto mais elevada a
concentracio de dcido no meio extracelular. Os valores relativos de k¢, expressos em
percentagem, obtidos a 25° C, foram representados em papel semilogaritmico em fun¢do da
concentracio de dcido (Fig. 2.16). Os resultados sugerem que, em S. cerevisiae, & semelhanga
do obtido para Z. bailii a cinética de inibicdo do crescimento pelo dcido sérbico foi exponencial,
tendo sido estimado para a constante exponencial de inibi¢ao (ki) o valor de 1648,15 1/mol.
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2.5 - Discussao

2.5.1 - Efeitos dos dcidos e do etanol no crescimento de

Zygosaccharomyces  bailii

Os resultados obtidos mostram que a taxa especifica de crescimento foi uma fungio da
temperatura. Os valores de k¢ aumentaram com a temperatura, entre os 20° C (temperatura
minima ensaiada) atingindo o valor mais elevado, nas nossas condi¢gbes experimentais, a
temperatura de 32 ° C, sendo possivel extrapolar pelo respectivo grifico de Arrhenius para
temperatura 6ptima de crescimento, um valor compreendido entre 32° C e 33 C. Acima de Top
os valores de k¢ diminuiram deixando de ser mensurdveis a 39° C.

Como se esperava, e de acordo com os dados da literatura para outras leveduras para
todas as temperaturas ensaiadas, o etanol provocou uma redugdo da taxa especifica de
crescimento de Zygosaccharomyces bailii 1SA 1025 crescida num meio com glucose. O efeito
acentuou-se com o0 aumento da concentragdo de etanol no meio extracelular.

Adicionalmente verificamos que também os dcidos acético, propiénico, butirico,
pentandico e sérbico induziram efeitos inibidores sobre o crescimento de Z. bailii. O
comportamento de Saccharomyces cerevisiae na presenca de dcido acético, (Pampulha, 1989;
Cardoso, 1994) propiénico, butirico e pentandico (Cardoso, 1994), foi semelhante, sendo no
entanto os valores das constantes de inibi¢do do crescimento referidas para S. cerevisiae
significativamente superiores aos obtidos em Z. bailii .

A andlise dos graficos de Arrhenius modificados das taxas especificas de crescimento
na presenca de dcido acético, dcido sérbico (Fig. 2.7) e etanol (Fig 2.11), indica que, para
concentracdes de dcido ou de etanol acima dos valores correspondentes as concentragoes
minimas de inibi¢do, a adi¢do destes inibidores induziu uma redugdo na Top (Temperatura
optima do crescimento) acentuando-se o efeito com a concentra¢iio de inibidor. Além disso
embora os estudos realizados ndo permitam determinar os valores absolutos da temperatura
mdxima de crescimento (Tmax), 0s resultados sugerem que esta foi também deslocada para
valores mais baixos na presenga quer dos dcidos, quer do etanol. O patamar observado até as
concentragdes minimas abaixo das quais, aparentemente ndo sdo extrapoldveis os efeitos
negativos dos dcidos e do etanol no crescimento, traduz uma forma de resisténcia ao etanol e
aos 4cidos.

Adicionalmente, e & semelhancga do que foi verificado por Ledo e van Uden (1984-a)
para o etanol, num mutante respiratério de S. cerevisiae, os resultados experimentais
apresentados, sugerem que, para cada uma das temperaturas ensaiadas, a cinética de inibi¢@o
pelo etanol e pelos dcidos (acético, sérbico, propidnico, butirico e pentanédico) foi traduzida por
uma relagfio exponencial, para concentragdes de inibidor superiores & concentragdo minima
inibitéria. A andlise da figura 2.8 indica que, a 25 ° C, em Z. bailii a concentragdo mdxima de
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dcido a qual foi mensurdvel crescimento foi de 250,0 mM, 67,5 mM, 39,55 mM, 11,7 mM e
8.9 mM, respectivamente, para os dcidos acético, propidnico, butirico, pentandico e sérbico.
Também Pitt (1974), refere que o crescimento de Z. bailii, a pH 3,5, em meio com 10% da
glucose ndo € inibido na presenga de 5,4 mM de dcido sorbico, ou 166,7mM de dcido acético.

Os valores das constantes exponenciais de inibi¢do do crescimento, aumentaram de
forma praticamente linear, com os coeficientes de reparticdo nos lipidos dos dcidos acético,
propiénico, butirico, e pentandico. O mesmo nfo se verificou em relagdo ao dcido sérbico. Para
este aparentemente ndo se observou correlagdo significativa entre o valor da constante

exponencial de inibigdo e de Xgo% e a solubilidade do dcido nos lipidos (Fig. 2.9). Por outro

lado e na sequéncia destes resultados, os valores das concentragdes inibitdrias de 50% e de

anin estdo também dependentes da solubilidade nos lipidos dos dcidos, aumentando com a

diminui¢do do coeficiente de reparti¢do nos lipidos do téxico. Os resultados no seu conjunto
sugerem que os alvos de acgdo dos dcidos se encontram nas regides hidrofdbicas das

membranas.

Adicionalmente, a adaptagdo das cé€lulas ao dcido acético ndo se traduziu numa
alteracio significativa dos valores dos pardmetros acima estimados para quantificar os efeitos
inibitérios induzidos pelos dcidos e etanol. No entanto, para o caso do dcido sérbico, verificou-
se que a adaptaciio ao dcido se traduziu num aumento do valor da concentra¢do necessdria para
reduzir em 50% a taxa especifica de crescimento, bem como do valor da concentragdo minima

inibitéria e numa diminui¢@o do valor da constante exponencial de inibigfio do crescimento.

2.5.2 - Andadlise comparativa dos efeitos dos dcidos e do etanol em

Zygosaccharomyces bailii e em Saccharomyces cerevisiae

A andlise comparativa dos efeitos dos dcidos em Zygosaccharomyces bailii € em
Saccharomyces cerevisiae, indicou que, Z. bailii foi de um modo geral e no que respeita ao
crescimento mais resistente aos dcidos do que S. cerevisiae. Com efeito, a temperatura
constante, por ex. 25° C, o decréscimo da taxa especifica do crescimento da espécie de S.
cerevisiae, em presenca de 0,013% (p/v) de dcido sérbico, corresponde aproximadamente &
accdo de 0,08% (p/v) de dcido sérbico para Z. bailii. Em S. cerevisiae ndo se observou
crescimento mensurdvel para teores de dcido sérbico de 0,04% (p/v) e a concentragdo minima
inibitéria ndo foi mensurdvel, sendo aproximadamente de 0%, enquanto que Z. bailii tolerou
concentragoes deste dcido até 0,1%, e a concentragio abaixo da qual os efeitos depressivos do
téxico ndo foram mensurdveis foi de 0,02% (p/v).

Em relagdo ao dcido acético, e & temperatura de 25° C, o valor da concentragdo mdxima
de dcido que permitiu crescimento em Z. bailii, nas nossas condi¢des experimentais, foi

superior ao determinado por Pampulha e Loureiro Dias (1989) num mutante respiratorio de S.
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cerevisiae, crescido em meio com glucose a pH controlado. Pensamos todavia que, estes
resultados terdo que ser interpretados apenas em termos qualitativos dado que as nossas
experiéncia ndo foram conduzidas a pH controlado. Adicionalmente a ac¢do inibitéria dos
dcidos acético, propiénico, butirico e pentandico na taxa especifica de crescimento de Z. bailii
foi significativamente inferior & observada em S.cerevisiae por Cardoso (1994) (Tab. 2.4).

Por outro lado, a resisténcia de Z. bailii e de S. cerevisiae ao etanol foi compardvel.
Com efeito, o patamar observado até cerca de 4% (p/v) de etanol, € comum as duas leveduras.
Além disso, a concentracio mdxima de etanol a qual foi possivel crescimento mensurdvel,
apesar de ligeiramente superior em Z. bailii, ndo foi significativamente diferente do determinado
em S. cerevisiae por Ledo (1984). Adicionalmente os valores obtidos para as constantes
exponenciais de inibi¢do de crescimento pelo etanol em Z. bailii e em S. cerevisiae foram
idénticos, como se verifica na tabela 2.4.

Tabela 2.4

" e . c o
Valores das constantes exponenciais de inibi¢io do crescimento (ki) pelo etanol e pelos dcidos

fracos em Z. bailii obtidos no presente trabalho comparativamente com os descritos para S.

cerevisiae.
k? (I/mol) Referéncia dos valores descritos

Etanol/Acido fraco Z. bailii S. cerevisiae para S. cerevisiae
Etanol 1,20 1,40 Ledo (1984)
Acético

células ndo adaptadas 12,78 184,81 Cardoso (1994)

células adaptadas 10,09 -
Propiénico

células ndo adaptadas 22,80 176,29 !
Butirico

células ndo adaptadas 42 .47 249,55 -
Pentanéico

células ndo adaptadas 116,64 1300,08 "
Sérbico

células ndo adaptadas 281,73 1648,15
___células adaptadas 215,07
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Com o objectivo de contribuir para identificar outros processos metabélicos afectados
pelos dcidos e pelo etanol, no capitulo seguinte apresentamos resultados sobre o efeito dos
4cidos e do etanol na cinética e na termodinimica de activagio da morte celular térmica de Z.
pailii ISA 1025.
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CAPITULO 3

EFEITOS DE ACIDOS FRACOS E DO ETANOL NA CINETICA E
TERMODINAMICA DE ACTIVACAO DA MORTE CELULAR DE
Zygosaccharomyces bailii ISA 1025, COMPARATIVAMENTE COM
Saccharomyces cerevisiae 1GC 4072

3.1 - Introducao

Os resultados apresentados no capitulo 2 indicaram que a presenca de etanol € de
dcidos fracos no meio extracelular afectava desfavoravelmente o crescimento da levedura
Zygosaccharomyces bailii. Este efeito acentuou-se com o aumento da concentragdo de inibidor
no meio de suspensdo de células. Os dados disponiveis na literatura indicam que os alcanois
(Ledo e van Uden, 1982), o acido acético (Pinto et al, 1989, Cardoso, 1994), e os dcidos
propidnico, butirico, pentandico, férmico (Cardoso, 1994), octanéico e decandico (Sd Correia,
1986) estimulam a morte térmica de Saccharomyces cerevisiae, aumentando a entropia de
activa¢dio da morte térmica (AS¥), sem no entanto modificar significativamente a entalpia de
activagdo (AH™).

Neste sentido. e dada a elevada resisténcia de Z. bailii ao etanol e aos dcidos fracos,
foram desenvolvidos estudos conducentes a elucidacdo dos efeitos do etanol e dos dcidos
acético, propidnico, butirico, pentanéico e sérbico na viabilidade celular da levedura em estudo.

Os conceitos tedricos sobre a cinética da morte térmica microbiana ja foram
apresentados no capitulo anterior.

No presente capitulo apresentamos resultados experimentais que mostram como o
etanol e os dcidos carboxilicos fracos afectaram a cinética e os pardmetros termodindmicos de
activagdo da morte térmica.

3.2 - Material e Métodos
3.2.1 - Microrganismos

Nas experiéncias da morte térmica foram utilizadas as estirpes Zygosacchoromyces
bailii ISA 1025 e Saccharomyces cerevisiae 1GC 4072.

3.2.2 - Meios de Cultura

Os meios de cultura foram preparados como descrito no Apéndice L.
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3.2.3 - Preparacio de culturas em fase exponencial
As culturas foram preparados de acordo com o descrito em 2.3.3.
3.2.4 - Ensaios de morte celular
O protocolo das experiéncias de morte t€rmica, consistiu basicamente em:

a) Preparar culturas em fase de crescimento exponencial em meio M liquido, na
auséncia de toxico (células ndo adaptadas) ou na presenca de toxico (c€lulas
adaptadas), conforme referido em 3.2.3.

b) Colocar baldes de Erlenmeyer de 500 ml, com rolha de borracha, contendo 100 ml
de meio liquido M ao pH experimental, em banhos-maria ajustados a temperatura
desejada e munidos de agitagdo magnética.

¢) Transferir para cada um dos Erlenmeyers um volume da cultura preparada em a)
contendo cerca de 0,5 x 100 células e retirar amostras de 0,1 ml em triplicado, no

tempo ( e em intervalos de tempo regulares conforme apresentado nos resultados.

d) Proceder ao espalhamento das amostras em placas de Petri contendo meio de
repicagem (meio M solidificado).

e) Incubar as placas a 25° C, até as coldnias atingirem um didmetro de 1 a 2 mm (pelo
menos 36 horas).

f) Proceder a contagem das colénias.

Para avaliar o efeito do etanol e dos dcidos (acético, sorbico, pentandico, butirico,
propidnico) na morte térmica, a inoculagdo do meio M liquido foi precedida pela adi¢do do
respectivo composto na concentragio desejada.

Nota: Em algumas experiéncias o meio M liquido, referido na alinea b), foi substituido pelo meio
MGV liquido, cujo formuldrio se encontra descrito no Apéndice 1.
Nas experiéncias efectuadas neste meio e que sfio referidas nos resultados, utilizou-s¢ 0 mesmo
protocolo experimental.

3.2.5 - Calculo das taxas especificas de morte celular

Para calcular as taxas especificas de morte, os valores das médias aritméticas do
nimero de sobreviventes em cada amostra, transformados em % do tempo zero, foram

representados em papel semilogaritmico em fungdo do tempo.

As curvas de sobrevivéncia obtidas experimentalmente foram, fundamentalmente
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constituidas por um patamar de duragdo varidvel seguido de uma recta. Aplicando-se i parte
linear de decréscimo exponencial a equagio: In N¢ = In N - kgt, em que Ng e N; representam a
média das contagens das col6nias sobreviventes na parte linear, no tempo 0 e no tempo t,
respectivamente; kg (taxa especifica de morte térmica), € numericamente igual ao coeficiente
angular da parte linear das curvas de sobrevivéncia.

3.2.6 - Pardmetros de activacdo da morte celular: teoria e calculos

Em populagdes de leveduras crescidas em condigdes controladas, a variacdo do
logaritmo natural das taxas especificas da morte térmica calculadas a vdrias temperaturas, com o
inverso da temperatura absoluta apresenta-se como uma recta com um declive negativo. Deste
modo, a morte térmica pode ser relacionada com os seus pardmetros de activagdo, com base na
teoria das taxas absolutas de reacg¢do (Eyring, 1935;Johnson et al., 1954; van Uden, 1979)
como se desenvolve mais em pormenor no Apéndice V.

A equagio obtida € a seguinte:

KgT R R 1
kd=—"3~ ¢ e T (21

A equacdo 3.1 poderd ser escrita da seguinte forma:
kg, KB AS* AHF 1

lnT—ln el e S T (3.2}
em que:

Kpg - € a constante de Boltzman (1,4x10-16 erg. K-1);

h - é a constante de Planck (6,6 x 10-27 erg. s.);

AS¥ - ¢ a entropia de activagdo da morte térmica;

R - é a constante dos gases perfeitos (2,0 cal. mol-1);

AH# - € a entalpia de activagdo da morte térmica;

T - € a temperatura absoluta.

Esta equacdo expressa os designados "grdficos de Arrhenius modificados".
Consequentemente, os valores de AH* ¢ AS* poderio ser calculados, pelas seguintes relagdes;

AH# = -(tangente) x R (3.3)

AS# = (ordenada na origem) - In *I%B R (3.4)
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3.3 - Resultados

3.3.1.Morte celular induzida por adacidos fracos e pelo etanol em
células de Zygosaccharomyces bailii crescidas num meio com
glucose - células ndo adaptadas

3.3.1.1 - Morte celular na auséncia de dcidos e de etanol

Num primeiro conjunto de experiéncias obtiveram-se estimativas de kg, na auséncia de
dcidos e de etanol, a quatro temperaturas diferentes. As curvas semilogaritmicas de
sobrevivéncia, obtidas em Zygosaccharomyces bailii, na auséncia de inibidor obedeceram a

equagdo jd referida:
Xt=Xp€- kgt (3.5)
onde x representa a densidade instantinea da populagdo vidvel e kq a taxa especifica da morte.

Na figura 3.1 apresentamos um exemplo tipico de curvas de sobrevivéncia obtidas
experimentalmente. Da andlise da figura 3.1 podemos concluir que a populacio vidvel diminui
exponencialmente a uma taxa especifica da morte constante (k4). A taxa especifica da morte
térmica € numericamente igual ao coeficiente angular de cada uma das rectas experimentais. Os
valores experimentais de kg estdo representados na figura 3.2, sob a forma de grificos de

Arrhenius (In ]%E-I Versus IT). A partir destes resultados procedeu-se ao cdlculo de AS* (entropia

de activacdio da morte térmica) e AH* (entalpia de activagdo da morte térmica), tendo sido
obtidos os seguintes valores: AH* = 97,0 Kcal/mol, AS* = 348,9 Kcal/mol-
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Fig. 3.1 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de Z. bailii 1SA 1025, a virias temperaturas letais, na

auséncia de dcido e de etanol.
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Fig. 3.2 - Grifico de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025, na auséncia de

dcidos e de ctanol.

3.3.1.2 - Efeitos do dcido acético na morte celular, em fung¢do do pH

extracelular

A adigdo de dcido acético ao meio de suspensio de células teve um efeito estimulador
da morte térmica, provocando um deslocamento das temperaturas letais para valores mais
baixos. Este efeito acentuou-se com o aumento da concentragdo de dcido no meio extracelular.

Na figura 3.3 e a titulo exemplificativo estio representados os grdficos
semilogaritmicos representativos da variagdo do nimero de sobreviventes (%) com o tempo, a

diferentes temperaturas, na presenca de dcido acético e para valores de pH extracelular 3,0 (A) e
4,0 (B).
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Fig. 3.3 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de Z. bailii ISA 1025, a vérias temperaturas letais, na

presenga de dcido acético 2% (v/v) e 1% (v/v), a pH 3.0 (A) ¢ 4,0 (B). respectivamente.
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Com os diferentes valores de kg estimados a partir dos declives das respectivas rectas

experimentais construiram-se grificos de Arrhenius para valores de pH extracelular 3,0 e 4,0.

Obtiveram-se assim um total de 11 grdficos de Arrhenius (Fig. 3.4) respeitantes & morte térmica

de Z. bailii na presenca de dcido acético a pH 3,0 (A) e 4,0 (B), nas concentragdes indicadas na

figura.
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Fig. 3.4 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025, na presenga de

dcido acético total [%, (v/v)], a pH 3.0 (A) e 4.0 (B). Os niimeros indicam a concentragio de dcido no

meio extracelular.
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A andlise da figura 3.4 (A, B) indica que, os grificos de Arrhenius da morte térmica
induzida pelo dcido acético constituiram uma familia de rectas paralelas entre si, apresentando
uma sequéncia no sentido da diminuigio da temperatura, a medida que aumentava a
concentracdo de dcido no meio extracelular. Além disso, sdo paralelas ao grifico de Arrhenius
de morte térmica na auséncia de dcido. O paralelismo evidenciado pelos gréficos da figura 3.4
(A e B) as vdrias concentragdes de dcido sugeriu que o dcido acético afectou as ordenadas na
origem dos grificos, ou seja, entropia de activa¢iio da morte térmica (AS¥), mas ndo modificou
significativamente a entalpia de activa¢do da morte térmica (AH®).

A partir dos grdficos experimentais de Arrhenius na auséncia e na presenca de dcido
foram obtidos os valores para a entalpia de activagio sumariados na tabela 3.1.

Tabela 3.1

Valores da entalpia de activagio (AH¥) estimados a partir dos grificos de Arrhenius
da figura 3.4.

AH# (K cal/mol)
pH 0% Presenca de dcido acético 1)
3,0 97,20 97,70 £ 7,30
4,0 104,30 94,60 £+ 4,70

1) Os valores apresentados correspondem 2 média dos valores de AH” obtidos as diferentes

concentracdes de dcido acético.

O valor médio obtido para AH* e respectivo desvio padrdo confirmam os resultados
da andlise visual segundo a qual os gréficos sdo essencialmente paralelos e o valor AH* da
morte térmica (0%) ndo foi significativamente afectada pela presenca do dcido.

De acordo com os resultados obtidos e o modelo matemdtico deduzido para os efeitos
do etanol e de outros alcandis por Ledo e van Uden (1982) e partindo do principio que os
grificos de Arrhenius para a morte térmica sdo essencialmente paralelos, poder-se-4 postular
que em condigdes isotérmicas, a representagio semilogaritmica dos valores de kg em fungfo da
concentragdo de dcido obedecerd a uma recta com declive idéntico para todas as temperaturas.
Esta hipétese foi confirmada experimentalmente. Para os valores de pH 3,0 e 4,0 foram
realizadas experiéncias da morte térmica, a temperatura constante, fazendo variar a concentragao
de dcido no meio extracelular. A figura 3.5 mostra os resultados obtidos. Verifica-se que,
realmente, nas nossas condigdes experimentais, kq foi uma fungio exponencial da concentragio
de dcido expressa pela seguinte equagio.

.




kdx o= kdo ekCSI[xJ (36)

% 0 -~ I i
em que kg~ e kd representam as taxas especificas da morte térmica, respectivamente, s
concentragoes x e zero de dcido, a temperatura constante; kes; a constante exponencial de

estimulacdo da morte, caracteristica do 4cido.

Na tabela 3.2 encontram-se os valores da constante de estimulagfio da morte (keg;) pelo
dcido acético estimados a partir dos declives das rectas da figura 3.5.
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Fig. 3.5 - Varia¢iio das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025. com a concentragiio de dcido

acético total. a pH 3.0 (A) ¢ pH 4.0 (B), em condigdes isotérmicas

Uma andlise mais detalhada das figuras 3.4 e 3.5 indica que, a pH 3,0
comparativamente com pH 4,0, Z. bailii apresenta uma resisténcia ao dcido ac€tico total,
ligeiramente inferior no que respeita ao efeito estimulante da morte (Arrhenius deslocados para a
zona das temperaturas mais baixas). No entanto, os valores de keg pelo dcido acético quando
expressa em concentragio de dcido na forma ndo dissociada sdo idénticos aos dois valores de
PH (ver Tab. 3.2, pag.62 ) sugerindo que a forma téxica do 4cido € essencialmente a forma nio
dissociada e que o efeito aparentemente nio foi afectado pelo pH extracelular.
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3.3.1.3 - Efeitos dos dcidos propionico, butirico e pentandico na morte

celular

Para avaliar o efeito dos dcidos propiénico, butirico € pentandico nos parimetros

termodinimicos da morte celular, efectuaram-se experiéncias nas quais se obtiveram estimativas

de kg, para cada uma das concentragoes de dcido, a 3 ou 4 temperaturas diferentes e a pH 3,0.

Nas nossas condi¢des experimentais e a semelhanga do descrito nas secgdes anteriores

verificamos que as curvas de sobrevivéncia foram constituidas por um patamar seguido de uma

recta. Na figura 3.6 (A,B e C) apresentam-se resultados experimentais deste comportamento.

Para cada concentragdo de dcido os valores dos declives das rectas e a duragdo do patamar

foram fungdo da temperatura.
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Os grificos de Arrhenius modificados construidos para cada um dos twés dcidos, a

partir dos diferentes valores de kg, em fungdo do inverso da temperatura absoluta (1/T), estio

representados na figura 3.7.
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Fig. 3.7 - Graficos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025 na presenga de

dcido propidnico (A), butirico (B} e pentandico (C). a pH 3.0. Os mimeros indicam as concentragdes

de 4cido total [%. (v/v)], no meio extracelular.

Uma primeira andlise desta figura, indica que os gréificos de Arrhenius respeitantes a

Cada um dos 4cidos estio ordenados segundo a concentragio de dcido utilizado e apresentam

—60 -



sensivelmente a mesma inclinagdo, sugerindo que, & medida que aumentava a concentragio de

4cido no meio extracelular diminuia a tolerdncia térmica da levedura.

Por outro lado, o paralelismo evidenciado pelos grificos de Arrhenius da morte
térmica as diferentes concentragdes de dcido, indicou que estes dcidos, a semelhanga do que foi
observado na presenca do dcido acético, actuaram sobre a entropia da morte térmica, dada pela
ordenada na origem da recta que representa graficamente a equagio 3.2, sem no entanto

meodificar a entalpia de activagio, ou seja o declive da mesma recta.

A partir dos valores de kg obtidos em condi¢des isotérmicas. construiram-se os
graficos da figura 3.8, que relacionam kg em fungdo da concentragio de dcido extracelular. As
figuras, mostram que em condigdes isotérmicas, para cada um dos dcidos em estudo, o valor de
kg aumentou exponencialmente com a concentragio de dcido. Os valores da keg calculados a
partir do coeficiente angular de cada uma das rectas experimentais, estdo sumariados na tabela
3.2. Os seus valores aumentaram com a lipossolubilidade dos dcidos expressa pelo respectivo

coeficiente de reparti¢do lipido - tampdo.
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Fig 3.8 - Variagio das taxas especificas da morte térmica de Z. hailii ISA 1025, com a concentragio de dcido

propidnico total (A), butirico total (B) e pentandico total (C). a pH 3.0. em condig¢des isotérmicas.
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Tabela 3.2

Valores das constantes exponenciais de estimulacdo da morte (keg) dos diferentes dcidos
carboxilicos em Z. bailii ISA 1025 e pelo dcido sérbico em §. cerevisiae 1GC 4072.

Coeficiente de & Kest (1/mol)
Levedura Acido pH reparticio Acido total Acido nio dissoci-
lipido-tampdo ado
Z. bailii Acético 3.0 0,05 19,00 19,00
4,0 13,00 19,00
Z. bailii Propiénico 3,0 0,16 26,00 26,00
Z. bailii Butirico 3,0 0,62 36,00 36,20
Z. bailii Pentanéico 3,0 3,02 106,00 106,10
Z. bailii Sérbico 4,0 3,09 232,00 330,00
S. cerevisiae __ Sérbico 4,0 3,09 511,00 727,00

(a) Valores de Leo er al. (1971)

3.3.1.4 - Efeitos do dcido sorbico na morte celular de Zygosaccharomyces

bailii comparativamente com Saccharomyces cerevisiae

Para avaliar o efeito do dcido sérbico nos pardmetros termodinidmicos da morte térmica
em células de Zygosaccharomyces bailii e Saccharomyces cerevisiae, fizemos experiéncias da
morte térmica a 4 temperaturas diferentes numa gama de concentracdes de dcido que variou
entre 0,02 e 0,14% (p/v), e entre 0,02 e 0,08% (p/v), em Z. bailii e S. cerevisiae,
respectivamente.

Os gréficos representativos da variagdo da populagdo vidvel (%) com o tempo a vdrias
concentragdes de dcido sorbico e diferentes temperaturas estdo representadas na Fig. 3.9 e
3.10. Adicionalmente, se representarmos em papel semilogaritmico os valores do inverso da kq
em fungdo do inverso da temperatura absoluta, obtemos os respectivos graficos de Arrhenius
modificados (Fig. 3.11 e 3.12).

Nas figuras 3.11 e 3.12 estdo representados graficos de Arrhenius das taxas
especificas de morte obtidas na presenga de dcido sérbico a diferentes concentragdes. Do
paralelismo e linearidade evidenciado pelos Arrhenius das figuras 3.11 e 3.12 deduz-se que, em
ambas as leveduras e a semelhanga do observado para os outros dcidos o efeito deste dcido se
fez sentir sobre a entropia de activagio da morte térmica (AS¥) enquanto que a entalpia de
activacdo da morte térmica (AH®) se manteve praticamente constante.
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Fig. 3.9 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de Z. baifii 1SA 1023, a vdrias temperaturas lctais, na

presenca de dcido sérbico 0,1% (p/v), a pH 4.0.
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Fig. 3,10 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de S. cerevisiae IGC 4072, a vdrias temperaturas letais.

na presenca de acido sorbico 0,04% (p/v). a pH 4.0.

Nas nossas condigdes experimentais os valores médios obtidos para AH™ na presenca
de dcido sérbico foram 98.8 + 5.3 Keal/mol para Z. bailii e 116,0 + 6,25 Kcal/mol para S.

Cerevisiae. Na auséncia de dcido os valores de A H* foram 97,2 e 120,0 Kcal/mol para Z. bailii
€3S. cerevisiae, respectivamente.
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Fig. 3.11 - Graficos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025, na presenga e

na auséncia de dcido sérbico, a pH 4.0. Os nimeros indicam as concentragdes de dcido total [%,

{p/v)]. no meio extracelular.
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Fig 3.12 - Graificos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de §. cerevisiae IGC 4072, na

presenca ¢ na auséncia de dcido sorbico, a pH 4.0. Os mimeros indicam as concentragdes de dcido

total [%., (p/v}], no meio extracelular.

Os resultados indicaram que os graficos de Arrhenius na presenga e auséncia de dcidos

foram essencialmente paralelos. Além disso, como prevé o modelo matematico deduzido para o

efeito dos alcanois por Ledo e van Uden (1982), verificamos que sob condigdes isotérmicas a

taxa especifica da morte (kq) foi uma fungiio exponencial da concentragdo de 4cido, (Fig 3.13 e

3.14),
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Os valores estimados para keg a partir dos resultados das figuras 3.13 e 3.14 e pela
equago (3.6) encontram-se representados na tabela 3.2. O valor de keg para o dcido sérbico, a
pH 4,0, em Z. bailii fol cerca de metade do obtido para S. cerevisiae.
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Fig 3.13 - Variagio das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025, com a concentra¢fio de dcido

sérbico total. a pH 4.0. em condigGes isotérmicas.
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Fig 3.14 - Variaciio das taxas especificas da morte térmica de S. cerevisiae IGC 4072, com a concentragio de

dcido sdrbico total, a pH 4.0, em condicGes isotérmicas.
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3.3.1.5 - Efeitos do etanol na morte celular

Numa primeira série de experiéncias obtiveram-se estimativas de kg, para cada uma

das diferentes concentragdes de etanol, a 4 temperaturas diferentes e a pH 4,0.

Tal como foi observado na presenca de dcidos as curvas de sobrevivéncia obtidas para
Zygosaccharomyces bailii, na presenga de etanol obedeceram ao modelo descrito nas sec¢des
anteriores € expresso pela equacio (3.5).

Na figura 3.15 apresentamos um exemplo tipico das curvas de sobrevivéncia obtidas
experimentalmente. Uma andlise desta figura comparativamente com a figura 3.1 (morte térmica
na auséncia de dcido ou etanol) indica que o etanol aumentou a sensibilidade a morte térmica de
Z. bailii deslocando as temperaturas letais para valores inferiores aos da morte térmica na
auséncia de dcido. O efeito acentuou-se, com o aumento da concentraciio de etanol no meio

extracelular.
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Fig 3.15 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de Z. bailii ISA 1025, a virias temperaturas, na

presenga de etanol 8% (p/v), a pH 4.0.

Com os diferentes valores de kg, construiu-se um conjunto de graficos de Arrhenius
modificados da morte térmica, para cada uma das concentragdes de etanol (Fig. 3.16). A figura
indica, que estes graficos constituiram uma famflia de rectas essencialmente paralelas, que se
deslocaram no sentido das temperaturas mais baixas, & medida que aumenta a concentracio de
dlcool adicionado ao meio de cultura. Adicionalmente, o paralelismo evidenciado pelos perfis da
morte térmica, indica que o etanol afectou a entropia de activagio da morte térmica (AS™), sem
no entanto modificar a entalpia (AH), expressa pelo declive da recta que representa a equagio
(3.2).
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etanol a pH 4.0. Os nimeros indicam as concentragoes de etanol [%, (p/v)], no meio extracelular.

Em concorddncia com esta andlise visual dos graficos da figura 3.16 os valores da

Nas nossas condigdes experimentais, verificamos também, e a semelhanca do que foi
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Fig. 3.16 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica de Z. bailii ISA 1025, na presenca de

entalpia de activacdo da morte térmica na auséncia (AH* = 97,2 Kcal/mol) e na presenga (AH*

médio = 98,6 + 0,23 Kcal/mol) de dlcool foram muito idénticos.

descrito nas sec¢oes anteriores para os dcidos que a temperatura constante, kg foi uma fungio
exponencial da concentragdo de etanol (Fig. 3.17). O valor estimado para a keg a partir dos

resultados experimentais da figura 3.17 foi 2,0 1/mol.

pH 4,0

etanol. a pH 4.0 em condigoes isotérmicas.

Fig. 3,47 - Variagio das taxas especificas da morte térmica de Z. baifii ISA 1025, com a concentragiio de



3.3.2.

Morte celular

induzida

por

acidos fracos em células de

Zygosaccharomyces bailii crescidas num imeio com glucose e

acido acético - células adaptadas

3.3.2.1 - Efeitos do dcido acético a pH 3,0 e 4,0

Foram ainda efectuadas experiéncias da morte térmica em células adaptadas ao dcido

acético. Para tal as células foram crescidas em meio com glucose (2%. p/v) e dcido acético

(075%" p/v)'

Nas experiéncias realizadas obtiveram-se estimativas de kg na presenca de
concentragdes crescentes de dcido acético a pH 3,0 e 4,0. Os grdficos semilogaritmicos
representativos da variagdo da populaciio vidvel (%) com o tempo, a vdrias concentracdes de
dcido acético pH 3,0 e 4.0 estlo representados na figura 3.18 (A e B).
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Fig. 3.18 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia em células adaptadas de Z. baitii 1SA 1025, a virias

temperaturas letais. na presenga de dcido acético 2% (v/v) e 1% (v/v) apH 3.0 (A) e pH 4.0 (B),

respectivamente.

O estudo da figura 3.18 mostra que, tal como foi observado para as células nio

adaptadas, as curvas de sobrevivéncia constam de uma recta precedida de um patamar, cuja

duracdo dependeu da concentragio de dcido e da temperatura.
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Os grdficos de Arrhenius modificados obtidos para cada um dos dcidos, a partir da
representacao semilogaritmica dos valores de kg em fungdo do inverso da temperatura absoluta
(1/T) (Fig. 3.19), constituiram também uma familia de rectas essencialmente paralelas entre si,
sugerindo que a medida que aumentava a concentraciio de dcido no meio extracelular diminuia a
temperatura tolerada por Zygosaccharomyces bailii. O paralelismo evidenciado por estas
representagdes as vdrias concentragdes de dcido acetico sugeriu, que esie dcido afectou as
ordenadas na origem dos gréificos de Arrhenius niio modificando significativamente a entalpia
de activa¢do da morte térmica. Em Z. bailii as médias dos valores obtidos para a entalpia de
activac@o da morte térmica foram de 97,8 £ 18,3 e 89,1 £ 5,3 Kcal/mol, respectivamente, para
o dcido acético a pH 3.0 e 4.0, comparativamente com o valor de 97,2 Kcal/mol a pH 3,0 €

100,1 Kcal/mol a pH 4.0, na auséncia de dcido.
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Fig. 3.19 - Graficos de Arrhenius modificados das taxas especificas da morte térmica em células adaptadas de
Z. bailii 1SA 1025, na presenga de dcido acético, a pH 3.0 (A) e 4.0 (B). Os nimeros indicam as

concentragGes de dcido total [%. (v/v)], no meio extracelular.

Além disso e A semelhanca do observado em células ndo adaptadas, nas nossas
condigdes experimentais, verificou-se que a taxa especifica da morte térmica aumentava
€xponencialmente com a concentragdo de dcido presente para wma mesma temperatura. Assim, a
representagdo do In kg em funcio da concentragio de dcido para cada temperatura ensaiada, foi
linear, sendo o coeficiente angular das vdrias rectas similar (Fig. 3.20). Os valores estimados

Para a keg a partir dos resultados experimentais da figura 3.20, estdo resumidos na tabela 3.3.
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Fig. 3.20 - Variagiio das taxas especificas da morte térmica em células adaptadas de Z. bailii ISA 1025, com a

concentragiio de dcido acético total, a pH 3.0 (A) e 4,0 (B), em condigdes isotérmicas,

Tabela 3.3

Valores das constantes exponenciais de estimulacdo da morte (keg) do dcido acético em

células de Z. bailii ISA 1025 adaptadas & presenca de dcido, a diferentes temperaturas, a

pH 3,0 e 4,0.
kegt (1/mol)
Temperatura pH Acido acético total Acido acético nio dissociado
I C 30 14,20 14,10
32° C 14,00 14,00
36° C 4,0 10,00 15,10
37" C 10,50 14,00

Adicionalmente, observa-se que a pH 3.0, comparativamente com pH 4,0, o estimulo
da morte térmica pelo dcido acético total expresso pela constante exponencial de estimulagio da
morte foi mais acentuado. No entanto os valores de keg pelo dcido acético quando expressos
em funcdo da concentraciio de dcido nio dissociado, foram idénticos sugerindo que este
estimulo estd correlacionado com a concentragdo de dcido acético ndo dissociado. Comparando
estes resultados com o descrito para células ndo adaptadas (Tab. 3.2) verifica-se que. o

estimulo da morte pelo dcido acético em células crescidas em glucose na presenga de dcido
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acético, células adaptadas, foi ligeiramente inferior do observado em células ndo adaptadas.

3.3.2.2 - Efeitos do dcido sdrbico, a pH 4,0

Utilizando células provenientes de culturas em meio com glucose e dcido sérbico
(0,05%, p/v) obtiveram-se estimativas de kq, a 4 temperaturas diferentes, para as seguintes
concentragdes de dcido sérbico: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12 € 0,14 % (p/v).

Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia representativas dos resultados
experimentais estdo representadas na figura 3.21. As taxas especificas da morte térmica foram
obtidas a partir do coeficiente angular da componente linear de cada uma das curvas de
sobrevivéncia.
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Fig 3.21 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia em células adaptadas de Z. bailii ISA 1025, a vérias

temperaturas letais, na presencga de dcido sérbico 0,1% (p/v), a pH 4.0,

Grificos de Arrhenius modificados da variagao exponencial de kg em fungdo do
inverso da temperatura absoluta, a diferentes temperaturas, estiio representados na figura 3.22.
De forma andloga ao descrito nas secgdes anteriores, esta figura indica que os gréificos de
Arrhenius da morte térmica respeitantes ao dcido sérbico, constituiram uma familia de rectas
essencialmente paralelas, sugerindo assim que, & medida que aumentava a concentragio de
dcido no meio de suspensio de células, baixava a temperatura letal das células da levedura sem
que a entalpia de activacio seja significativamente afectada. Com efeito, os valores da entalpia
de activagiio estimados a partir dos graficos de Arrhenius na auséncia e presenga de dcido
sorbico foram andlogos, conforme se apresenta na tabela 3.4,
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Fig. 3.22 - Griificos de Arrhenius das taxas especificas da morte térmica em células adaptadas de Z. bailii ISA
1025. na presenga de dcido sdrbico, a pH 4.0. Os nimeros indicam as concentragdes de acido total [%.

(p/v)]. no meio extracelular.

Tabela 3.4
Valores da entalpia de activagio (AH%) estimados a partir dos grificos de Arrhenius da
Fig. 3.22.
AHZ (K cal/mol)D)
Auséncia de dcido 97,20
Presenca de dcido 88,03 + 6,20

1) Os valores apresentados correspondem a4 média dos valores de AH¥ obtidos as diferentes

concentragdes de dcido sorbico.

Os valores de kq encontram-se representados sob a forma de grificos semilogaritmicos
em fung¢do da concentragdo de dcido no meio extracelular, na figura 3.23. A partir do declive de
cada uma das rectas estimou-se o valor da kug. Os valores obtidos encontram-se sumariados na
tabela 3.5.
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Tabela 3.5

Valores das constantes exponenciais de estimulagdo da morte (keg) do dcido sorbico em células
de Z. bailii ISA 1025 adaptadas 4 presenga de dcido, a diferentes temperaturas e a pH 4,0.

ket (I/mol)

Temperatura pH Acido sérbico total Acido sérbico ndo dissociado
37 148,75 212,50
38 4,0 144,40 213,40
38 149.60 213,70

3.4. - Discussao

3.4.1 - Efeitos de acidos fracos e do etanol nos parametros
termodindmicos da morte celular de Zygosaccharomyces
bailii

Os resultados experimentais apresentados neste capitulo respeitantes aos efeitos do

etanol e dos dcidos (acético. propidnico, butirico, pentandico e sorbico) na viabilidade das
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células de Zvgosaccharomyces bailii  ISA 1025, crescidas a temperatura de 25° C, num meio

com glucose, indicaram que:

— O etanol e os dcidos nas concentracdes por nos ensaiadas, afectaram negativamente a
viabilidade das células de Z. bailii crescidas em glucose, provocando um
deslocamento das temperaturas letais para temperaturas mais baixas. Verificou-se
assim, uma maior sensibilizagdo térmica dos alvos celulares determinantes da morte
térmica, pela accdo dos inibidores.

— Os diferentes compostos estudados aumentaram a taxa especifica da morte térmica,
segundo um mecanismo tal que, apenas a entropia de activac¢do da morte térmica foi
afectada.

— Os grificos experimentais de Arrhenius respeitantes a morte induzida pelos vdrios
dcidos e etanol foram lineares, e constituiram uma familia de rectas essencialmente
paralelas. Em concordincia com estes resultados em condigdes isotérmicas, 1) kg foi
uma fungdo exponencial da concentra¢iio de icido ou etanol no meio extracelular e 2)
os coeficientes angulares destes graficos foram idénticos para todas as temperaturas

e corresponderam a constante exponencial de estimulagéo.

— Os valores de kest para os dcidos na fase aquosa, calculados pela equagfio 3.6
aumentaram, com o0s respectivos valores dos coeficientes lipido-tampao. Estes
resultados sugeriram que, os sitios termosensiveis da morte térmica da levedura Z,

bailii se encontram provavelmente em regides lipidicas das membranas.

— As células adaptadas ao dcido acético, apresentaram uma sensibilidade ao dcido no
que respeita ao efeito estimulador da morte térmica ligeiramente mais reduzida do
que células ndo adaptadas, isto €, crescidas num meio com glucose na auséncia de
dcidos. Assim, por exemplo, o efeito de 0,8(%) (p/v) de dcido acético nas células
ndo adaptadas correspondeu a acgdo de 1,0% nas células crescidas na presencga de
conservante. No entanto, para o caso do dcido sérbico foram encontradas diferengas
mais significativas entre células adaptadas e células ndo adaptadas. Com efeito,
comparando os resultados obtidos em outras condig¢des (Tab. 3.2 e 3.3) verificou-se
que a adaptagdo ao dcido sérbico se traduziu numa diminuigdo do valor da constante
exponencial de estimulagdo da morte celular, de 232,0 1/mol para 147,58 1/mol.

A andlise comparativa dos resultados obtidos aos valores de pH testados indicou que
muito provavelmente € a forma ndo dissociada do dcido a principal responsdvel pelo estimulo da
morte térmica induzida pela presenga de dcidos no meio extracelular. Esta hipétese € também
apoiada, pelo facto da toxicidade dos dcidos, calculada pela constante exponencial de estimulo

da morte estar correlacionada com a sua lipossolubilidade.

—Em Z. bailii as concentragdes de dcido acético, propidnico, butirico, pentandico e
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sérbico por nods utilizados, ndo induziram morte de baixa entalpia, pois os grificos de

Arrhenius aparentemente apenas sdo constituidos por uma familia de rectas paralelas.

3.4.2 - Analise comparativa dos efeitos dos acidos fracos e do etanol

em Zygosaccharomyces bailii e em Saccharomyces cerevisiae

Utilizando a constante exponencial de estimulagdo como parimetro expressivo dos
efeitos estimuladores induzidos pelos dcidos e etanol na morte celular apresenta-se na tabela 3.6
uma andlise comparativa do comportamento de Zygosaccharomyces bailii com Saccharomyces

cerevisiae.

No que diz respeito aos efeitos estimuladores do etanol sobre a morte térmica em Z.
bailii, podem ser considerados de um modo geral, semelhantes aos descritos previamente em S.
cerevisiae, apesar do valor da keg calculado para a estirpe em estudo ser ligeiramente inferior ao
obtido para as células de duas estirpes diferentes de S. cerevisiae crescidas em idénticas
condi¢des experimentais por Ledo e van Uden (1982) e por Loureiro e van Uden (1982),
Loureiro (1984). Por outro lado, os resultados sobre os efeitos estimuladores dos dcidos na
morte térmica de Z. bailii, quando comparados com os resultados obtidos em §. cerevisiae,
indicaram que:

— Os valores das constantes exponenciais de estimulo da morte térmica induzida
pelos dcidos em Z. bailii, foram significativamente inferiores aos de S. cerevisiae, sugerindo
que estes compostos sdo mais téxicos no que respeita a viabilidade da c€lula a temperaturas
elevadas, em S. cerevisiae do que na levedura em estudo. Por exemplo, o efeito toxico do
dcido acético expresso pela keg; € cerca de 3,5 vezes inferior ao descrito para este dcido para S.

cerevisie.

— Adicionalmente, e tal como foi observado para S. cerevisiae, em Z. bailii os valores
de kegt para os dcidos ensaiados também estio fortemente correlacionados com o seu coeficiente

de reparti¢do lipido-tampdo, aumentando com a lipossolubilidade dos compostos.

Por outro lado, e ao contrdrio do que foi referido para S. cerevisiae por Pinto et al.
(1989) e por Cardoso e Ledo (1992) em Z. bailii, a temperaturas baixas e intermédias, ndo foi
observada morte de baixa entalpia induzida pelos dcidos. Segundo estes autores em S.
cerevisiae, os graficos de Arrhenius da morte celular induzida pela presenga dos 4cidos (acético,
propiénico, butirico e pentandico) sdo lineares e podem ser decompostos em duas familias de
rectas paralelas, indicando a ocorréncia de dois tipos de morte: morte de alta entalpia,
predominante para concentragdes de dcido baixas e temperaturas altas e morte de baixa entalpia
predominante para concentragdes de dcido elevadas e temperaturas baixas e intermédias. A
morte de alta entalpia induzida pelos dcidos e/ou pelo etanol representa morte térmica estimulada

exponencialmente pela adi¢do dos diferentes compostos. O segundo tipo de morte induzida
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pelos dcidos, morte de baixa entalpia, ¢ diferente do primeiro, tendo-se verificado que em .
cerevisiae a acidificagdo intracelular pode estar relacionada com a induc¢do deste tipo de morte

induzida pelos dcidos monocarboxilicos ou pelo etanol a temperaturas baixas e intermédias.

Tabela 3.6

Valores das constantes exponenciais de estimulacdo da morte (keg) do etanol e dos dcidos
fracos em Z. bailii obtidos no presente trabalho comparativamente com os descritos para S.

cerevisiae.

Kest (1/mol) Referéncia dos valores des-
Etanol/Acido fraco Z. baili S. cerevisiae critos para S. cerevisiae
Etanol 2,00 2,62 Ledo e van Uden (1982)
o 2,82 Loureiro e van Uden (1982)

Acético

células ndo adaptadas 19,00 84,55 -74,42 Pinto er al.(1989); Cardoso (1994)

células adaptadas 14,10 —
Propiénico

células ndo adaptadas 26,00 46,30 "
Butirico

células ndo adaptadas 36,00 69,95 .
Pentanéico

células ndo adaptadas 106,00 215,90 "
sérbico

células ndo adaptadas 232,00 511,00

c€lulas adaptadas 147,58 -

De acordo com os nossos resultados, em Z. bailii, a temperaturas intermédias e
baixas (até 15° C) nio foi possivel detectar ocorréncia de morte de baixa entalpia na presenga
dos dcidos. Nesta gama de temperaturas a presenca destes compostos estimulava a morte celular
de tal modo que a entalpia de activacdo ndo era significativamente afectada. Tal parece indicar
que em Z. bailii, concentracdes elevadas de dcidos estimulam predominantemente a morte

térmica deslocando as temperaturas letais para valores muito baixos.

Finalmente, € de referir que o valor de AH* obtido em Z. bailii na auséncia € na
presenca de dcidos ou etanol (97,2 Kcal/mol) foi da mesma ordem de grandeza ao previamente
determinados em trés estirpes diferentes de S. cerevisiae: 113,60 Kcal/mol van Uden (1974),
92,1 Kcal/mol Ledo e van Uden (1982), 126,0 Kcal/mol Cardoso (1994) e 108,9 Kcal/mol
Loureiro e van Uden (1982) e em Kluyveromyces fragilis (97,4 Kcal/mol) Sd Correia € van
Uden (1982).
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CAPITULO 4

EFEITOS COMBINADOS DE ACIDOS FRACOS E DO ETANOL NA
MORTE CELULAR DE Zygosaccharomyces bailii I1SA 1025.

4.1 - Introducao

Nos capitulos anteriores apresentamos resultados experimentais indicando que a
presenga de etanol e dcidos fracos no meio extracelular, t€m efeitos negativos sobre o
crescimento € a morte celular da levedura Zygosaccharomyces bailii ISA 1025, quando crescida
num meio com glucose. Os efeitos acentuavam-se 4 medida que as concentragdes de téxico
aumentavam no meio extracelular.No entanto, os efeitos, de um modo global foram inferiores

aos descritos para a levedura Saccharomyces cerevisiae.

No presente capitulo serfio apresentados resultados experimentais sobre os efeitos
combinados do etanol e dos acidos acético ou sérbico na cinética de morte celular da levedura
em estudo.

4.2 - Material e Métodos

O material biolégico utilizado, bem como a metodologia e as condi¢des experimentais
subjacentes aos ensaios de morte celular realizados neste capitulo, foram idénticos aos descritos
na sec¢do material e métodos do capitulo 3. Apenas variou a composi¢do do meio de cultura em

que se efectuaram as experi€ncias de morte celular, que serd indicada na sec¢@o dos resultados.

4.3 - Resultados

4.3.1 - Morte celular induzida pelos dcidos acético e sorbico na
presenca de etanol em células crescidas num meio com

glucose - células ndo adptadas.

Com o objectivo de estudar o efeito combinado dos dcidos acético, e sérbico e do
etanol na viabilidade de células de Zygosaccharomyces bailii 1SA 1025, fizeram-se
experiéncias da morte celular na auséncia e na presenca de dcidos e etanol, a quatro

temperaturas diferentes a pH 4,0.
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As curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia obtidas nestas condicdes obedeceram ao
modelo referido na seccdo 2.2.2. A figura 4.1 (A e B) apresenta resultados experimentais
representativos da variagdo do numero de sobreviventes (%) com o tempo, a diferentes
temperaturas as concentragdes 1,4% (v/v) de 4cido acético (A) e 0,08 % (p/v) de dcido sérbico
(B) na presenga de 8,0% (p/v) de etanol. Estes resultados mostram que apés um periodo inicial
em que ndo se detectou perda significativa de viabilidade celular, segue-se uma recta cujo
coeficiente angular € numericamente igual a taxa especifica da morte celular. Para cada um dos
dcidos na presenca de etanol, a duragiio do patamar e o valor do declive da recta da curva de
sobrevivéncia foram func¢io da temperatura e da concentra¢do do dcido no meio de suspensdo
de células.
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Fig. 4.1 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia de Z. bailii ISA 1025, a vdrias temperaturas letais, na
presenca de deido acético (1.4%, v/v) + etanol (89%. p/v) (A) e dcido sorbico (0.08%, p/v) + ctanol
(8%, p/v) (B).

Adicionalmente, a adi¢@o de dcidos induziu a um deslocamento das temperaturas letais
para valores mais baixos. Este efeito foi tanto mais acentuado quanto mais elevada era a
concentracdo de dcido no meio extracelular.

Com os diferentes valores das taxas especificas de morte celular estimadas a partir dos
declives das rectas experimentais, construiram-se os grificos de Arrhenius que exprimem a

dependéncia dos valores de kg com a temperatura.

Na figura 4.2 (A e B) apresentamos os graficos de Arrhenius da morte celular induzida
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pelos dcidos acético e s6rbico na presenca de etanol. Numa primeira anilise visual da figura,
verificamos que os grificos de Arrhenius constituiram uma familia de rectas paralelas entre si.
Além disso, & medida que a concentracdo de dcido na presenga de etanol aumentava no meio
extracelular, os respectivos graficos de Arrhenius deslocaram-se no sentido da diminuicio da
temperatura. Do paralelismo evidenciado pelos Arrhenius da figura 4.2 deduz-se, que para
ambos os dcidos na presenca de etanol e a semelhanca do que foi observado no capitulo 3, os
efeitos se fizeram sentir sobre a entropia de activacio da morte térmica, enquanto que a entalpia
de activagdo ndo foi significativamente afectada. Nestas condi¢des experimentais os valores
médios para a entalpia de activacio da morte térmica, calculados pelos declives dos grificos de
Arrhenius foram de 107,6 £ 4,7 Kcal/mol para o dcido acético na presenca de etanol e de 94,3
+ 5,0 Kcal/mol para o dcido sérbico na presenca de etanol.
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Fig. 4.2 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas da morte celular de Z. bailii ISA 1025, na presenga de
dcido acético total + ctanol (8%. p/v) (A) e dcido sdrbico total + etanol (8%. p/v) (B). Os niimeros
indicam as concentragdes de dcido no meio extracelular, Acido acético [%. (v/v)] e dcido sdrbico [,

(p/v)l.

Por outro lado, em condigdes isotérmicas, observou-se um aumento exponencial da
taxa especifica da morte celular induzida pelos dcidos na presenca de etanol a medida que
aumentava a concentragio do dcido no meio de cultura. A partir do declive das rectas
experimentais da figura 4.3 foram estimados os valores das constantes exponenciais de
estimulacdo da morte celular induzida pelos dcidos na presenca de etanol. Os valores obtidos

estdo sumariados na tabela 4.1.
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Fig. 4.3 - Variagfio das taxas especificas da morte celular de Z. hailii ISA 1025, com a concentragio de 4cido
acético total na presenca de etanol 8% (p/v) (A) e sorbico total na presenga de 8% (p/v) etanol (B). a

pH 4.0. em condigdes isotérmicas.

Tabela 4.1

Valores das constantes exponenciais de estimulacdo da morte (Kegt) dos dcidos
acético e soérbico na presenca de etanol em células de Z. bailii 1SA 1025 ndo
adaptadas, pH 4,0.

Acido + Kes
etanol 8% (p/v) (Acido total)
(I/mol)
Acético 18,50
Sérbico 264,57

4.3.2 - Morte celular induzida pelos dcidos acético e sorbico na
presenca de etanol em células crescidas num meio com

glucose ¢ dcido - células adaptadas

Utilizando células crescidas previamente em meio mineral suplementado com glucose
(2%, plv) e dcido acético (0,5%, v/v) e com glucose e dcido sérbico (0,02%, p/v), a
temperatura de 25° C, fizeram-se experiéncias da morte celular na auséncia e na presenca de

dcidos acético ou sérbico, respectivamente, com etanol,
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Nas nossas condigdes experimentais e 4 semelhanca do que foi descrito na seccio
anterior, observamos que as curvas de sobrevivéncia obedeceram a uma cinética de decréscimo
exponencial da populagiio vidvel. Na figura 4.4 (A e B) apresentamos curvas semilogaritmicas
de sobrevivéncia, na presenca de 8% (p/v) de etanol + 1,4% (v/v) de dcido acético e 8% (p/v)
de etanol + 0,08/ (p/v) de dcide sérbico. Para cada concentraciio de dcido os valores dos
declives das rectas de sobrevivéncia e a duracdo do patamar foram fung@o da temperatura, da
natureza e da concentragiio de dcido. Adicionalmente, a presenca de dcidos e etanol provocou
um deslocamento das temperaturas letais para uma zona de temperaturas mais baixas.

100 -, ) e— B
= *E.m::\ A - D‘%a‘—‘—'
= \8\ ~ \.\ ““.-—__-
- . B T e
i E\ B S D o— -
° ~ S o
P o — 4 ~ o
5‘3 \O\\ ~ 39‘ D\\B g = \D\
— \ ~e = A " 15
i \0\ T =L \D \'\
— ] ) ~ i) - ~ -
£ . E o
R 0, Qe T a._
22 N iy <
s ] > ] ~
10 4 \0\ o ] D\\ §
n . \ B e 3 g
Q = N -
5 o, g ]
1 0\ New 3
= =
e o B
=3 -] =2
) \]S g ]
b 7 B v
1 T T q ! ] T 1 T T ! T T T T T T T T
w0 20 30 <0 50 80 1a B30 0 10 1o <0 9 L] k] 80
Tempo (min) Tempo (min)

Fig. 4.4 - Curvas semilogaritmicas de sobrevivéncia em células adaptadas de Z. bailii ISA 1025, a varias
temperaturas letais, na presenga de dcido acético (1.4%, v/v) + etanol (8%, p/v) (A) e dcido sorbico

(0.08%. p/v) + etanol (8%, p/v) (B).

A) células crescidas num meio com glucose e dcido acético 0,5% (v/v)

B) células crescidas num meio com glucose e dcido sorbico 0.05% (p/v).

Os valores experimentais de kg estdio representados na figura 4.5, sob a forma de

griaficos de Arrhenius (In ? versus f}. A andlise destes resultados indica que, os grificos de

Arrhenius da morte celular, na auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de dcido na
presenca de etanol, obedecem ao modelo descrito na secgdo anterior. Os declives das rectas
foram muito idénticos ao da recta respeitante ao grifico de Arrhenius da morte térmica na
auséncia de dcido sugerindo que a presenga de dcidos e etanol no meio extracelular ndo afectou
significativamente o valor da entalpia de activacdio da morte celular, sendo os efeitos

estimuladores essencialmente na entropia de activacio.
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Fig. 4.5 - Grificos de Arrhenius das taxas especificas da morte celular em células adaptadas de Z. bailii ISA
1025, na presenga de dcido acético total + etanol (8%, p/v) (A) ¢ dcido sorbico total + etanol (8%, p/v)
(B). Os nimeros indicam as concentragées de dcido, no meio extracelular. Acido acético [%. (v/v)] e

dcido sorbico [%. (p/v)].

Os valores médios da entalpia de activagdo da morte celular obtidos a partir do declive
dos grdficos de Arrhenius foram 105,0 £ 0,2 Kcal/mol e 98,83 £ 7,3 Kcal/mol,
respectivamente, para os dcidos acético e sérbico.

Verificamos também, que em células adaptadas aos dcidos acético ou sérbico, a taxa
especifica da morte celular foi uma fun¢io exponencial da concentragdo extracelular de dcido na
presenca de etanol para uma mesma temperatura (Fig. 4.6). Os valores estimados para keg a
partir dos resultados da figura 4.6, estdo sumariados na tabela 4.2.
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Fig. 4.6 - Variagio das taxas especificas da morte térmica de células adaptadas de Z. bailii ISA 1025, com a

concentraciio de dcido acético total (A) e sérbico total (B). a pH 4.0, em condig¢des isotérmicas.
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Tabela 4.2

Valores das constantes exponenciais de estimulacdo da morte (Kegt) dos dcidos

acético e sérbico na presenca de etanol, em células de Z. bailii ISA 1025 adaptadas,

pH 4,0.
Acido + Kest
etanol 8% (p/v) (Acido total)
(I/mol)
Acético 13,90
Sérbico 171,43

Os valores obtidos para kegt nas células crescidas na presenca de dcido, sobretudo na
presenca de dcido sérbico, foram inferiores aos determinados, nas mesmas condigdes
experimentais, em c€lulas ndo adaptadas.

4.4 - Discussao

Os resultados experimentais apresentados neste capitulo, respeitantes aos efeitos dos
dcidos acético e sérbico na presenca de etanol sobre a viabilidade de Zygosaccharomyces bailii
indicaram que:

» Os 4cidos acético e sorbico na presenca de etanol, nas concentragdes por nos
estudadas, estimularam a morte celular de células de Z. bailii, crescidas em meio

com glucose ou numa mistura de glucose e dcido acético ou sérbico.

» Os grificos de Arrhenius tragados para células sujeitas a temperaturas de morte na
auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de misturas de dcidos (acético
ou sérbico) e etanol constituiram uma familia de rectas visualmente paralelas e
deslocadas para uma zona de temperaturas inferiores, sugerindo que, tal como na
auséncia de etanol, os dcidos na presenga de etanol afectaram a entropia de activagio
da morte térmica (A S¥) sem no entanto modificar significativamente a entalpia de
activagdo (A H?).

» Para cada um dos dcidos, a temperatura constante, kg foi uma fungdo exponencial da
concentracdo de dcido no meio extracelular.

-




 Os valores das constantes exponenciais de estimulo da morte induzidas pelos dcidos
na presenga de etanol encontram-se também correlacionados com a lipossolubilidade
dos dcidos (Tab.(s) 4.1 e 4.2).

A presenga de etanol [8%, (p/v)] aparentemente potenciou os efeitos tdxicos dos
dcides, na morte celular, muito em particular para o caso do dcido sérbico (comparar Tab. 4.1
com Tab(s) 3.2 e 3.5).

Conforme se apresenta na tabela 4.3 as células que cresceram na presenga de dcidos
acético, e a uma temperatura de 25° C, apresentam uma resisténcia ligeiramente superior ao
dcido na presencga de etanol no que respeita ao efeito intensificador da morte térmica. A
constante exponencial de estimulo da morte, kegt, baixa para o valor 13,9 1/mol (Tab 4.3). No
que respeita ao dcido sdrbico, os resultados obtidos mostraram que os valores das constantes
exponenciais de estimulo da morte obtidos em c€lulas ndo adaptadas e em cé€lulas crescidas na
presenca de dcido foram significativamente diferentes, indicando que a adaptacao se traduziu

num aumento da resisténcia ao dcido sérbico na presenga de etanol.

Tabela 4.3

Valores das constantes exponenciais de estimula¢io da morte (Keg) dos dcidos acético e sorbico
na presencga e na auséncia de etanol, em células de Z. bailii ndo adaptadas e adaptadas, pH 4,0.

kegt (I/mol)
células ndo adaptadas células adaptadas
Acido acético 1) 13,00 10,25
Acido acético + 8% etanol 18,50 13,90
Acido sérbico D 232,00 147,58
Acido sérbico + 8% etanol 264,57 171,43

1) Valores retirados das Tab(s). 3.2, 3.3 e 3.5, capitulo 3.
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CAPITULO 5

EFEITOS DOS ACIDOS ACETICO E PENTANOICO NO PH
INTRACELULAR E SUA CORRELACAO COM OS EFEITOS NA
MORTE CELULAR DE Zygosaccharomyces bailii ISA 1025

5.1 - Introducio

O pH ¢ um dos factores ambientais que afecta significativamente o crescimento dos
seres vivos em geral e dos microrganismos em particular. Alguns organismos tém um
crescimento Gptimo em meios dcidos, outros em meios alcalinos e um terceiro grupo em meios
neutros. Contudo, os valores de pH citoplasmadtico de todos eles, mantém-se proximos da
neutralidade, condi¢des que optimizam a actividade da maior parte das enzimas. Verifica-se
assim, que as c€lulas conseguem manter o pH intracelular constante, ainda que se verifiquem
flutuacdes no pH extracelular.

Na homeostase da acidificagfio intracelular intervém vérios mecanismos, entre os quais
se destaca: os sistemas tamponizantes (sistemas carbonato, sistemas fosfato, dcidos orginicos
fracos e polieletrélitos celulares), a transferéncia de H* do citosol para organelos celulares, a
conversdo bioquimica dos dcidos ndo voldteis e das bases em substincias neutras e o efluxo de
H* através da membrana plasmatica.

As leveduras sintetizam trés ATPases estruturalmente distintas: a ATPase da
membrana plasmdtica e ATPases das membranas vacuolares e mitocondriais. A forma de
actuacdo destas ATPases estd representada na figura 5.1. Em 1986 foi descrita uma quarta
ATPase, localizada na membrana peroxisomal das leveduras metilotréficas (Goffeau e Boutry,
1986).

A ATPase da membrana plasmdtica de Saccharomyces cerevisiae € uma proteina que ja
foi isolada, identificada e purificada tendo a sua actividade sido reconstituida em liposomas por
Malpartida e Serrano (1981-a e b). Segundo estes autores a ATPase presente na membrana
celular da levedura promove o efluxo de protdes a custa da hidrélise de ATP. Como estes ides
sdo particulas carregadas positivamente, o seu transporte do interior para o exterior da célula
conduz a um excesso de cargas positivas no meio extracelular. Assim, a ATPase pode conduzir
a formagdo de um potencial eléctico (A W) positivo no exterior e negativo no interior da célula.
Além disso, o efluxo de protdes pode promover a formagdo de um gradiente de pH (A pH =
pH; - pHg), mais alcalino no interior. Este processo conduz a criagio de um gradiente de
potencial eletroquimico, que neste caso se pode considerar com uma forga protomotriz (PMF).

A equacdo matematica que a expressa € a seguinte:
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2,308 RT
F

PMEF =AY - ApH (5.1)

onde:
R - constante dos gases perfeitos (1,9869 cal. mol.-1 °C-1)
T - Temperatura absoluta (K)

F - Constante de Faraday (23,06 cal. mV-! eq.1)

Mitocéndria

H+

Fig. 5.1 - Bombas de protdes em leveduras (adaptado de Goffeau e Boutry, 1986).

Mg e M1) Componente solivel O e sector 1 da ATPase mitocondrial, respectivamente; V()
e V1) Componentes 1 e 2 da ATPase vacuolar, respectivamente; F1 ¢ F2) Formas

isoméricas 1 e 2 da ATPase da membrana plasmatica, respectivamente .

Evidéncias experimentais t€m sido acumuladas nos dltimos anos, demonstrando que
esta ATPase pode assumir um papel importante na regulagdo do pH interno das células, assim
como na criagdo de um potencial de membrana associada ao transporte de nutrientes (Goffeau e
Boutry, 1986; Serrano, 1984 ¢ 1988). Vallejo e Serrano (1989), estudaram a actividade desta
ATPase em estirpes selvagens e mutantes de S. cerevisiae, admitindo que as diferengas na
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resisténcia das leveduras a dcidos orgénicos fracos (dcido acético) podem advir de altera¢des na
quantidade ou na actividade da bomba de protdes. Porém, Guidici (1989) determinou
experimentalmente actividades da ATPase idénticas para leveduras das espécies
Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces cerevisiae e Hansenula anomala com sensibilidade
distintas a dcidos fracos.

A ATPase da mitocondria das leveduras tém como principal fungdo converter o ADP
em ATP, utilizando o gradiente de protdes produzido durante a respirac¢do (Fig. 5.1).

Segundo Okorokov e Lichko (1983) a ATPase da membrana vacuolar de
Saccharomyces carlsbergensis transporta H do citoplasma para o vaciolo criando uma forga
protomotriz através da membrana (Fig. 5.1). Esta forca estd associada ao transporte activo de
aminodcidos através de vesiculas de membranas vacuolares (Goffeau e Boutry, 1986).

De acordo com os dados da literatura, e conforme ja referido no capitulo 1 os dcidos
tém efeitos negativos no pH intracelular e consequentemente na actividade metabdlica das
leveduras. O propésito deste capitulo foi avaliar os efeitos dos dcidos acético e pentandico no
pH intracelular de Zygosaccharomyces bailii ISA 1025, crescida num meio com glucose, a pH
4,0, a temperatura de 25° C. Adicionalmente, procuramos correlacionar os resultados obtidos

com os efeitos induzidos pelos dcidos na morte celular descritos nos capitulos anteriores.
5.2 - Material e Métodos
5.2.1 - Microrganismo e obtencdo das culturas

Foi utilizada a estirpe ISA 1025 da levedura Zygosaccharomyces bailii.

O protocolo para a preparagio das culturas incluia os seguintes aspectos:

a) Repicar a estirpe para um tubo de agar inclinado com meio M solidificado e incubar
aproximadamente durante 48 horas, a 25° C.

b) Transferir uma ansada do inéculo para um baldo de Erlenmeyer de 1000 ml
contendo 500 ml de meio M liquido - glucose, de modo a que a absorvéncia a
640 nm, num espectofotémetro Baush Lomb "Spectronic” fique situada entre 0,05
e 0,1.

¢) Incubar a cultura, a 25° C, com agitacio mecdnica (incubadora orbital Gallenkamp),

até se atingir uma absorvéncia de 0,45 (35% de transmitincia).
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5.2.2 - Determinacdo do pH intracelular
5.2.2.1 - Método

Para o cdlculo do pH intracelular (pHjp), seguimos o método descrito por Rottenberg
(1979). Este método baseia-se na utilizagdo de dcidos ou bases cujas espécies neutras se
difundem através da membrana, sendo esta impermedvel s respectivas formas idnicas.
Utilizam-se dcidos, apenas, quando o pH extracelular € inferior ao pH intracelular (isto €,
quando ApH € positivo). Nas nossas experiéncias, medimos a distribui¢do relativa do dcido
[2'14C] propiénico (actividade especifica = 57 m C;mol-1), entre o interior e o exterior das

células.

Para o cdlculo do pHjy usamos a seguinte expressio:

[H¥] i = 1 (5.2)
T
A 11 oL
T [Hfe T KK
ext

T T ; = o
onde, A,m e ACX[ sdo, respectivamente, as concentragdes totais internas e externas do
1

dcido propiénico e Kq a sua constante de dissociagdo (1,35 x 103 mol/l).

Sempre que um dcido (AH) atinge uma situacdo de equilibrio e, se dissocia de ambos
os lados da membrana, dentro e fora da célula, AHj, = AHex; €, assumindo que a constante de
dissociagdo nio varia obtem-se:

g [H*Tint [A lint _ [H*ext [A™Jext

d="[AHlim -  [AHlx )
no equilibrio:
Al
PHint ~ pHext = pH = log (AT (5.4)

(A Jext

se pHext > pk + 1, a maior parte do dcido estd dissociado em ambos os lados da
membrana e a medida da razio de distribui¢@o do dcido, permite calcular o ApH, utilizando a
equacgdo anterior. Se pHext < pk + 1, uma percentagem significativa de dcido, estd na forma ndo
dissociada e, uma vez que a concentragéo total de dcido A=K 4 AH, no equilibrio obtem-se:

1 1
—_— + —_—

AT = Kf E g (5.5)
Ki " [H¥ex

€
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Ai—T‘“ 2 L] (5.6)
AT

i
eX
ext

A equacdo (5.6) permite determinar o valor do pH intracelular.

5.2.2.2 - Condigoes experimentais de determinagao do pH;p,

As experiéncias foram delineadas de modo a reproduzir as condi¢des de ensaio,
utilizadas nas experiéncias da morte térmica.

Para a medi¢do do pH intracelular utilizou-se o seguinte protocolo:

a) Transferir 100 ml de cultura preparada conforme descrito em 5.2.1 para um baldo
Erlenmeyer de 250 ml, com agitagdo magnética.

b) Adicionar o dcido acético na concentracdo desejada.
c) Ajustar os valores de pH aos valores pretendidos (pH 3.,0).

d) Deixar actuar o dcido um periodo de tempo tal que, de acordo com as experiéncias
de morte térmica (Cap. 3) se verificasse um percentagem de sobrevivéncia da
ordem dos 30 a 50%.

e) Retirar 5 ml da suspensdo de células, centrifugar, lavar o depésito com Hp O friae
ressuspender as células em igual volume de meio em que decorreu o ensaio, sendo
respeitadas as condigdes de trabalho.

f) Ao baldo contendo a suspensio de células, adicionar aos 5 ml da amostra 2 pl de 1-
l4C 4cido propidnico (Amersham) (actividade especifica = 57 Ci mol-1).

g) Incubar as suspensodes de células preparadas em f), & temperatura de ensaio, numa
incubadora Gallenkamp, durante o tempo previamente determinado para atingir o
equilibrio interno do dcido propidnico.

h) Filtrar 4 ml desta suspensdo de cé€lulas, através de uma membrana Whatman GF/C,
com 2,5 cm de didmetro e 0,45 pum de poro, previamente humedecida.

i) Lavar as células, duas vezes com 5ml de dgua gelada.
j) Transferir os filtros para frascos contendo 5ml de liquido de cintilagdo Otptiphase.

1) Da mesma suspensdo de células, retirar 500 Ul e centrifugar durante 1 minuto numa
centrifuga de bancada Eppendorf.

m) Do sobrenadante pipetar 20 pl, directamente para um frasco com liquido de
cintilagdo.
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n) Leitura da radioactividade das amostras no contador de cintilagdes.

A contagem da radioactividade das amostras, foi efectuada num contador de cintilagées
"Beckman LS 1800 Liquid Scintillation Counter System", programdvel para leituras de carbono
ou de tritio, com um erro estatistico inferior a 1%.

O valor do pH extracelular final foi determinado numa experiéncia a decorrer em
paralelo, com dcido propidnico ndo marcado radioactivamente durante um periodo de tempo
igual ao da experi€ncia em que se mediu o pHjy,.

5.2.2.3 - Determinag¢do do tempo de estabiliza¢do do dcido propidnico
O protocolo experimental utilizado, consistiu basicamente em:

a) Transferir 30 ml da suspensiio de células preparadas de acordo com as condigdes
experimentais utilizadas na determina¢do do pH intracelular, para um baldo
Erlenmeyer de 100 ml.

b) Adicionar 9 pl de uma solugao [1 - CM] dcido propiénico.
¢

¢) Colocar os baldes assim preparados num banho termostatizado com agitagio
magnética, a 25° C.

c.1) Imediatamente apés adi¢do do dcido propiénico marcado radioactivamente
(tempo zero) filtrar 2 ml desta suspensio, através de uma membrana Whatman
GF/C previamente humedecida. Esta amostra corresponde ao tg.

c.2) Lavar a membrana com 5 ml de dgua gelada e colocar em frascos com liquido
de cintilagdo Optiphase, Whatman "Hisafe" I LKB ( FSA Laboratory Suplies,
Loughborough, Leics, Uq), para leitura posterior.

d) Recolher sucessivamente amostras aos 8 ;15; 20; 30; 40; 50; 60... 80 minutos, e
proceder conforme descrito em c.1) e ¢.2). Nos intervalos de filtragem, manter a
cultura conforme descrito em ¢).

e) Contagem de radioactividade das amostras.

f) Determinar o tempo que o dcido propiénico leva a atingir o equilibrio.

Para determinar o tempo de equilibrio do dcido propidnico na presenga de dcido
acético procedeu-se de acordo com o protocolo acima descrito, mas adicionando a
cultura preparada em a) dcido acético na concentragio desejada.
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5.2.2.4 - Cdlculo da biomassa

Para quantificar a biomassa presente nas suspensdes de células utilizadas nos ensaios

procedeu-se de acordo com o descrito no Apéndice IL

5.2.2.5 - Cdlculo do pH intracelular

Na equacdo (5.2), os valores de Ail;n e A;[ foram calculados da seguinte forma:

AT _ ¢.p.m. (sedimento) (5.7)
int _ vol filtrado (ml) x peso seco (mg/ml) x Vipr (L1/mg) ‘
T _ _ c.p.m. (sobrenadante)

Aext ~ volume de sobrenadante (1) (5.8)

Tal como referimos o valor de Kg foi de 1,35 x 10-3 mol/l

Admitimos um valor para o volume intracelular (Vine) de 2,0 pl/mg (ver referéncia em
Corte-Real e Ledo, 1989).

5.3 - Resultados
5.3.1 - Efeitos dos dcidos acético e pentandico no pH intracelular

Tal como referimos, € numa perspectiva de elucidarmos a correlagdo existente entre
pH intracelular/morte celular, fomos avaliar o efeito dos dcidos acético e pentandico no pH
intracelular da levedura Zygosaccharomyces bailii ISA 1025 quando crescida em meio com 2%
(p/v) de glucose, a 25°C, com agitagdo magnética. O valor do pH intracelular, na auséncia e
presenga dos dcidos acético e pentandico, foi determinado pela distribuicdo relativa de [1-C14]
dcido propiénico, a pH 3,0, numa gama de concentragdes de dcido acético e pentandico que
variou, respectivamente, entre 1,0-3,0% (p/v) e 0,30 - 0,55% (p/v). Estes ensaios foram
delineados de modo a reproduzir, tanto quanto possivel, as condigdes experimentais, utilizadas
para quantificar a morte celular. Para tal foram usadas concentragdes de 4dcido e tempos de
incubagdo tais que, a 25°C, se sabia estimularem morte celular. Por outro lado, as células para
medic¢do do pH intracelular, apds sujeitas a acg¢do dos dcidos, foram lavadas por centrifugagao e

$6 depois incubadas com o dcido propidnico radioactivo.

Nas nossas condigdes experimentais, a 25° C e pH 3,0, o valor obtido para o pH
intracelular, na auséncia de dcidos, foi de 6,6 - 6,7.
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Os resultados obtidos, a 25° C, para o pH intracelular na presenca de concentragdes
crescentes de dcido acético e pentandico, estdo representados em grafico, em fungio do tempo
na figura 5.2 (A e B). Como mostra a figura a presenga de dcidos. induziu acidificacio
intracelular. No entanto, os efeitos s6 foram mensurdveis a concentragdes de dcido
relativamente elevadas.

A B
70 7.0
s 5
..?.- § \‘-—3 & 2
8 : d——a— 7 8 a%1::'__“*--—-8__. -
LVd .
g 045
So e ol ==
c D—\EZ o =
=
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50 r ; . . T S0 T =T T T T
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Fig. 5.2 - Curvas de abaixamento do pH intracelular, induzido pela presenca de dcido acético (A) e pentandico
(B), em Z. bailii ISA 1025, i temperatura de 25° C e pH 3.0. Os nimeros indicam as concentragdes

[%. (v/v}] de 4cido no meio extracelular.

Para cada um dos dcidos. os valores experimentais obtidos, a pH extracelular 3.0,
para a concentracdo intracelular de protdes [H¥], encontram-se representados sob a forma de
grificos semilogaritmicos em fungdo da concentragio de dcido ndo dissociado no meio
extracelular na figura 5.3.

A figura evidencia que o valor do pH intracelular na presenca de dcido apenas foi
significativamente afectado para concentragdes de dcido superiores A concentragdo minima de
estimulagdo da acidificac@o intracelular. Para concentragGes superiores a este valor minimo
observou-se um aumento da concentragdo de protdes no interior da célula, e consequentemente
uma acidificagdo do citosol, com o aumento da concentra¢do de dcido acético e pentandico no
meio de cultura.
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Fig. 5.3 - Elcito dos dcidos acético (A) e pentandico (B) na concentragiio intracelular de protdes [H*] em Z.

bailii 1SA 1025.a25° C, a pH 3.0.

Por outro lado, de acordo com os resultados apresentados na figura 5.3 verificou-se

que a variagdo da concentracdo intracelular de protdes com a concentracdo de dcido ndo

dissociado no meio de suspensdo de células obedeceu a uma cinética exponencial, de acordo

com a seguinte equagio:

dcido.

[HH]® =[H]

mt

em que:

Xm k (x-x )
. e 1 m
mt

(5:9)

[H*] - concentragiio intracelular de protdes

X - concentracdo de dcido carboxilico

Xm - concentragdo minima estimulante da acidifica¢io intracelular

k1 - constante exponencial de estimulacdo da acidificacio intracelular, caracteristica do

Os valores das constantes exponenciais de estimulag¢do da acidificacdo intracelular

calculados a partir do declive das rectas da figura 5.3 e de acordo com a equagdo 5.9, estao

Sumariados na tabela 5.1.
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Adicionalmente, a partir do grédfico da figura 5.3 estimaram-se os valores da
concentracdo minima abaixo das quais aparentemente ndo sdo extrapoldveis os possiveis efeitos
negativos dos dcidos acético e pentandico no pH intracelular. Os valores obtidos encontram-se
também na tabela 5.1

Tabela 5.1

Valores das concentragdes minimas (xy) € das constantes exponenciais de estimulacio da
acidificagdo intracelular (k) induzidas pelos dcidos acético e pentandico em Z. bailii ISA 1025,
nas condi¢des experimentais utilizadas para a medi¢@o do pH intracelular.

Acido Xm k1 (eq. 5.9)
(mol/l) (I/mol)
Acético 333,10 x 10-3 0,79
Pentandico 34,00 x 10-3 3,44

O estudo comparativo do efeito do dcido acético com o do dcido pentanéico, no pH
intracelular de Z. bailii, mostrou que o efeito estd dependente da solubilidade do dcido nos
lipidos. De facto, os valores das constantes exponenciais de estimula¢do da acidificagdo,
aumentaram com o aumento do coeficiente de reparti¢do lipido-tampao do 4cido, enquanto que,
os valores das concentragdes abaixo das quais se observa abaixamento do pH intracelular
diminuiram, sugerindo que os efeitos estardo provavelmente associados 4 permeabilidade da
membrana a forma ndo dissociada dos 4cidos.

5.3.2. - Relagao entre os efeitos dos dcidos na morte celular e na

acidificacdo intracelular

Tendo como objectivo comparar os efeitos dos acidos na morte celular € na
acidificag@o intracelular, realizaram-se experiéncias de morte celular na presenca de dcido
acético e pentandico, em condigdes experimentais idénticas, no que diz respeito a obtengdo da
amostra, pH e temperatura, as das experiéncias de medi¢do do pH intracelular. Assim, em
c€lulas provenientes da mesma cultura, fomos determinar a taxa especifica de morte na presenga
dos referidos dcidos na mesma gama experimental de concentragdes e temperaturas (Tab. 5.2).
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Tabela 5.2

Valores da perda de viabilidade (%), da concentragio intracelular de H* e do pH intracelular,
induzidos pelos dcidos acético e pentandico, em Z.bailii ISA 1025, 25° C, pH 3,0.

Acido [Acido] Tempo de Perda de [Ht]x107 pHiy
(%, p/v) actuacdo do viabilidade
dcido (%)
1,50 35 0 5,0 6,3
2,00 35" 0 5,0 6,3
2,50 I 0 6,8 6,0
25' 25 9,3 6,0
35 44 9.8 5,9
Acético 2,75 1" 0 6,9 6,2
25' 46 9.3 6.0
35 97 12,5 5,9
3,00 1' 0 10,1 6,0
25 90 13,4 3.4
35 97 16,0 5,8
0,35 10 4,0 6.4
25' 10 4,5 6,3
0,40 10 34 4,3 6.4
257 42 4,9 6,3
Pentandico 0,45 10 44 4,6 6,8
25" 62 3,6 6.2
0,50 10 48 6,2 6.2
25' 78 7,5 6.9
0,55 10' 62 7.8 6,1
o 25 92 9.5 6.0
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Nas nossas condigdes experimentais e de modo andlogo ao constatado no capitulo 3,
para cada um dos dcidos em estudo e em condigdes isotérmicas, na gama de temperaturas de
10; 20 e 25° C verificou-se que, a variacdo da taxa especifica de morte térmica com a
concentracdo de dcido no meio extracelular obedeceu a uma cinética exponencial de acordo com

a equagdo:

= kgekesl["] (5.10)

X 0 i . .
em que k; e kj representam a taxa especifica da morte celular, respectivamente, as

concentragdes x e zero de dcido, a temperatura constante, e keg a constante exponencial de

estimulagcao da morte.

Na tabela 5.3 encontram-se os valores das concentragdes minimas de dcido (acético e
pentandico), abaixo das quais os efeitos negativos destes toxicos na morte celular ndo foram
mensurdveis, bem como os valores das constantes exponenciais de estimulagio da morte,
estimados de acordo com a equagdo 5.10.

Na figura 5.4 estdo representados em grdfico semilogaritmico os resultados
respeitantes & perda de viabilidade celular (kg) e da variagdo da concentragdo intracelular de
protdes com a concentra¢do de dcido ndo dissociado, a 25° C.
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Fig, 5.4 - Efeitos dos dcidos acético (e, 0 ) e pentandico ( m , o ) na taxa especifica de morte (kd) (simbolos

fechados) e na concentragiio intracelular de protdes [H*] (simbolos abertos), a 25° C. a pH 3.0.
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Tabela 5.3

Valores das concentracdes minimas(Xmin) € das constantes exponenciais de estimulagio da
morte celular (kegr) induzidas pelos dcidos acético e pentandico, em Z. bailii ISA 1025, nas
condi¢des experimentais utilizadas para a medigdo do pH intracelular.

Acido Mooy Kest (eq. 5.10)
(mol/l) (I/mol)
Acético 333,10 x 10-3 19,00
Pentandico 34,00 x 10-3 116,00

O estudo comparativo, dos valores obtidos para as constantes de estimulag@o da morte
celular Tab. (5.3) com os obtidos para as constantes exponenciais de estimula¢io da
acidificag¢do intracelular (Tab. 5.1), indicam que para cada um dos dcidos em estudo, os valores
das duas constantes foram diferentes. Aparentemente, nas nossas condi¢des experimentais, ndo
foi encontrada correlag@o entre o abaixamento do pH intracelular e o estimulo da morte celular
induzida pelos dcidos acético e pentandico, em condig¢des isotérmicas, na gama de temperaturas
de 15; 20e25°C.

5.4 - Discussao

Neste capitulo como nos propusemos elucidar a relagdo existente entre a morte celular
€ a concentracgdo intracelular de protdes fomos simular tanto quanto possivel, as condigdes
experimentais de determinagdo da morte celular. Para calcular a perda da viabilidade celular, as
células apds submetidas a acgdo dos dcidos eram semeadas a superficie de placas de Petri
contendo um meio de cultura apropriado. Apés incubacdo procedia-se & contagem das colénias
que nelas se desenvolviam. Também, os valores experimentais estimados para o pH
intracelular, foram obtidos em células, que apés contacto com os téxicos, foram lavadas e
ressuspensas em meio fresco com glucose e sem dcido e sé depois incubadas com o dcido
propidnico radioactivo. Assim, os valores experimentais obtidos para o pH intracelular devem
ser considerados como valores relativos, resultantes da capacidade de recuperacdo pelas células,
da acidez intracelular induzida pelos dcidos.

Os resultados obtidos mostraram uma diminuig¢do do pH intracelular e um aumento da
taxa especifica de morte, na presenca de dcido acético e pentandico. Resultados similares

utilizando a mesma metodologia experimental foram obtidos por Cardoso e Ledo (1992), em
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Saccharomyces cerevisiae 1GC 4072, na presenca de dcido acético, propidnico, butirico e
pentandico e por Quintas (1993) em Zygosaccharomyces bailit 1ISA 1307, na presenga de dcido
benzdico. O abaixamento foi semelhante ao constatado por Quintas (1993), menos dristico do
que o verificado por Cole e Keenan (1987) e mais acentuado do que o observado por Warth
(1988), em estirpes de Z. bailii. Estas discrepincias podem ser devidas, ao facto, destes autores
terem submetido as amostras para determina¢do do pHj, a um processo de concentragio celular
por centrifugacio. As alteracdes fisiolégicas ocorridas durante a centrifugagdo poderdo induzir
modifica¢cdes no pHipg. tal como foi postulado por Quintas (1993) nos casos em que as
amostras de células de Z. bailii eram centrifugadas. Por outro lado, a técnica de determinagio
do pHine utilizada por Warth (1988) poderd ter sido a principal responsdvel pelos resultados
obtidos. O rebentamento das células por congelamento em azoto liquido, seguido de
descongelamento pode provocar o tamponamento da suspensdo devido as membranas celulares
fragmentadas, ao contetido citoplasmatico libertado e ao fluido intersticial e por consequéncia
obtencdo de valores de pH mais elevados (Kotyk, 1989). Alteragdes de potencial de Donnan,
quando se utiliza este método, podem também reflectir-se nas medi¢des do pHin (Borst -
Pauwels, 1981).

Adicionalmente, verificou-se que a concentragdo intracelular de protdes e a taxa
especifica de morte, em condigdes isotérmicas, foram uma func@o exponencial da concentragio
extracelular de dcido. Quando comparamos os valores das constantes exponenciais de
estimulacdo da acidifica¢io intracelular estimadas a partir da equagdo 3.9, com os das
constantes exponenciais de estimula¢io da morte observou-se que diferem significativamente
entre si. Assim, aparentemente nio foi verificada correlagio entre o abaixamento do pHjy e 0
estimulo da morte induzidos por concentragcdes crescentes de dcido no meio extracelular. Este
comportamento ¢ distinto do que se verificou em S. cerevisiae 4072 (Cardoso e Ledo, 1992),
em que, em condi¢des isotérmicas, existe uma relagdo linear entre o abaixamento relativo do pH
intracelular e o aumento relativo da taxa especifica de estimulagdo da morte celular, induzida por
dcidos monocarboxilicos fracos e pelo etanol. Deste modo, enquanto em S. cerevisiae os dados
experimentais sugerem a acidificagdo intracelular como mecanismos subjacentes a morte celular
de baixa entalpia induzida pelos dcidos a temperaturas baixas e intermédias, 0 mesmo parece
ndo ocorrer em Z. bailii. Além disso, os resultados reforcam as evidéncias experimentais dos
capitulos anteriores que sugeriam a nio ocorréncia de morte celular de baixa entalpia em Z.
bailii, pelo menos na gama de temperaturas entre 25 e 15° C. Nesta gama de temperaturas os
dcidos induziram essencialmente estimulo da morte térmica de alta entalpia que aparentemente

ndo estd correlacionada com a acidificagdo intracelular.
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CAPITULO 6

EFEITOS DE ACIDOS FRACOS E DO ETANOL NA RESPIRACAO E
NA FERMENTACAQO DA GLUCOSE EM Zygosaccharomyces bailii IS A
1307.

6.1 - Introducao

Na sequéncia do referido no capitulo anterior, o etanol produto resultante da actividade
fermentativa de leveduras, ¢ os dcidos orgdnicos podem induzir efeitos negativos complexos e,
em certas condigdes, letais sobre as leveduras. De acordo com os objectivos definidos para o
presente trabalho da tese, os estudos prosseguiram no sentido de elucidar os efeitos do etanol e
dcidos fracos na taxa de respiragdo e de fermentacdo de Zvgosaccharomyces bailii
comparativamente com Saccharomyces cerevisiae.

Neste capitulo, apresentamos resultados experimentais que mostram como o etanol e
os dcidos acético e sorbico afectaram a taxa especifica de respiragdo/fermentacdo da glucose da
levedura Z. bailii ISA 1307, a diferentes valores de pH. Foram ainda avaliados os efeitos
combinados do etanol e do dcido acético ou sdrbico na taxa especifica de respiragao/fermentacdo
da glucose, em fungdo do pH.

Para facilitar a compreensdo dos resultados obtidos far-se-d uma breve revisdo
bibliogrdfica de alguns conceitos bdsicos sobre fermentacdo e respiracdo da glucose em
leveduras.

6.1.1 - Fermentacao e respiracdo da glucose em leveduras. Conceitos

basicos

Os hidratos de carbono constituem a principal fonte de carbono e energia utilizada
pelos microrganismos quimioheterotréficos.

De todos os hidratos de carbono, a glucose é sem divida o substrato favorito da
maioria das leveduras, representando o ponto de partida das principais vias do catabolismo
celular. Nestes organismos a glucose, apés fosforilagio a glucose - 6 - fosfato, é regra geral
metabolizada a piruvato através da via de Embden - Meyerhof - Parnas. A forma como cada
agucar € metabolizado até originar glucose-fosfato ou um intermedidrio desta via, e desse modo
nela entrar, é muito variada. Por outro lado, o destino metabélico do piruvato depende da
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espécie e estado fisiolégico da levedura que o estd a utilizar e de factores fisicos-quimicos do
meio ambiente (Gancedo e Serrano, 1989; Kiippeli, 1986).

No caso da D - glucose, D - frutose e manose, € em Saccharomyces cerevisiae uma
vez no interior da célula estes trés aglcares sdo fosforilados pela acgdo de trés enzimas. A
hexocinase A ou PI e B ou PII, que fosforilam os trés agtcares, e a glucocinase, que apenas
actua em D - glucose ou D - manose (Barnett, 1976; Gancedo e Serrano, 1989). A hexocinase
A, contrariamente A hexocinase B, utiliza preferencialmente a frutose. A D - galactose
extracelular, ou origindria da hidrélise intracelular da lactose entra na via glicélitica de uma
forma mais complexa denominada via de Leloir (Larpent, 1991). Para o caso particular de S.
cerevisiae este processo envolve a ac¢do de trés enzimas (induzidas pela D - galactose) que dao
origem a glucose - 1 - fosfato, que por sua vez serd transformada em glucose - 6 - fosfato pela
ac¢do de uma fosfoglucomutase (Sierkstra et al., 1993).

Tal como foi referido a via de Embden - Meyerhof - Parnas (EMP), € uma das
principais vias do catabolismo da glucose em leveduras. Este processo, consiste numa
sequéncia de reacgdes enzimdticas coordenadas que convertem a glucose - 6 - fosfato em
piruvato, com a concomitante produgdo de ATP.

Conforme esquematizado na figura 6.1 numa primeira etapa da glicélise a glucose - 6 -
fosfato € convertida no isémero frutose - 6 - fosfato, pela acgdo da enzima isomerase da fosfo-
-glucose. A frutose - 6 - fosfato € fosforilada em frutose -1,6 - bifosfato pela ac¢io da enzima

fosfofrutocinase, com a consequente utilizacdo de uma molécula de ATP.

A cisdo da frutose - 1,6 - bifosfato em duas moléculas de triose fosfato, o gliceraldeido
- 3 - fosfato e a di-hidroxiacetonafosfato, € catalisada pela aldolase. Esta reaccio € reversivel e
as duas triose fosfato sdo interconvertiveis, originando assim, duas moléculas de gliceraldeido -
3 - fosfato, a partir de uma molécula de frutose - 1,6 - bifosfato, pela ac¢io sequencial das
enzimas aldolase e isomerase da triose fosfato.

A desidrogenase do gliceraldeido - 3 - fosfato catalisa a reac¢do que converte o
gliceraldeido - 3 - fosfato em 1,3 - difosfoglicerato, um composto com uma ligagdo fosfato de
elevado potencial energético. Esta energia, € entdo, transferida para o ADP, pela cinase do
fosfoglicerato originando-se 3 - fosfoglicerato e ATP por um mecanismo de fosforilagdo ao
nivel do substrato. O 3 -fosfoglicerato é convertido em 2 - fosfoglicerato pela mutase do
fosfoglicerato. De seguida, é hidrolisado, com a intervengdo da enolase, formando-se
fosfoenolpiruvato, outro composto com elevado potencial energético na ligagdo fosfato. A
transferéncia da ligagdo éster fosférica do fosfoenolpiruvato ao ADP pela enzima cinase do
piruvato, conduz a sintese de ATP e piruvato. O balango total do processo € o seguinte:

glucose + 2ATP + 2NAD + 2P; —> 2 piruvato + 2 NADHy +4 ATP
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Fig. 6.1 - A via glicolitica (adaptado de Larpent, 1991)

As enzimas indicadas pelos nimeros sio as seguintes:

1) Hexocinase; 2) Isomerase da fosfo-glucose; 3) Fosfofrutocinase; 4) Aldolase; 5) Isomerase da
triose fosfato; 6) Desidrogenase do gliceraldeido - 3 - fosfato; 7) Cinase do fosfoglicerato; 8)

Fosfogliceratomutase; 9) Enolase; 10) Cinase do piruvato.
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O piruvato dependendo da espécie de levedura e das condi¢tes de crescimento, pode
entdo seguir duas vias metabdlicas, nomeadamente, a via fermentativa ou respiratdria.

No processo fermentativo, o piruvato € descarboxilado, originando acetaldeido e CO;
através da descarboxilase do piruvato que tem por coenzima a tiamina fosfato. O acetaldeido é
depois reduzido a etanol pela ac¢io da desidrogenase alcodlica, com a concomitante oxidagio
do coenzima NADH, formado na oxidagido do gliceraldeido - 3 - fosfato a 1,3 -

bifosfoglicerato.
Em aerobiose, o piruvato € oxidado ao nivel de ciclo de Krebs (TCA).

A via das hexoses monofosfato também conhecida por via das pentoses fosfato ocorre
em leveduras e constitui uma via alternativa de degradacgiio da glucose (Lenhinger, 1977; Stanier
et al., 1986; Gancedo e Serrano, 1989; Bruinemberg et al., 1986-a e b; Larpent, 1991) (Fig.
6.2). Esta via fornece as pentoses fosfato, principalmente a ribose - 5 - fosfato, necessdrias a
sintese de RNA e DNA, além de NADPH, que € uma coenzima indispensdvel para muitas
enzimas do metabolismo, sobretudo as de sintese de esterdis e de 4cidos gordos. E composta
por duas fases essenciais: uma oxidativa, irreversivel e outra ndo oxidativa e reversivel. Na
parte oxidativa a glucose - 6 - fosfato € desidrogenada pela desidrogenase da glucose - 6 -
fosfato a 6 - fosfogluconolactona, os electrdes sdo transferidos para o NADP. A 6 -
fosfogluconolactona, € entdo, transformada em 6 - fosfogluconato, podendo esta hidrélise ser
espontdnea ou catalisada pela enzima 6 - fosfogluconolactonase. A desidrogenase do 6 -
fosfogluconato catalisa a descarboxilagio oxidativa do 6 - fosfogluconato a ribulose - 5 -
fosfato.

O processo reversivel implica a interconversdo das pentoses fosfato em hexoses
fosfato e trioses fosfato. Esta fase € catalisada pelas enzimas: isomerase da ribose - 5 - fosfato,
ribulose - 5 - fosfato - 3 epimerase, transcetolase e transaldolase.

Convém no entanto salientar, que as pentoses fosfato formadas na primeira fase, nem
sempre sofrem as restantes transformacdes, podendo ser desviadas para sintese de
nucledtideos. Assim, se as necessidades metabdlicas da célula microbiana em pentoses fosfato
sdo superiores as de NADPH, as trancetolases ¢ as transaldolases desviam o gliceraldeido - 3 -
fosfato e a frutose - 6 - fosfato da via glicolitica convertendo-os em ribose - 5 - fosfato. No
entanto, geralmente, em leveduras, as exigéncias em NADPH sio superiores as necessidades
em pentoses fosfato, o excesso nestas moléculas é transformado em gliceraldeido - 3 - fosfato e
frutose - 6 - fosfato que sdo entdo metabolizados via glicélise a piruvato (Gancedo e Serrano,
1989; Larpent, 1991).
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Fig. 6.2 - Ciclo das pentoses fosfato e entrada da xilose nesse ciclo (adaptado de Stanier et al.,1986; Schlegel,

1986; Larpent, 1991). A via das pentoses fosfato esta ligada a glicdlise pela glucose - 6 - fosfato, pela
frutose - 6 - fosfato e pelo gliceraldeido - 3 - fosfato.

As enzimas intervenientes no processo o as seguintes:

1) Desidrogenase da glucose - 6 - fosfato; 2) 6 - Fosfogluconolactonase; 3) Desidrogenase do 6 -
fosfogluconato; 4) Isomerase da ribose - 5 - fosfato; 5) Ribulose - 5 - fosfato - 3 - epimerase; 6)
Trancetolase; 7) Transaldolase; 8) Redutase NADPH dependente; 9) Desidrogenase do xilitol NAP
dependente; 10) Xilulosecinase.
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Os pares redox NADPH/NADP+ ¢ NADH/NAD™ desempenham papéis centrais e
distintos no metabolismo das leveduras. O primeiro autor afirma que a oxidagdo do NADPH
aparentemente pode estimular a via das pentoses fosfato (Gong, 1983), enquanto, o NADH
actua sobre a desidrogenase do gliceraldeido - 3 - fosfato, inibindo-a, reduzindo o fluxo da

glicélise e consequentemente a concentragdo intracelular de piruvato (van Dijken e Scheffers,
1986).

A percentagem de contribuicdo relativa da via das pentoses fosfato e da via glicolitica
para a formacdo de piruvato, nas leveduras, varia de levedura para levedura, em particular com
as condi¢des de cultura, com a fonte de carbono e azoto utilizadas no crescimento e com a
metodologia usada no estudo (Bruinemberg ez al ., 1986-a e b).

Em células de Saccharomyces cerevisiae crescidas em glucose a contribui¢do desta via
no metabolismo da glucose varia de autor para autor sendo de 2% para Gancedo e Lagunas
(1973), de 8% para Bruinemberg et al. (1986-a) e de 34% para Millar et al. (1982). Para
Rhodotorula toruloides sio referidos valores que oscilam entre 20% (Hoffer, 1968), 80%
(Evans Ratledge, 1984) e 11% (Bruinemberg et al ., 1986-b). Blumenthal (1968) indica que em
Candida utilis, estes valores estio compreendidos entre 4 e 50%. Apesar desta diversidade, a
andlise global dos resultados, permite-nos sugerir que em espécies de Rhodotorula e Candida a

via da HPM € mais activa do que em leveduras do género Saccharomyces.

A aptiddo das vdrias espécies de leveduras para fermentar e respirar hidratos de
carbono, bem como a sua resisténcia a presenga de elevadas concentragdes de acticar e de O2
sdo varidveis. Na tabela 6.1 apresentamos uma classificagdo sumdria das leveduras de acordo
com a percentagem de participagdo da fermentagdo e respiragdo da glucose em condi¢des de
aerobiose ou anaerobiose.
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Tabela 6.1

Classificagdo das leveduras segundo vdrios autores de acordo com as suas capacidades
fermentativa e respiratdria de glucose em condigdes de aerobiose € anaerobiose.

“

' ‘Bamett (1976). Gancedo e Serrano (1989)

Classe Exemplo
“Aerdbias obrigatdrias Torulopsis candida
(100% Respiraciio) Rhodotorula glutinis

Pichia vini
etc.

Anaerdbias facultativas
— Fermentativas Saccharoniyces cerevisiae
(=2 a 90% Fermentagio) Saccharomyces uvarum
Saccharomyces carisbergensis

— Respiratorias Pichia sp
(< 30% Fermentacio) Hansenula anomala
Kluyveromyces sp
_ Candida sp

van Dijken e Scheffers (1986)

Classe Exemplo
Nio Fermentativas Rhodotorula rubra
(100% Respiragiio)
Fermentativas
— Obrigatdrias Candida pintolopesii
(100% Fermentagio)
— Facultativas
Crabtree positivas Saccharomyces cerevisiae
Crabtree negativas Candida utilis

Pachysolen tannophilus
Pichia stipins
Candida shehatae

Fietcher e Seghezzi (1992)

Classe Exemplo
Respiratdrias ou insensiveis Trichosporum cutaneum
a glucose (100% Respiragao)

Sensiveis ao O2 ou de sensibilidade intermédia Candida tropicalis
(formacio anaerdbia de etanol)

Sensiveis a glucose (formagiio aercbia
de etanol para concentragdes elevadas
de glucose)

Saccharomyces cerevisiae
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6.2 - Material e Métodos
6.2.1 - Microrganismo

O microrganismo utilizado nas experiéncias apresentadas neste capitulo, foi a estirpe
ISA 1307 da levedura Zygosaccharomyces bailii.

6.2.2 - Medicdo das taxas de respiracdo e fermentacdo em
Zygosaccharomyces bailii, mediante a utilizacdo da técnica
manométrica (Aparelho de Warburg)

6.2.2.1 - Técnicas manométricas — Principios bdsicos

O aparelho de Warburg, também conhecido por respirémetro a volume constante,
utiliza técnicas manométricas baseadas nas leis dos gases perfeitos para medir as trocas gasosas

que geralmente ocorrem entre os sistemas bioldgicos e o meio ambiente.

Apesar de existirem trés técnicas manométricas bdsicas (Willians e Wilson, 1981),
nomeadamente a manométrica a volume constante, a manométrica a pressao constante e a
manométrica a diferencial, a primeira é a mais utilizada. Nesta técnica o gds no frasco
experimental € mantido a temperatura e volume constante sendo as variagdes na quantidade de
gds medidas pelas varia¢des de pressdo. Nas nossas experiéncias utilizamos o aparelho
Warburg—Apparat, Modelos VL 166, da B. Braun equipado com 14 manémetros e respectivos
baldes de ensaio (Fig.6.3).

Este aparelho consta essencialmente, de frascos experimentais de 17ml de capacidade,
com um brago lateral ligados a um manémetro. Cada um destes frascos de ensaio encontra-se
munido de um pogo central, destinado a absor¢do de gases. Assim, nas experiéncias de
respiragdo em que hd produgdo simultdnea de O, e CO, para se remover este dltimo gds coloca-
se no po¢o central uma solucdo concentrada de KOH (20%) embebida num pequeno leque de
papel de filtro (destinado a aumentar a superficie de exposi¢io). O COy produzido reage com
KOH formando CO3K3, pelo que, as variacdes de volume correspondem apenas a produgdo de
0,. Os frascos sdo imersos num banho termostatizado de volume constante € com agitagdo
mecanica de modo a manter uma troca constante e homogénea de gés entre a fase liquida e a
fase gasosa.

O manémetro de Warburg € constituido por um tubo graduado, em forma de U, sendo
uma das extremidades do tubo aberta, estando assim em contacto com o ar. O outro brago
encontra-se ligado ao frasco experimental através de uma juncio de vidro esmerilado lubrificada
com silicone. Na base do tubo encontra-se um reservatério de borracha (R) contendo um fluido

manométrico de densidade conhecida e com baixa tensdo superficial (o liquido de Brodie).
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Dado que. o volume de gds no sistema frasco/mandmetro e a temperatura do banho se
mantém constantes, quando varia a quantidade de gds contida no frasco e no braco do
manémetro, varia a pressao exercida sobre o liquido, de acordo com a lei dos gases perfeitos.
Deste modo, o liquido de Brodie sobe ou desce no brago aberto do mandmetro, conforme a
variagio de pressdo corresponde a produgdo ou consumo de gis.

Fig 6.3 - Aparelho de Warburg utilizado nas experiéncias de medigdo da taxa de respiragio/fermentagio em

células de Z. builii (adaptado de Corte-Real. 1990).

A) Aparelho de Warburg: 1) cabega para controlo da temperatura; 2) termometro de controlo; 3)
serpentinas de aquecimento e de arrefecimento; 4) banho: 5) manometro; 6) frasco experimental; 7)

volante giratorio para acesso aos diferentes manometros.

B) Manometro e frasco experimental: 1) torneira de abertura do mandmetro: 2 ¢ 3) zonas esmeriladas

para adaptacio do manémetro ao frasco; 4) pogo central: 5) brago lateral; 6) tampa do frasco com

ventilo.
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6.2.2.2 - Medicdo das taxas especificas de respiracdo e de fermentacdo

(Protocolo experimental)

As suspensdes de células usadas nestes estudos foram preparadas do modo que

passamos a descrever.

As células de Zygosaccharomyces bailii 1307, foram crescidas a 28° C com agitacdo
mecanica numa incubadora orbital Gallenkamp, em 100 ml de meio MGV com 2% (p/v) de
glucose, contido em baldes Erlenmeyer de 250 mi.

A cultura a meio da fase exponencial de crescimento (DO 640 nm cerca de 0,4) foi
centrifugada para a remog¢ao de células, a 10.000 rotagdes por minuto, a temperatura ambiente
durante 10 minutos. O sedimento foi lavado duas vezes por ressuspensdo em KHp PO4 0,1 M a
diferentes valores de pH (3,5; 4,5 e 5,5), consoante o pH a que pretendiamos efectuar os
ensaios experimentais, € centrifugado nas mesmas condig¢des. De seguida, as células foram
ressuspensas num volume de tampado (KHy POy4) 0,1M ao pH de ensaio, de modo a assegurar

uma D.O. final compreendida entre 1,6 e 2,0 aproximadamente.

O protocolo experimental para medi¢cdo das taxas de respira¢do ou de fermentacio
consistiu basicamente nas seguintes etapas:

» Distribuigdo da suspensdo de cé€lulas e dos reagentes, nos frascos experimentais de
acordo com a tabela 6.2. Adicionalmente, nas experiéncias de respirac¢io, no pogo central do
baldo de ensaio colocou-se 0,1 ml de KOH (20%p/v) sobre um pequeno leque de papel de
filtro.

» Fecho e ajuste de cada um dos frascos a0 manémetro correspondente, de tal forma a
que fiquem isolados do meio exterior.

¢ Colocagio do conjunto frasco - manémetro, num banho-maria & temperatura do
ensaio.

» Estabiliza¢iio da temperatura dos frascos, com agitagdo durante 10 minutos.

» Paragem da agitagdo e inversdo do contetido do brago lateral para o interior do
compartimento principal.
e Introdugio do frasco no banho e estabilizagdo da temperatura com agitagdo durante 5

minutos.

» Fecho sucessivo dos manémetros. Realiza¢do da primeira leitura correspondente ao
tempo zero, apés ajuste do nivel do liquido de Brodie & marca situada a meio da escala (15 mm)
0 brago do manémetro ligado ao frasco. Registar as variagdes do nivel do liquido (h) no brago
do manémetro que estd em contacto com o exterior.
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Tabela 6.2

Esquema da distribui¢do das solugdes nos frascos de Warburg utilizadas nas experi€ncias da

respiragdo e da fermentacdo.

dcido sdrbico e etanol

Volume total = 1.0

Compartimento principal Brago lateral
Frascos Suspensdode 1) Tampao?) Acidoe/ou  Glucose 0.6M Tampao?)  Acido efou
experimentais células (ml) etanol (ml) (ml) (ml) etanol
Termobardmetro — 3.0 — — — —
Fermentagio 2.5 — - = 0,5 —
enddgena
Fermentacio da 2.5 — — 0,06 0,44 —
glucose
Fermentacio da 2,5 — — 0,06 Tampéo + etanol na con-
glucose na pre- centragio desejada. Volu-
senga de etanol me total = 0,44
Fermentacdo da 2.5 — — 0,06 Tampaio + dcido acético
glucose na presenga na conceniragio desejada
de 4cido acético Volume total = 0,44
Fermentagio da 1,5 Tampiio + dcido sorbico 0,06 0,44 —
glucose na presenga na concentragiio desejada.
de 4cido sorbico Volume total = 1,0
Fermentacio da glu- 2,0 Tampio + dcido acético 0.06 Tampiio + etanol na con-
cose na presenca de na concentragio desejada. centragfio desejada.
dcido acético e etanol Volume total = 0,5 Volume total = 0,44
Fermentagdo da glu- 1.5 Tampao + dcido sérbico 0,06 Tampdo + etanol na con-
cose na presenga de na concentragdo desejada. centragiio desejada.

Volume total = 0,44

1) Suspensdo de células em KHp PO4 0,1M, ao pH de ensaio (3,5, 4,5 e 5,5).
2) Tampao KH2 PO4 0,1M, ao pH de ensaio (3.5, 4.5 e 5,3).

Nota: Apesar de termos utilizado um volume de células diferente nos vérios ensaios, o volume de tampdo utilizado

na ressuspensiio das células foi de modo a que o peso seco em todas as experiéncias fosse idéntico.

Nas experiéncias de respiragdo, no pogo central do baldo de ensaio colocou-se 0,1 ml de KOH (20%, p/v)

sob um leque de papel de filtro.
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* De 10 em 10 minutos e durante o periodo de tempo de ensaio, paragem da agitagiio e
a realizagdo de novas leituras de acordo com descrito no ponto anterior.

Nota: O pH da mistura reacional, foi ajustado aos valores de pH a que se pretendia
conduzir as experiéncias, com uma solugdo de Na OH ou de HCl.

6.2.2.3 - Determina¢io da biomassa

A determinagdo do peso seco presente em cada ensaio foi feita de acordo com o
descrito no Apéndice II.

6.2.2.4 - Controlos experimentais

Nesta técnica € necessdrio proceder a trés controlos muito importantes.

Termobarometro

O termobardmetro consiste num conjunto manometro-frasco que contém unicamente
um volume total de tampdo idéntico aos restantes frascos experimentais. Este destina-se a
registar as variagdes ambientais (pressdo atmosférica e temperatura do banho) que podem
conduzir a possiveis erros. Dado que, um dos bragos do mandmetro estd em contacto directo
com o meio ambiente, uma pequena varia¢do de pressdo atmosférica ou de temperatura durante
o periodo em que decorre a experiéncia (60 a 90 minutos), pode afectar o valor da altura (h) em
alguns milimetros.

Metabolismo endigeno

Em todos os ensaios utilizou-se um frasco experimental para avaliar, nas mesmas
condi¢es experimentais, mas na auséncia de substrato fermentescivel ou respirdvel, a
capacidade das células de executar uma fermentagdo ou respiragao residual a partir das suas
reservas intracelulares - fermentag¢do ou respiragdo endégena. Para estudar o metabolismo
endégeno, utilizou-se volume de suspensdo de células idéntico ao utilizado nos outros frascos
experimentais, ao qual se adicionou 0,5 ml de tampdo KHy PO4 0,1M ao pH de ensaio, para
prefazer um volume final de 3ml.

Proporcionalidade entre a concentragio da suspensido de células e o consumo de 03

ou produgio de CO2

Tendo como objectivo seleccionar uma concentracdo de células adequada as nossas
condi¢des experimentais (concentracdo de células, agitacdo e temperatura) fomos verificar a
proporcionalidade existente entre a concentracdo de células e o consumo de Oz ou a produgio
de CO; Este controlo experimental é necessdrio para se determinar correctamente a taxa
especifica de respira¢do/fermentacio, porque quando a concentragfio da suspensdo de células é
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muito elevada ou a agitacdo € pouco eficiente, o Op, por exemplo, pode tornar-se factor
limitante.
6.2.2.5 - Cdlculo das taxas especificas de respiracdo e de fermentagdo
As leituras da variacfio de h (mm) do liquido manométrico permitem-nos determinar a

quantidade de O consumido por unidade de biomassa e por unidade de tempo - taxa especifica
de respiracdo, mediante a utilizagio da seguinte equacdo (Umbreit et al., 1964):

Q=hK (6.1)
em que:

h = diferenga de nivel, em milimetros, observada no ramo aberto do manémetro no

intervalo de tempo t.

K = "Constante do frasco" que integra todos os factores termodinidmicos envolvidos
no processo, o valor desta constante € dado pela seguinte expressdo (Umbreit et al., 1964):

Vg. 2_%?1 V. o

K= B (6.2)

em que:

Vg = Volume da fase gasosa, no frasco experimental € no mandmetro contiguo, até ao

ponto de referéncia do liquido de Brodie (1). @
Vf = Volume do liquido total contido no frasco de ensaio ().

T = Temperatura absoluta do banho (°K).

o = Coeficiente de solubilidade do gds, expresso em ml gds/ml de liquido, a
temperatura de ensaio (2) e & pressdo de 760 mm Hg (ver Umbreit et al., 1964).2)

P, = Pressdo padrao do ensaio, correspondente ao valor da pressdo atmosférica em
milimetros de mercirio (densidade = 13,6) corrigida para milimetros de fluido de Brodie
(densidade = 1,033). O seu valor obtem-se utilizando a equagdo (Umbreit er al., 1964):

Po =760 % = 10 000 mm de liquido de Brodie (6.3)

) 1) Vg ¢é calculado através do conhecimento. por calibragdo do volume total contido em cada

mandémetro e no frasco que se lhe encontra ligado, subtraindo o valor de Vf.

2) 0. CO2 a 18° C= 0949 e a 25° C = 0,759
@07 a 18° C = 0,0325 e a 25° C = 0,0285
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As unidades de K vém expressas em pl/mm, e de acordo com a equacgio (6.1) a
quantidade de gds Q vem expressa em [Ll.

Os valores de Q obtidos nos frascos manométricos, depois de corrigidos pelos obtidos
no termobarémetro € na fermentacdo enddgena sdo expressos por unidade de biomassa, e
representados graficamente em fungdo do tempo. O valor do declive da recta assim obtido,
corresponde 2 taxa especifica de respiragio ou de fermentacfo expressas, respectivamente, em
(l O2 mg peso seco-! min~! e em pl CO2 mg peso seco™! min-1.

6.3 - Resultados

6.3.1 - Determinacdo da taxa especifica de respiracdo da glucose em
funcao do pH

Numa primeira série de experiéncias e conforme referido na sec¢do 6.2 células
provenientes de uma cultura em meio liquido com 2% (p/v) de glucose e em fase exponencial de
crescimento, lavadas e ressuspensas em tampdo fosfato 0,1M, pH 3,5, 4,5 € 5,5 foram
utilizadas para determinagdo da taxa especifica de respiracio da glucose. Para tal, acompanhou-
se o consumo de O3 ao longo do tempo.

Na figura 6.4 apresentamos os resultados destas experiéncias. Como mostra a figura o
consumo de O3 variou linearmente com o tempo. Os valores das taxas especificas de respiragio
a diferentes valores de pH obtidos a partir do coeficiente angular de cada uma das rectas
experimentais da figura 6.4, expressos em [l Oy / min/mg peso seco, encontram-se sumariados
na tabela 6.3.

Tabela. 6.3
Valores das taxas especificas de respirago, em Z. bailli, a 26° C, a diferentes valores de pH.

pH Taxa especifica de respiragio
ul O/min/mg peso seco

3 10,10

4,5 10,10

5,3 9,50
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Fig. 6.4 - Variagiio do consumo de O2 com o tempo, em Z. hailii ISA 1307 na auséncia de deidos ¢ de

etanol, a 26° C. Os ndmeros indicam os valores de pH extracelular.

6.3.2 - Efeitos do etanol na respiracdo da glucose

Para estudar o efeito do etanol na respiracdo da glucose na levedura
Zygosaccharomyces bailii, determinaram-se os valores das respectivas taxas de respiragdo na
presenca de diferentes concentracdes de etanol, em células provenientes de culturas num meio
com glucose. A figura 6.5 apresenta resultados tipicos destas experiéncias, mostrando o
aumento linear do consumo de O com o tempo. A partir dos declives das rectas experimentais
foram obtidas estimativas da taxa especifica de respiracgilo as diferentes concentragdes de etanol
ensaiadas.

Os resultados indicaram, que o etanol provocou uma reduciio na taxa especifica de
respiracdo, acentuando-se o efeito com o aumento da concentragdo do dlcool no meio de
suspensdo de células.

Os valores das taxas especificas de respiracdo expressos em valor relativo (% do valor
obtido na auséncia de etanol) encontram-se representados em grifico semilogaritmico, em
fun¢do da concentragdo do dlcool, na figura 6.6. A partir destes graficos estimaram-se os
valores da concentragdo de etanol & qual se observou 50% de redugiio na respiragdo e da
Concentragdio abaixo da qual, aparentemente ndo foram mensurdveis os possiveis efeitos
negativos do etanol na respiracdo bem como da constante exponencial de inibigéio da respiragdo
da glucose pelo etanol. Os valores obtidos encontram-se na tabela 6.4.
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fungdo da concentragdo de etanol, apH 4.,5.

~114 -




Tabela. 6.4

Estimativas dos parimetros de inibi¢do da respiragio da glucose pelo eta-

nol, em Z. bailii, 26°C, pH 4.5.

l 1) e 1
Xmin ¥ XS{}% ki :
(M) (M) (L/mol)
142 1,86 0,39
Ly ¥ paie = Concentraciio de etanol minima de inibigio: X 509 " Concentragio de etanol correspondente a

50% de inibi¢fo:; ki - Constante exponencial de inibigio

6.3.3 - Efeitos dos dcidos acético e sirbico na respiragido da glucose

em func¢do do pH extracelular na auséncia e presenca de etanol

Numa primeira série de experiéncias procuramos determinar os efeitos dos dcidos
acético e sdrbico na respiragdo da glucose, em células provenientes de culturas em meio com
glucose. Para tal, procedeu-se & avaliagio do consumo do oxigénio ao longo do tempo na
presenca de diferentes concentragdes de dcido e a diferentes valores de pH. Adicionalmente e de
um modo andlogo avaliaram-se os efeitos de cada um dos dcidos na presenca de etanol.

Resultados representativos destas experiéncias encontram-se na figura 6.7,

De acordo com estes dados e em todas as condi¢des experimentais testadas observou-
se que o consumo de oxigénio era uma fungdo linear do tempo e que a presenga de dcido com
ou sem etanol no meio extracelular induzia um decréscimo no consumo de O7 acentuando-se o
efeito com a concentragio de dcido e/ou etanol.

A partir do declive das representagdes lineares do tipo dos apresentados na figura 6.7
obtiveram-se estimativas das taxas especificas de respiragiio da glucose nas diferentes condigdes
experimentais referidas.

Estes valores expressos em percentagem relativa do valor obtido na auséncia de dcido
e/ou etanol (0%), foram por sua vez representados em grafico semilogaritmico em funcio da
concentragdo de dcido na presenca e auséncia de etanol. Estes resultados encontram-se
representados na figura 6.8.
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A) dcido acético na auséncia de etanol.
B) dcido acético na presenca de 5% (v/v) etanol.
C) dcido acético na presenga de 10% (v/v) etanol.
D) dcido sérbico na auséncia de etanol.
E) dcido sdrbico na presenca de 5% (v/v) etanol.
F) dcido sérbico na presenca de 10% (v/v) etanol.
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Fig. 6.8 - Dependéncia da taxa especifica de respiragio da glucose (em %) em fungio da concentragio de Acido
acético ou sérbico. Os mimeros indicam os valores de pH experimentais.
A) icido acético na auséncia de etanol.
B) dcido acético na presenga de 5% (v/v) ctanol.
C) dcido acético na presenca de 10% (v/v) etanol.
D) dcido sorbico na auséncia de etanol.

E) dcido sérbico na presenca de 5% (v/v) etanol.

F) dcido sorbico na presenca de 10% (v/v) etanol.
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Para todas as situagdes experimentais testadas observou-se uma relagéo linear entre os
logaritmos naturais da taxa especifica de respira¢do da glucose e a concentragio extracelular de
dcido indicando que a inibi¢do pelos dcidos na auséncia ou presenca de etanol, para
concentragdes superiores a uma concentra¢do minima, obedeceu a uma cinética exponencial. Os
valores das constantes exponenciais de inibig¢do da respiragdo (ki) para cada valor de pH
experimental, calculados a partir do declive das rectas experimentais, encontram-se
representados na tabela 6.5. Adicionalmente nesta tabela, apresentam-se os valores das
concentracdes minimas inibitérias (Xmin), bem como os valores das concentragdes para as
quais se observa 50% de inibigdo (Xs50g,), aos diferentes valores de pH experimentais.

Os valores obtidos para as constantes exponenciais de inibi¢do da respira¢do pelo
dcido total aumentaram a medida que o pH decresceu, sugerindo que muito provavelmente a
forma nio dissociada do dcido estd envolvida no processo inibitério. No entanto, esses valores
quando expressos em concentracdo de dcido na forma ndo dissociada variaram de uma forma
inversa, isto €, aumentaram quando o pH variou de 3,5 a 5,5. Isto leva-nos a postular que, para
além da concentragdo do dcido nilo dissociado, outros factores estardo subjacentes a acgido
toxica do dcido, na respiracio (Tab. 6.5).

Adicionalmente, a comparacdo do efeito inibidor do 4cido acético com o do dcido
sérbico nas taxas especificas de respiragdo da glucose, parece indicar que o mecanismo de
inibicdo estd dependente da lipossolubilidade do dcido. Com efeito, os valores das
concentracdes de dcido necessdrios para provocar uma diminui¢fio de 50% no valor da taxa
especifica de respira¢do diminuiram com o aumento do coeficiente de reparti¢do lipido tampdo

do 4cido.

Por outro lado, na figura 6.9 estio representados sob a forma de gréficos
semilogaritmicos os valores das constantes exponenciais de inibi¢cdo da respiragdo pelo dcido
acético ou sérbico, em fun¢io da concentracio de etanol (5 e 10%, v/v), a trés valores de pH
extracelular diferentes.

Os valores das constantes exponencias de estimulagdo pelo etanol dos efeitos

et

ost ) €stimados a partir do declive das rectas da figura 6.9 encontram-

inibidores dos dcidos (k

se na tabela 6.6. A andlise destes resultados sugere que os efeitos estimuladores do etanol
foram pouco intensos e independentes do pH extracelular.
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Tabela 6.5
Valores das concentragdes minimas inibitérias (Xmin), das concentracoes correspondentes a
50% de inibigdo (X50¢) e das constantes exponenciais de inibi¢fio da respiracdo (k;) pelo dcido
acético e sorbico, na auséncia e presenca de etanol, em Z. bailii, 26° C, a diferentes valores de
pH extracelular.
Respiragio
. ol Xmm(mM) XSO%(mM) ki (l/mol)
pH e ol Total*  ND* Total* ND*  Total* ND*
(%. v/v)
35 0 150,00 141,00 205,00 192,70 1101 11,70
5 120,00 113,70 150,00 141,00 12,50 13,30
10 10,00 940 60,00 56,40 13,80 14,40
4.5 Acético 0 180,00 116,20 235,00 151,60 9,10 12,50
5 140,00 90,36 170,00 109,10 9.80 13.30
10 45,00 29,05 75,00 48,40 10,50 16,20
5.5 0 300,00 45,00 440,00 66,00 5,90 37,30
5 270,00 40,50 330,00 49,50 6,20 40,20
10 200,00 30.00 285.00 42,70 7.10 46,30
3,5 0 1,50 1,40 6.80 6,40 113,72 12490
5 1,00 2,90 5,50 5,20 14240 150,00
10 0,00 0,00 4,50 4,30 163.45 172,43
4.5 Sérbico 0 3.80 2,40 10,40 6,70 84,10 130,50
5 3,20 2,70 9,70 6.30 103,5 160,22
10 1,00 0,60 7.90 5,10 131,06 202,70
0 8.00 1.20 22,80 3.50 40,80 263,92
35 & 8,00 1,20 16,00 2,50 48,70 325.6
10 3,00 1,10 14,00 2,20 58.00 417,60
* - Total - concentragiio de dcido total: ND - concentragiio de dcido na forma ndo dissociada.
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Fig. 6.9 - Efeito do etanol na constante exponencial de inibigiio da respiracio da glucose (ki) pelo dcido acético

(A) e sdrbico (B) em Z. bailii 1SA 1307, Os ndmeros indicam os valores de pH extracelular,

Tabela 6.6

et

' Valores das constantes exponenciais de estimulacio (kest "

) pelo etanol da inibi¢do da

respiracio da glucose pelo dcido acético e sérbico, a diferentes valores de pH.

Acido pH Kk s
(I/mol)
3,5 0,13
Acético 4,5 0,11
5.5 0,10
3,5 0,26
Sérbico 4.5 0,25
3, 0,23

6.3.4 - Determinacdo da taxa especifica de fermentac¢do da glucose em
funcdo do pH

As células de uma cultura em fase de crescimento exponencial ressuspensas em
tamp&o fosfato de potdssio 0,1M a pH 3,5; 4,5 e 5,5 utilizadas nas experiéncias de respiragao
foram também utilizadas em paralelo nas experiéncias de fermentagfo.
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A quantidade de CO7 produzida foi seguida ao longo do tempo. Os ensaios realizaram-
se 2 26° C. A figura 6.10 apresenta resultados tipicos das experiéncias de fermentagio,
mostrando que a produgdo de CO2 variou linearmente com o tempo. A partir do declive das
rectas experimentais foram obtidas estimativas dos valores das taxas especificas de fermentagio
da glucose, expressas em [l CO2 /min /mg peso seco (Tab. 6.7). Estes resultados sugerem que
A semelhanca do observado para o efeito do pH extracelular na taxa especifica de respiragdo, a

taxa especifica de fermentagfio ndlo variou significativamente com pH.

100

50

OCOz (ul)
\\,

I I I T ]
10 20 30 40 50 50

Tempo (min.)

Fig. 6.10 - Variagiio da produgio de CO2 com o tempo, em Z. bailii ISA 1307 na auséncia de dcidos e de

etanol. a 26° C. Os ndmeros indicam os valores de pH extracelular.

A andlise destes resultados em simultineo com os representados na figura 6.4 e tabela
6.3 permitiu estimar que em condi¢des de aerobiose em média, para os diferentes pH
experimentais, a fermentacgdo e a respiragdo contribuem respectivamente, em 75 e 25% para o
catabolismo da glucose (ver cdlculos no Anexo VI).

Tabela 6.7

Valores das taxas especificas de fermentagiio, em Z. bailii, a 26° C a diferentes valores de pH.

pH Taxa especifica de fermentagio
F il COy»/min/me peso seco

3,5 10,20

4,5 10,30
a3l 3,9 10,50
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6.3.5 - Efeitos do etanol na fermentacao da glucose

Para avaliar o efeito do etanol na fermentacdo da glucose na levedura
Zygosaccharomyces bailii 1SA 1307, a 26° C e a pH 4.5, determinaram-se os valores das taxas
especificas de fermentagdo na presenga de diferentes concentragdes de etanol, utilizando as

condi¢des experimentais descritas na secgio anterior.

Nestas condi¢Oes observou-se que a variagdo da produgido de CO2 com o tempo foi
linear (Fig. 6.11). Por outro lado, a andlise destes resultados indica que o etanol provocou uma
redugdo na taxa de fermentagdo. O efeito acentuou-se com a concentragio de dlcool no meio

extracelular.

10 10 k) rﬁl 50 70
Tempo (min)
Fig. 6.11 - Variaciio do produgiio de CO2 com o tempo, em Z. bailii ISA 1307, na presenga de etanol, a 26°

C. pH 4.5. Os nimeros indicam as concentra¢des de etanol [%. (v/v)] no meio extracelular.

Na figura 6.12 apresentam-se em grafico semilogaritmico os valores das taxas
especificas de fermentagdo da glucose obtidas para as diferentes concentragcdes de etanol
expressas em valor relativo (% do valor obtido na auséncia de etanol) em fungdo da
concentragdo de etanol.

De acordo com os resultados apresentados na figura 6.12, verifica-se que a variagdo
da taxa especifica de fermenta¢do em fun¢@o da concentragio de etanol no meio extracelular
obedece a uma cinética exponencial. A partir destes grdficos estimaram-se os valores das
concentragdes as quais se observou 50% de inibicdo da fermentagdo (Xs09) € das
concentragdes abaixo das quais ndo foram mensurdveis efeitos negativos do etanol na
fermentacdo (Xmin), bem como as constantes exponenciais de inibigdo da fermentagdo da
glucose pelo etanol (kj). Os resultados obtidos encontram-se na tabela 6.8.
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Fig. 6.12 - Grdfico semilogaritmico das taxas especificas de fermentacio da glucose de Z. bailii 1SA 1307,

em fun¢do da concentra¢do de etanol, a pH 4.5.

Tabela. 6.8

Estimativas dos parimetros de inibi¢do da fermentagdo da glucose pelo eta-

nol, em Z. bailii, 26°C, pH 4,5.

L X500," kD
M) M) (L/mol)
1,02 2,20 0.59

1) X mip - Concentragio de etanol minima de inibigao; X 50% Concentragiio de etanol correspondente a

50% de inibigdo: k; - Constante exponencial de inibigao

6.3.6 - Efeitos dos dcidos acético e sorbico na fermentacdo da glucose

em func¢do do pH extracelular na auséncia e presencga de etanol

Com o objectivo de estudar os efeitos dos dcidos acético e sorbico na fermentagio da
glucose na levedura Zygosaccharomyees bailii 1SA 1307, procedeu-se a avaliagdo da produgdo
de CO; ao longo do tempo na presenca dos referidos dcidos, a diferentes valores de pH de

acordo com a metodologia descrita nas secgdes anteriores. De uma forma andloga fomos avaliar
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os efeitos de cada um dos dcidos na presenca de etanol. A figura 6.13 apresenta resultados
experimentais exemplificativos destas experiéncias. A andlise desta figura indica que, para cada
um dos dcidos com ou sem etanol a produgdo de CO; variou linearmente com o tempo e que a
adico de dcidos e/ou etanol provocou uma diminui¢do da producido de COs. Este efeito
acentuou-se com o aumento da concentragdo do téxico na meio extracelular. A partir dos
declives das rectas da figura 6.13 estimaram-se os valores das taxas especificas de fermentagdo
da glucose nas diferentes condicdes testadas. Os valores obtidos expressos em valor relativo (%
do valor obtido na auséncia de dcido e/ou etanol) encontram-se representados sob a forma de
grificos semilogaritmicos em fun¢do da concentragio de dcido na auséncia e na presenca de
etanol na figura 6.14.

De acordo com os resultados apresentados nesta figura, para cada um dos dcidos e/ou
etanol, aos diferentes valores de pH e a 26° C, verifica-se que, para concentragdes de dcido
superiores a uma concentragdo minima (Xmin), a variagdo da taxa especifica de fermentagio

com a concentragio de dcido no meio extracelular obedeceu a uma cinética exponencial.

A partir destes grdficos, estimaram-se os valores para as constantes exponenciais de
inibigdo da fermentagdo (ki) e para as concentragdes necessdrias para reduzir em 50% a taxa

especifica de fermentag¢io (X50%) bem como para as concentragdes minimas inibit6rias Xnin'
Os valores obtidos estdo resumidos na tabela 6.9.

O estudo da tabela 6.9 e da figura 6.14 indica que a inibi¢do da fermentagéo pelos
dcidos e/ou etanol, aumentou & medida que o pH diminui, o que € consistente com a ideia jd
exposta, de que a forma ndo dissociada, estd associada aos efeitos téxicos, uma vez que, a pH
3,5 a percentagem de dcido acético e sérbico nio dissociado € de 15% € a pH 3,5 de 95%.

Além disso, o estudo comparativo do efeito inibidor do dcido acético e do dcido
sorbico na taxa especifica de fermentacio de Z. bailii ISA 1307, mostra que o efeito téxico estd
correlacionado com a respectiva lipossolubilidade. Assim, os valores das constantes
exponenciais de inibigdo da fermentagdo diminuiram com a diminui¢do do coeficiente de
reparti¢do lipido/tampdo do dcido.

Adicionalmente, os valores das constantes exponenciais de inibi¢do da fermentagio
pelo dcido acético e sorbico, obtidos aos trés valores de pH, foram representados em grafico em
tungdo da concentra¢do de etanol (5 e 10%, v/v) na figura 6.15. A partir dos declives das rectas
desta figura estimaram-se os valores das constantes exponenciais de estimulagio pelo etanol dos

et

efeitos inibitérios dos dcido (kest f). Os valores obtidos estdo sumariados na tabela 6.10. Uma

andlise da tabela indica que, os valores obtidos para as constantes exponenciais de estimulo em
Z. bailii foram relativamente baixos quando comparados com os descritos para Saccharomyces
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ariagdo da produgio de CO3 ao longo do tempo em fungio da concentragio de dcido acético ou
sorbico, a pH 4,5. Os niimeros indicam as concentragdes extracelulares de 4cido.

A) dcido acético na auséncia de etanol.

B) dcido acético na presenga de 5% (v/v) etanol.

C) dcido acéltico na presenca de 10% (v/v) etanol.

D) dcido sérbico na auséncia de etanol.

E) dcido sérbico na presenca de 5% (v/v) ctanol.

F}) decido sérbico na presenca de 10% (v/v) etanol.
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Fig. 6.14 - Dependéncia da taxa especifica de [ermentagio da glucose (em %) em funciio da concentracio de 4cido
acético ou sdrbico. Os nimeros indicam os valores de pH experimental.
A) dcido acético na auséncia de etanol.

B) dcido acético na presenca de 5% (v/v) etanol.
C) dcido acético na presenga de 10% (v/v) etanol.
D) dcido sérbico na auséncia de etanol.

E) dcido sorbico na presenca de 5% (v/v) etanol.

F) dcido sorbico na presenga de 10% (v/v) etanol.




Tabela 6.9

Valores das concentragdes minimas inibitérias (Xpin), das concentragdes correspondentes a
50% de inibi¢do (Xs50%) e das constantes exponenciais de inibi¢do (kj)da fermentagio pelo
dcido acético e sorbico, na auséncia e presenga de etanol, em Z. bailii ISA 1307, a26° C, a

diferentes valores de pH.

Fermentagio
, X ;o (mM) X5, (MM) k; (Vmol)
pH AL Bl Total*  ND* Total* ND*  Total* ND*
(%. v/V)

0 100,00 94,90 172,00 162,30 9,22 9,77

3.5 5 100,00 94 90 143,00 135.60 9,40 9.80
10 10,00 940 75,00 7.10 11,00 11,40

0 120,00 77,40 220,00 141,90 6,00 8.25

45 Acético 5 100,00 64,50 180,00 116,10 6,80 9,30
10 20,00 12,90 100,00 63,30 7.20 11,10

0 240,00 36,00 500,00 75,00 4,40 28.03

5.5 5 220,00 33,00 415,00 62.25 4,70 30,57
10 160.00 24,00 340,00 51,00 5.20 32.81

0 0,50 047 2,20 2,08 300,00 316.60

3,5 5 0,30 28,30 1,90 1,80 34740 366,50
10 0,00 0.00 1,30 1,23 461,00 470,73

0 3,50 2,26 5,60 3,60 183,70 285,10

4.5 Sérbico 5 3,50 2,26 5,10 3,29 220,60 341,50
10 2,00 1,29 3,90 2,52 272,30 420,30

0 6,20 0,90 13,70 2,10 84,50 547,00

5.5 3 4,50 0,70 10,50 1,60 0482 615,60
10 3.00 0.50 8.70 1,30 110,00 806.20

* - Total - concentragiio de dcido total: ND - concentragiio de dcido na forma ndo dissociada.
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cerevisiae, nas mesmas condi¢des experimentais (Pampulha e Loureiro, 1989). Aparentemente

et - iy s g
os valores de k¢, 5 ndo variaram significativamente com o pH extracelular. Observou-se

apenas, uma ligeira alteragdo no que respeita ao dcido sérbico a pH 5,5 onde o valor de k

et
est,f

foi cerca de metade do obtido aos outros valores de pH estudados.

X '—._.—_F—__A__________A.__ “
+ PS—————e L S
"'____.__-———___—.

1 T T T T T T T 7 T
02 04 06 o8 10 (%3 1 16 18
Etanol (M)

Etanol (M)

Fig. 6.15 - Efeito do ctanol na constante exponencial de inibi¢iio da fermentagio da glucose (kj) pelo dcido

acético (A) e sorbico (B) em Z. bailii ISA 1307. Os mimeros indicam os valores de pH extracelular.

Tabela 6.10

Valores das constantes exponenciais de estimulagdo (k

et

est.f) Pelo etanol da inibigdo da

fermentagio pelo dcido acético e sérbico, a diferentes valores de pH.

Acido pH Kext.f

(1/mol)

3.5 0,123

Acético 4.5 0,106

5.5 0,100

85D 0,250

Saorbico 4,5 0,235

- 5.5 0,160




6.3.7 - Estudo comparativo entre os efeitos do dcido acético na taxa
especifica de fermentacdo da glucose e na acidificagao

intracelular.

Em paralelo com os estudos respeitantes aos efeitos do dcido acético na fermentagido da
glucose, procuramos também avaliar os efeitos do dcido na acidificagdo intracelular, em

condigdes experimentais idénticas.

Para tal, utilizando células provenientes das mesmas culturas e mantendo as condi¢des
usadas na determinac¢do da taxa especifica de fermentacdo, medimos o pH intracelular, na
presenca de dcido acético na mesma gama de concentragdes, a 26° C e a pH 3.5, de acordo com
a metodologia descrita no capitulo anterior. Nestas condigoes, € como esperdvamos, de acordo
com os resultados apresentados no capitulo anterior verificou-se que a concentragio intracelular
de protdes, a temperatura constante, foi uma func¢do exponencial da concentracio de dcido no
meio extracelular de acordo com a equagio:

[ <[, HEED e

mt nt

em que:

[H*] - concentragdo intracelular de protdes

X - concentragdo de dcido carboxilico

Xm - concentracdo minima estimulante da acidificac¢do intracelular

k1 - constante exponencial de estimulagdo da acidificagdo intracelular, caracteristica do
dcido.

Na figura 6.16 apresentamos resultados referentes a variagdo da taxa especifica de
fermentagio e a varia¢do da concentragdo intracelular de protdes em fungio da concentracio de
dcido, a 26 C. A partir dos dados na figura 6.16 determinou-se o valor da constante
exponencial de estimulacdo da acidificag¢do intracelular (equagdo 6.3), bem como o valor da

constante exponencial de inibi¢do da fermentagdo. Os valores obtidos foram, respectivamente
de 0,72 I/mol e 9,22 1/mol.

Comparando os valores das constantes exponenciais de inibi¢do da fermentacao da
glucose (Tab. 6.9) com os obtidos para a constante exponencial de estimulacio da acidifica¢do
intracelular, verifica-se que os valores de ambas as constantes foram diferentes, sugerindo que,
nao existe relagdo entre a diminui¢io da taxa especifica de fermentagio da glucose e o aumento

da concentragio intracelular de protdes induzida pelo dcido acético.
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Fig. 6.16 - Efeitos do dcido acético na taxa especifica de fermentagio (simbolos fechados) e na concentragio

intracelular de protdes [H*] (simbolos abertos), a 25° C. pH 3.5.

6.4 - Discussao

6.4.1 - Efeitos dos dacidos fracos e do etanol na fermentacdo e na

respiracdo de Zygosaccharomyces bailii

No presente capitulo, estudamos o efeito dos dcidos acético e sérbico na auséncia e
presenca de etanol, na taxa especifica de respira¢io/fermentacdo de Zygosaccharomyces bailii
ISA 1307, quando crescida num meio com glucose a temperatura de 26° C. De acordo com o0s
resultados obtidos, estimou-se. que em aerobiose a fermentagdo e a respiragdo contribuiram

respectivamente, em: 75% e 25% para o catabolismo da glucose.

Adicionalmente verificamos que os dcidos com ou sem etanol induziram efeitos
inibidores sobre a respiragdo/fermentagio da estirpe de levedura em estudo. Os efeitos
acentuaram-se com o aumento da concentragdo de dcido e/ou etanol no meio extracelular. Para

cada um dos dcidos a cinética foi traduzida por relacdo exponencial, para concentragdes de
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inibidor acima dos valores correspondentes as concentragdes minimas de inibi¢do. Os valores
das constantes exponenciais de inibi¢cdo aumentaram proporcionalmente com os valores dos
coeficientes de reparticdo lipido-tampdo dos dcidos. Adicionalmente, e na sequéncia destes
resultados, as concentragdes de dcido necessdrias para induzir 50% de inibicdo na
respiracio/fermentagdo e das concentragdes minimas inibitdrias, estdo igualmente relacionadas
com a lipossolubilidade dos dcidos, diminuindo com os respectivos coeficiente de reparticiio

lipido-tamp@o.

Por outro lado, os valores obtidos para as constantes exponenciais de inibi¢do da
respiragao/fermentacao (ki) pelo dcido acético total e sérbico total aumentaram a medida que o
pH decresceu, sugerindo que muito provavelmente a forma ndo dissociada do dcido estd
envolvida no processo inibitério. No entanto, quando esses valores se encontram eXpressos na
forma ndo dissociada, diminuiram quando o pH variou de 3,5 para 5,5 o parece indicar que,
para além da concentragdo de dcido ndo dissociado, outros factores estardo subjacentes a ac¢iio
toxica dos dcidos na respiragdo/fermentagdo. Os estudos efectuados neste dmbito por Eklund,
(1983), Cole e Keenan (1986) vém de encontro aos nossos resultados, mostrando que a acgio
inibitéria dos dcidos fracos, em dependéncia estrita do pH, nem sempre se verifica e que ndo se

pode generalizar, de que apenas a forma nao dissociada do 4cido € a forma téxica.

Por outro lado, se compararmos os resultados obtidos nas experiéncias do crescimento
(Cap. 2) com os da respiracdo e da fermentacdo, na presenga dos dcidos e/ou etanol,
verificamos que o seu efeito negativo no crescimento € mais acentuado do que na taxa especifica
de respiracdo/fermentacgio. Estes resultados estdo de acordo com observacdes anteriores de
Browen et al., 1981 e de Ledo e van Uden, 1984-b. Segundo os dltimos autores, em células de
Saccharomyces cerevisiae crescidas num meio com glucose € aménio, a fermentagdo pode
prosseguir para concentragoes de etanol elevadas, as quais o crescimento € inibido. Assim,
nesta levedura para concentragdes de etanol inferiores a 1 M, a inibi¢dio do transporte da glucose
¢ o principal responsdvel pela cinética global de inibi¢io pelo etanol do crescimento e da
fermentagdo. Para concentragdes de etanol superiores, a fermentag@o continua a ser determinada
pela inibicdo do transporte da glucose, enquanto, que o crescimento € sobretudo determinado
pelo transporte do aménio. De facto, a concentragio de etanol necessdria para inibir o transporte

do aménio € inferior & exigida para a inibi¢do da glucose.

Adicionalmente, verificou-se que o etanol estimulou exponencialmente os efeitos
inibitérios induzidos pelos dcidos na fermentagio/respiragdo, sendo no entanto, os efeitos
estimuladores pouco intensos e independentes do pH extracelular.
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6.4.2 - Andlise comparativa dos efeitos dos dcidos fracos e do etanol na
respiragcdo e na fermentacao da glucose em Zygosaccharomyces
bailii e em Saccharomyces cerevisiae

Os resultados apresentados sobre os efeitos do etanol na taxa especifica de fermentagio
de Zygosaccharomyces bailii foram semelhantes aos obtidos por Ledo e van Uden (1984-a)
num mutante deficiente respiratério de Saccharomyces cerevisiae. Os valores determinados por
estes investigadores para as concentragdes de etanol necessdrias para induzir 50% de inibigdo da
fermentacdo e para as concentragdes abaixo das quais os efeitos negativos do etanol ndo foram
mensurdveis foram, respectivamente, de 10% (p/v) e de 6% (p/v). O valor da constante
exponencial de inibi¢do da fermentagdo pelo etanol em Z. bailii (0,59 1/mol) foi idéntico ao
descrito para S. cerevisiae (0,728 1/mol) por Ledo e van Uden (1984-a ¢ 1985).

No que diz respeito aos efeitos do dcido acético também a semelhanca do que foi
observado por Pampulha e Loureiro (1989) num mutante deficiente respiratério de S.
cerevisiae, a taxa especifica de fermentacdo de Z. bailii, para concentragdes de dcido acético
acima de uma concentragdo minima diminui exponencialmente com a concentragéo de dcido.
Porém, em Z. bailii a concentragdo minima inibitéria, bem como a concentragdo para a qual se
obteve 50% de inibicdo foram significativamente superiores as estimadas, nas mesmas
condi¢des experimentais, para S. cerevisiae 1GC 3507, enquanto que a constante exponencial
de inibicdo foi inferior.

Por outro lado, os nossos resultados sdo consistentes com os estudos de Warth (1991-
a e b) em que, concentragdes em 4dcido benzoico entre 5 ¢ 10 mM, inibem progressivamente a
fermentacdo de Z. bailii. Porém, e a0 contrdrio do que foi observado por este autor, no nosso
trabalho ndo observamos estimulo da fermentagdo ou da respiragdo mesmo para concentragdes
de dcido reduzidas. Virios factores poderao contribuir para estas discrepancias, entre os quais
se salientam: estirpe de levedura utilizada; condi¢des de crescimento; adaptacdo das células
utilizadas nos ensaios e da metodologia utilizada nas determinacdes.

Adicionalmente os resultados apresentados mostraram que, como em S. cerevisiae,
também em Z. bailii, o etanol estimulou exponencialmente a inibicdo da fermentacdo/respiragdo
pelos dcidos acético e sdrbico. Para o dcido acético, o valor da constante exponencial de
estimulagdo pelo etanol de inibi¢do da fermentacdo pelo dcido acético, em Z. bailii foi cerca de
metade do obtido em S. cerevisiae (0,33 1/mol). Estes resultados poderdo contribuir para
explicar a maior resisténcia de Z. bailii comparativamente com S. cerevisiae a ambientes dcidos

€ na presenga de etanol.
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CAPITULO 7

CRESCIMENTO DE 2Zygosaccharomyces bailii ISA 1307 EM
SUBSTRATOS SIMPLES E MISTOS: TRANSPORTE DE ACIDO
ACETICO E QUANTIFICACAO DE ACUCARES, ACIDOS FRACOS,
ETANOL E GLICEROL NO MEIO DE CULTURA

7.1 - Introducao

Nos capitulos anteriores mostramos que em Zygosaccharomyces bailii concentragdes
elevadas de dcidos e etanol estimularam a taxa especifica de morte térmica e inibiram a taxa
especifica de crescimento, de fermentag@o e de respiragio. Foi também possivel mostrar que
estes efeitos foram de um modo global muito inferiores aos descritos para Saccharomyces
cerevisiae e que além disso ndo eram significativamente agravados na presenga de etanol ao
contririo do que também se encontra descrito para S. cerevisiae.

A deterioracdo de alimentos que incluem 4dcidos na sua composic¢do (como substratos
naturais ou adicionados) pode estar associada ao crescimento de leveduras com capacidade de
utilizagdo daqueles substratos. Recentemente foram desenvolvidos diferentes estudos sobre o
transporte transmembranar de dcidos fracos monocarboxilicos e sua regulacdo em leveduras.
No caso das leveduras Saccharomyces cerevisiae (Céssio et al., 1987), Candida utilis (Ledo e
van Uden, 1986; Cdssio et al., 1993) e Torulaspora delbrueckii (Casal e Ledo, 1992 e 1995)
os estudos sugerem que , a forma anidnica do dcido lictico e outros monocarboxilatos atravessa
a membrana plasmatica por um mecanismo do tipo simporte com protoes. Em Kluyveromyces
marxianus (Fonseca et al., 1991) parece estar presente um uniporte para 0$ monocarboxilatos.

No presente capitulo apés estudos preliminares sobre o transporte de dcido acético e
outros monocarboxilatos na levedura de Z.bailii, na auséncia e presenga de etanol, procedemos

N

a:
» andlise da capacidade de utiliza¢o de agicares, etanol e dcido acético.

» andlise quantitativa e qualitativa dos metabolitos produzidos a partir da utilizag¢do da
glucose, frutose, dcido acético e etanol.

Antes da apresentacdo dos resultados experimentais procede-se a uma breve referéncia
a conceitos fundamentais sobre transporte transmembranar de nutrientes e utilizagdo de
agtcares, dcidos orgénicos e outros substratos gluconeogénicos, em leveduras.
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7.1.1 - Membranas biologicas e mecanismos de transporte

A designag¢io genérica de membrana compreende uma estrutura celular do tipo unitdria
presente em todas as c€lulas vivas. Esta estrutura dada a sua permeabilidade selectiva, funciona
como uma barreira de separagdo entre 0 ambiente exterior e interior, que permite & célula manter
uma composi¢do relativamente constante e manter os seus constituintes celulares.
Adicionalmente, a célula tem necessidade de controlar a entrada de nutrientes presentes no meio
e a excregdo dos produtos residuais do metabolismo.

As membranas biol6gicas, incluindo a plasmadtica t€m uma estrutura global muito
semelhante, sendo constituidas essencialmente por lipidos e proteinas. Entre os lipidos
presentes, os principais sdo os fosfolipidos, colesterol, esfingolipidos e glicolipidos. Os
lipidos, dada a sua natureza anfipdtica, dispdem-se em bicamadas moleculares com os grupos
hidrofilicos projectados para o meio extracelular, e as por¢des hidrofébicas orientadas para o
interior da bicamada constituindo, assim, uma matriz fluida, onde as proteinas membranares
flutuam mais ou menos submersas, conforme a distribui¢do dos grupos polares a superficie
definida por sua vez pela sequéncia de aminodcidos.

A estabilidade da membrana € devida a forgas hidrofébicas entre os dcidos gordos dos
lipidos e a forgas electroestdticas entre os grupos hidrofilicos (Brock € Madigan, 1991). Esta
organizagdo estrutural dos lipidos em bicamada (Fig 7.1) € o chamado modelo em mosaico
fluido descrito por Singer e Nicolson (1972). O interior da bicamada lipidica € pelas suas
caracteristicas hidrofébicas impermedvel a solutos polares € a ides, incluindo H* e OH™. A
difusdo passiva de uma substéncia através da camada bilipidica depende do seu tamanho e da
sua solubilidade nos lipidos. Em geral, quanto mais pequena for a molécula e maior for a sua
lipossolubilidade mais rapidamente se difunde. Por conseguinte, as moléculas hidrofébicas
(02, N7 e benzeno) e as pequenas moléculas polares ndo carregadas (dgua, etanol, CO2 e NH3)
difundem-se passivamente através da matriz lipidica. Porém, a matriz lipidica é altamente
impermedvel & maior parte dos nutrientes e subprodutos metabdlicos, na sua grande maioria de
natureza essencialmente hidrofiflica (Fig 7.2). A sua passagem através da membrana € regulada
por sistemas de transporte envolvendo ligagdes com proteinas especificas transmembranares.
Assim, a organizagdo das membranas biolégicas, ao combinar a permeabilidade selectiva
conferida pela bicamada lipidica, com a existéncia de sistemas especificos de transporte, faz
com que as espécies quimicas se distribuam de uma forma desigual entre o citoplasma e o meio
extracelular. Assim para cada uma dessas espécies pode existir um gradiente de potencial
quimico (Ap).Adicionalmente, dado que a maior parte destas moléculas sdo ides € possivel para
além de um potencial quimico a existéncia de um potencial eléctrico transmembranar (A'Y).
Estes gradientes i6nicos transmembranares constituem a forga proto-motriz para um grande
nimero de diferentes processos metabdlicos, entre os quais se salientam, o transporte de
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substratos, a transmissio de sinais eléctricos (nas bactérias, cloroplastos e mitocondrias) e a
sintese de ATP.

Fig. 7.1 - Modelo do mosaico fluido de Singer e Nicolson (1972) para a estrutura da membrana.
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Fig. 7.2 - Permcabilidade selectiva de virias moléculas através de uma camada bilipidica artificial.
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O movimento de solutos através das membranas biolégicas pode ser dividido em:
7.1.1.1 - ftransporte ndo mediado
7.1.1.2 - transporte mediado
* difusao facilitada

= fransporte activo

7.1.1.1 - Transporte ndo mediado

Na difusio simples o movimento de compostos ocorre a favor do gradiente quimico
existente através da membrana. O fluxo cessa quando se atinge o equilibrio, ou seja quando a
concentragio intracelular iguala a concentragio extracelular.

Consideremos uma membrana semipermedvel que separa dois compartimentos em que
o soluto se distribui segundo duas concentragdes diferentes, C; e Ca. A difusdo ocorre quando

o sistema passa de um estado de energia livre mais elevado para um de energia livre mais baixa.

A variacdo da energia livre (A G), quando uma mole de um soluto sem carga se move

de um compartimento para outro € dado pela expressdo:

AGO=RTInK (7.1)
ou

- 8]
AG=RTIng, (7.2)

em que R € a constante dos gases perfeitos, T a temperatura absoluta, K a constante de
equilibrio do processo e Cz e C sdo os valores das concentragdes do composto nas duas fases
aquosas dos dois lados da membrana (Mitchell, 1961).

A velocidade de transporte de um soluto por um mecanismos de difusdo simples, a
favor do seu gradiente de concentragdes € dada pela equagdo empirica de Fick:

_dC _ Co-Cy
Fluxo =3 = -DA % (%:3)

em que o fluxo representa o nimero de moles de um soluto (C) que se difunde no

intervalo de tempo (dt), Cz};CI o gradiente de concentragdes sob o qual ocorre a difusdo e A a

drea de difusdo.

A constante de proporcionalidade D € designada por coeficiente de difusdo (L2T-1) (de
Voe e Maloney, 1980). O coeficiente de difusio depende das caracteristicas da membrana
através da qual se dd a difusdo, isto €, da sua espessura a e da lipossolubilidade do composto
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em questdo, expressa pelo coeficiente de reparticdo lipido tampido (cy). Introduzindo o
coeficiente de repartigiio na equagdo (7.3) € possivel deduzir a expressdo:

Fluxo = - %)cr AC-Cp) (7.4)

onde, (D/a)c; € a permeabilidade (P) da membrana a um dado substrato. O pardmetro P
possui as dimensdes LT-! (de Voe e Maloney, 1980), exprime quantitativamente a facilidade
com que cada substiincia se difunde através da membrana, e constitui uma caracteristica
intrinseca da mesma. Como os valores de a e do coeficiente de difusio (D), para uma
determinada célula, ndo variam significativamente de substrato para substrato, podemos dizer
que a variabilidade do coeficiente de permeabilidade € devida principalmente a diferencas de
lipossolubilidade dos compostos, sugerindo que a difusdo €, em geral proporcional ao
coeficiente de reparti¢do lipido tampédo do composto.

A difusdo de moléculas pequenas como a dgua constituem excepg¢des dado que nestas
situagoes ndo se observa proporcionalidade com o cy.

A equagdo 7.4 referente a velocidade de difusdo do soluto pode ser escrita como:
F=PA (C2-Cy) (7.5)

A relagdo matemadtica estabelecida para o mecanismo de difusdo simples, através de
uma membrana, mostra que a velocidade liquida de difusdo de um soluto € directamente
proporcional ao seu gradiente de concentragdo. Consequentemente, os grificos das velocidades
iniciais de entrada do soluto em fungdo da concentragdo do mesmo € traduzido por uma recta

que passara na origem com um declive PA (Fig. 7.3).

Quando o soluto € um ido, em vez de uma molécula neutra, hd que ter em conta para
além do gradiente quimico entre os dois compartimentos, o gradiente de carga eléctrica ou
potencial, correspondente a uma diferenga de cargas. A adig@o dos dois gradientes constitui o

potencial electroquimico (fl).

Neste caso, a varia¢do da energia livre associada ao movimento do ido ¢ € dada por:

AG =RT In -g—f + Z.F AW (7.6)

em que Z € o nimero de cargas por molécula, F a constante de Faraday (23601 cal/volt
equivalente) e A Y a diferenga de potencial eléctrico entre os dois compartimentos.
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declive = PA

[S]

Fig. 7.3 - Cinética das velocidades iniciais de entrada do substrato segundo um mecanismo de transporte néo

mediado: difusiio simples.

No caso de dcidos e de bases fracas que tenham o seu pKj na gama fisiolégica de pH
verifica-se um caso particular de difusio. Com efeito, dependendo do pH extracelular e da sua
relacdo com o valor do pK,, vamos encontrar predominantemente a forma ionizada ou a ndo
ionizada. A forma nfio dissociada ao contrdrio da ionizada, sendo lipossolidvel, atravessa a
membrana e se o valor de pH extracelular for inferior ao intracelular ocorrerd acumulagfo
intracelular da forma dissociada, dado que ao pH intracelular a forma ndo dissociada dissocia-
se. O equilibrio serd entdo atingido quando:

[4cide ndo dissociado]in; = [dcido ndo dissociadolex; (7.7)

€,

[4cido dissociado]int
[4cido dissociado]ext

log = pHint - pHext (7.8)

7.1.1.2 - Transporte mediado

O transporte mediado (facilitado) distingue-se do transporte nio mediado (difusdo

simples) pelas suas caracteristicas cinéticas (Fig. 7.4).

Como foi referido anteriormente, no processo ndo mediado a velocidade de difusao €
proporcional & concentragio do soluto, obedecendo a uma cinética de 1* ordem.
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declive = K, /V
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declive = - Km

= leax Vmax/Km

N V/[S]
K, 1/(S]
Fig. 7.4 - Cinética das velocidades iniciais de entrada do substrato segundo um mecanismo de transporte
mediado. Representagiio directa (A), representagio de Lineweaver-Burk (B) e representagao de Eadie-
Hofstee (C).

O transporte mediado implica o envolvimento de proteinas (permeases) transportadoras
a cujos centros activos o substrato (ou substrato e co-substrato) se liga reversivelmente.
Tipicamente apresenta uma cinética de saturacdo do tipo Michaelis - Menten. Neste caso, a
representagdo grafica da velocidade inicial de entrada do substrato (v) em fun¢do da sua
concentragdo conduz a uma hipérbole rectangular como se ilustra na figura 7.3, em que Vipax €
a velocidade inicial médxima de transporte para concentragdes saturantes de substrato ou co-
substrato e K, € a constante de meia saturagio, correspondente a concentragdo do substrato ou
co-substrato para a qual o valor de v € metade do valor da velocidade mdxima. Adicionalmente,
nesta figura resumem-se as representa¢des gréficas cldssicas. Estes sistemas de transporte sdo

estereospecificos, podendo ser inibidos competitivamente por moléculas estruturalmente
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andlogas. S3o ainda caracterizados pela velocidade de entrada variar com a temperatura e com o

pH. Estes mecanismos de transporte incluem a difusdo facilitada e o ransporte activo.

O 1% tipo - difusdo facilitada - corresponde ao transporte mediado de um soluto a favor
do seu gradiente quimico e/ou eléctrico, em que, no equilibrio, a concentragio do soluto € a
mesma dos dois lados da membrana.

No transporte activo, e contrariamente ao mecanismo de difusdo facilitada, o soluto
pode mover-se contra o seu gradiente de concentragoes. E um transporte acumulador e requer o
consumo de energia pela célula. Classicamente e consoante a natureza da fonte de energia
utilizada pode subdividir-se em transporte activo primdrio e secunddrio. De acordo com esta
divisdo no transporte activo primdrio a energia provem de uma reac¢do quimica, enquanto no
secunddrio depende de um gradiente eléctrico (A W) e/fou de um gradiente quimico.

A teoria quimiosmotica, sobre o acoplamento € a transdugdo de energia, proposta por
Mitchell em 1961, inicialmente desenvolvida com vista a elucidagdo da fosforilagdo oxidativa
em mitocOndrias, cloroplastos € membranas das bactérias estd na base dos conceitos
actualmente aceites sobre o transporte activo. De acordo com esta teoria, a cadeia respiratéria
estd associada ao transporte de protdes para o lado de fora da membrana, gerando assim um
gradiente que pode conduzir a sintese de ATP via uma ATPsintetase como consequéncia do
fluxo de protdes a favor do gradiente de concentragdes. Ou seja, a cadeia respiratéria
converteria a energia libertada durante o transporte de electrdes em energia de um gradiente
electroquimico de H™ e esta, por sua vez € convertida em energia metabélica sob a forma de
ATP (Fig. 7.5 a). Como sistemas de transporte activo primdrio temos por exemplo, a Ny ¥, K+
- ATPase das células animais e a HT - ATPase das células das plantas e dos fungos. Por
exemplo, a ATPase (bomba de protdoes) da membrana plasmatica de leveduras, material
biolégico em estudo nesta tese, ao promover o efluxo activo de protdes origina um gradiente
eletroquimico (forga protomotriz) (Fig. 7.5 b).

Nesta categoria também se englobam outros processos de transporte que ndo se
ajustam ao conceito cldssico de transporte activo, tais como os processos em que o substrato €
modificado quimicamente durante o transporte e os processos de translocagdo de protoes na
fotossintese (na membrana tilacoide dos cloroplastos) (Fig. 7.5 ¢) e pela bomba de protdes
activada pela luz (bactériorrodopsina) de Halobacterium (Fig. 7.5 b).

O gradiente electroquimico formado a partir da translocagdo de protoes pode ser
utilizado na realiza¢do de diferentes tipos de trabalho: a) no transporte de substratos acoplado ao
movimento de ides (Fig. 7.4 €), b) na sintese de ATP acoplada ao influxo de protées (Fig. 7.5

f) ou ¢) nos processos de transidrogenagdo associados a protdes (Fig. 7.5 g).
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Fig. 7.5 - Producdo e utilizagdo de correntes de protdes de acordo com a teoria
quimiosmdtica. No topo da figura sfo apresentadas 3 vias de extrusio de protdes
a) cadeia respiratéria, b) HT - ATPase e c) transporte ciclico de electrdes na
fotossintese. Estas trés vias conduzem 2 criagdo de um gradiente electroquimico
de protdes que tende a promover a reentrada dos protdes. Na base da figura sao
apresentados processo de realizagao de trabalho 1itil pela utilizag3o da circulagao
de protdes: e) acoplamento do movimento de protdes a proteinas de transporte, f)
sintese de ATP i custa do influxo de protdes ¢ g) processos de transidrogenagsoes
associados a protdes (adaptado de: Harold, 1986; Cérte-Real, 1990).
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Os mecanismos de transporte activo secunddrio podem ser classificados em:

» Uniporte - 0 movimento do soluto niio € acompanhado pelo movimento de outros

ides através do sistema de transporte.
+ Simporte - 0 movimento do soluto € acompanhado pelo movimento do ido.

= Antiporte - o movimento do soluto é acompanhado pele movimento do ido em
sentido contrdrio.

Os sistemas de transporte activo secunddrio podem ainda ser classificados, quanto as
suas propriedades eléctricas como:

» Electroneutro - quando apds o transporte ndo se verifica transferéncia liquida de carga
através da membrana.

» Eléctrico - quando o transporte envolve uma transferéncia liquida de carga através da

membrana.
a) Electrogénico - quando essa transferéncia cria um novo potencial.
b) Electroforético - quando o movimento se faz segundo um potencial pré-existente.

Na tabela 7.1 apresenta-se uma representagdo esquemadtica dos principais tipos de

mecanismos de transporte, bem como alguns exemplos e respectivas referéncias.

7.1.3 - Utilizacdo de acgicares e produgdo de etanol, dacido acético e
glicerol em leveduras - Breve revisdo

Os acgucares mais abundantes nos produtos alimentares, nomeadamente no mosto de
uva sdo a glucose e a frutose. Algumas leveduras metabolizam preferencialmente a glucose
outras, como por exemplo a espécie Saccharomyces uvarum, utilizam indiferentemente a
glucose € a frutose e, outras ainda, como a espécie Zygosaccharomyces bailii  fermentam
preferencialmente a frutose (Emmerich e Radler, 1983).

O catabolismo das hexoses ocorre via Embeden-Meyerhof-Parnas e conforme referido
em 6.1.1. conduzindo a formag¢do de 2 moles de dcido pirdvico. Nestas condigoes, o dcido
pirtivico sofre uma descarboxilagdo seguida de uma redugio transformando-se em etanol. Além
do etanol, ao longo da fermentagio alcodlica conduzida por Saccharomyces cerevisiae pode
ocorrer produgdo de pequenas quantidades de glicerol, alcodis superiores, diacetilo, acetoina,
2,3 - butanodiol, dcido succinico, dcido acético, dcido lactico e acetaldeido (Phaff er al., 1978).
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Representagdo esquemidltica, classificagio e alguns exemplos dos sistemas de transportic membranar em leveduras

* Simporte electroneutro

* Simporte electroforético

* Antiporte electroneutro

* Antiporte electroforético

._H-i-

(.

2H

Ol

- ( H*
st N .

= JH*

St -

(S. cerevisiae)

H*/ Lactato através da membrana
(C. utilis e §. cerevisiae)

H* /Maltose através da membrana

(C. utilis e 8. cerevisiae)

H*/aminodcidos através da membrana

(S. cerevisiae)

K*/H* da membrana vacuolar

(S. cerevisiae)

Arginina/ H da membrana vacuolar

(S. cerevisiae)

Classificagdo Designagio Esquema Exemplos Referéncias
Transporte niio mediado Difusio simples Meio Meio
ext int H,0 através da membrana Ledo e van Uden, 1986
<8 Acido ldctico ndo dissociado e outros dcidos Cassio et al. 1987; 1991;1993
monocarboxilicos através da membrana.
(C. uttlis e 8. cerevisiae)
N Acido sucinico nio dissociado através da mem- |Corte-Real e Ledo, 1990

brana (C. sphaerica ¢ H. anomala)

! . o - Mg |Glucose através da membrana Eddy, 1982

T'ransporte mediado Difusdo facilitada 4 ) (5. cerevisiae)

S < N Galactose através da membrana Cirilo, 1968
(S. cerevisiae)
Activo
+_ através da me : Malpartida e Serrano, 1981-a, b
Bigda o ATP H* - ATPase através da membrana P
S. cerevisiae)
~~=ADP+Pi ¢
Secunddrio
* ésd : Referéncia em
* Uniporte electroforético | g+ s+ K* através da membrana

Ledo, 1984

Ledo e van Uden, 1986
Ciissio ef al. 1987

Serrano, 1977

Loureiro Dias ¢ Peinado, 1984

Eddy e Novacki, 1971

Okorokov, 1985

Ohsumi e Anraku, 1981.




Em fermentagdes vindrias, o dcido acético presente no meio extracelular resulta
principalmente da actividade metabdlica das bactérias acéticas e ldcticas. Em bactérias acéticas a
producdo deste dcido estd relacionada com a oxidagdo do etanol. No segundo caso, o dcido
acético forma-se em condigdes de anaerobiose a partir da fermentacdo de pentoses e de dcidos
carboxilicos, nomeadamente citrico, ldctico e pirtvico. No entanto, o dcido acético € também
produzido pelas leveduras, normalmente em concentragdes inferiores a 0,3 g/l, na fase inicial da
fermentacdo alcodlica de sumo de uva. A producdo de acetato € varidvel com as estirpes.
Geralmente as maiores produtoras de dcido acético possuem uma alta actividade da acetaldeido
desidrogenase (Radler, 1986 e 1993). As espécies Hansenula anomala (syn: Pichia anomala),
Kloekera apiculata e Candida krusei figuram entre as leveduras produtoras de dcido acético em
concentragdes significativas. Além disso, em treze estirpes de Saccharomyces cerevisiae a
concentragdo de acetato formada esteve dependente da concentragdo de agicares, da fonte de
azoto e do pH do meio extracelular. A adi¢do de dcido nicotinico a um meio sintético estimula a
producdo de dcido acético, tanto a reduzidas como a concentragdes elevadas de agtcar. A
formagdo de dcido decresce acentuadamente, apds esgotamento do agtcar do meio (Radler,
1993). Por outro lado, a produgiio € estimulada em meios com valor de pH alcalino, isto
provavelmente devido ao facto, do pH 6ptimo de actividade da acetaldeido desidrogenase estar
associado a valores ligeiramente bdsicos (Larpent, 1991). Em leveduras o acetato pode ser
formado a partir do piruvato que € descarboxilado pela ac¢do da descarboxilase do piruvato a
acetaldeido que, por sua vez, € oxidado a acetato pela desidrogenase do acetaldeido com a
concomitante redu¢do do coenzima NAD (Verduyn, 1991-a e b) Fig. 7.6. Todavia, Rose
(1977) sugere que o percursor do acetato € provavelmente o acetil-CoA, intermedidrio do
catabolismo e anabolismo dos dcidos gordos de cadeia longa.

Tal como foi anteriormente referido, o metabolismo do etanol e do dcido acético
enquanto fontes de carbono implica a ocorréncia da gluconeogénese e do ciclo do glioxilato. O
mecanismo bioquimico de utilizagdo do etanol envolve uma primeira oxidagdo do dlcool a
acetaldeido pela acgdo da desidrogenase alcodlica. Numa segunda oxidagdo a desidrogenase do
acetaldeido transforma o acetaldeido em acetato. O acetato € em seguida condensado pela
sintetase do acetil-CoA em acetil - CoA que entra no ciclo de Krebs e no ciclo do glioxilato.

O glicerol € o metabolito secunddrio mais importante na fermentagio vindria. A sua
produgdo estd particularmente relacionada com a actividade metabdlica das leveduras. A sua
formagdo pode ocorrer na fase inicial da fermentagdo logo a seguir & adi¢do do inéculo (Phaff er
al., 1978). A sua formagdo parece resultar da competi¢do entre as enzimas desidrogenase
alcodlica e desidrogenase do glicerol - 3 - fosfato para reoxidarem o coenzima NAD reduzido.
O acetaldeido € o aceitador preferencial de electrdes. No entanto, quando ndo existe no
meio em quantidade suficiente, a oxidagio do coenzima NADH pode ocorrer através da di-
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-hidroxiacetonafosfato. A formagao de glicerol parece depender da concentragio de NADH na
célula; quando a relagdo NADH/NAD € elevada verifica-se a produc¢do de glicerol
como mecanismo para contrabalancar o excesso de coenzima reduzido. A reducdo da di-
-hidroxiacetonafosfato conduz a formagio de glicerol - 3 - fosfato, que seguidamente pela ac¢io
da fosfatase se transforma em glicerol (Phaff et al., 1978; Ribereau - Gayon er al., 1982) (Fig.
7.7). A quantidade de glicerol produzido estd dependente da estirpe utilizada. Radler e Schiitz
(1982) observaram uma variacdo de 4,2 a 10,4 gr/l no teor de glicerol produzido por diversas
estirpes de S. cerevisiae . Em condig¢des de aerobiose menor é a quantidade de glicerol
formado, na medida em que a reoxidagdo do coenzima NADH se poderd fazer, através da
cadeia de transporte de electrdes. Quanto mais elevados forem os valores da temperatura de
vinificacdo, da concentragdo inicial de agicar, do teor em didxido de enxofre utilizado na
desinfec¢do dos mostos, bem como do pH do meio, maior é a concentragdo final deste
metabolito (Radler, 1986). Radler e Schiitz (1982), estudaram ainda o efeito de vdrios
aminodcidos e vitaminas na produgdo de glicerol e verificaram que a auséncia de tiamina € a
presenca de alguns aminodcidos como a alanina, a aspargina, a serina e a valina provocam um
decréscimo na sua produgdo.

Glucose
glucose Ciclo do TCA
piruvato —....p Acetil - CoA
* pdc i
acetaldeido acq, as
‘ adh \
acetato
etanol
I

v v

Fig. 7.6 - Vias alternativas do catabolismo do piruvato em leveduras.

pdh: Desidrogenase do piruvato; pdc: Descarboxilase do piruvato ; acdh: Desidrogenase do
acetaldeido (NAD ou NADPHY - dependente); adh: Desidrogenase alcodlica; as: Sintetase do
acetil CoA; TCA - ciclo do écido tricarboxilico (adaptado de Verduyn, 1991-a).
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i
1

Frutose - 16 bifosfato

N

Gliceraldeido - 3 - fosfato = Di-hidroxiacetonafosfato
NAD NAD

: - = NADH + Ht
1.3 - Bifosfoglicerato \

Glicerol - 3 - fosfato

Y
Y

Acetaldeido _J

1~

NAD
Etanol

Y

Glicerol

Fig. 7.7 - Produgdo de glicerol, por competi¢do entre a 1) Desidrogenase do glicerol - 3 fosfato e a 2)
Desidrogenase alcodlica, por S. cerevisiae durante a fermentag¢@o vindria.—> —> indicam a omissdo de

um ou vdrios passos intermedidrios (adaptado de Radler e Shiitz, 1982).

7.2. Material e Métodos
7.2.1. Condigoes experimentais utilizadas nos ensaios de transporte
7.2.1.1 - Microrganismos

Neste estudo utilizou-se a levedura Zygosaccharomyces bailii ISA 1307. O processo

de inocula¢do foi o mesmo que descrevemos em 2.3.3. A temperatura de incubagdo foi de
26°C.
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7.2.1.2 - Meios de cultura
» Meio mineral +2,0% (p/v) glucose, pH 5,0
» Meio mineral + glucose (2,0;10,0 ¢ 15,0%, p/v), pH 3,0
» Meio mineral + dcido acético (0,2; 0,5; 1,0 e 1,2%, v/v), pH 5,0
» Meio mineral + frutose (2,0 e 7,5%, p/v), pH 3,0
» Meio mineral + etanol 0,5% (p/v), pH 5,0

¢ Meio mineral + glicerol 0,5% (v/v), pH 5,0

7.2.1.3. - Preparacido da suspensdo de células

As células foram crescidas num baldo de 1 | contendo 500 ml de meio mineral liquido
com vitaminas e diferentes fontes de carbono ( ver secgdo 7.2.1.2.) num agitador orbital (marca
Gallenkamp) com uma agitagdo de 125 rpm a temperatura de 26° C.

A cultura foi recolhida a meio da fase exponencial de crescimento (D.O. = 0,5) por

centrifugagdo a 10000 g numa centrifuga Internacional modelo B 20, refrigerada (0-4° C).

As c€lulas foram lavadas duas vezes com dgua desmineralizada a 4° C, nas condi¢ées
de centrifugacdo usadas anteriormente e, finalmente, ressuspensas em dgua desmineralizada fria
a uma concentracdo final de aproximadamente 30 mg peso seco/ml e 70 mg peso seco/mil,

respectivamente, para os ensaios do eléctrodo e para os ensaios com isdtopos radioactivos
(Apéndice II).

Durante as experiéncias as suspensdes de células foram mantidas a temperaturas
baixas, num recipiente com gelo.

7.2.1.4. - Experiéncias de medi¢cdo da velocidade inicial de movimentos de

proties através da membrana plasmdtica das células da levedura

O método utilizado nestas experiéncias baseia-se nas alteragdes observiveis no pH
extracelular quando hd movimentos de protdes através da membrana plasmdtica das células de
algumas leveduras, em solu¢io aquosa.

Deste modo, quando se pretende verificar se o transporte de um dado substrato estd
associado ao movimento de protdes a adigio de substrato a uma suspensdo de células deverd ser
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acompanhada por um sinal de alcaliniza¢do. O coeficiente angular na parte inicial da curva,
associado a uma calibracdo que relacione variagdes de pH com quantidades equivalentes de
dcido ou base, adicionadas ao sistema, permite calcular a velocidade inicial de alcalinizacdo do
meio extracelular para cada concentragio de substrato, isto €, a velocidade inicial de entrada de
protoes.

» Protocolo experimental

A técnica de medi¢io da velocidade inicial do movimento de protoes compreende os
seguintes passos:

a) Colocar na cAmara termostatizada 4,5 ml de tampdo KHp PO4 (10 mM) e 0,5 ml da
suspensdo de células.

b) Deixar estabilizar, a temperatura da cdmara pelo menos durante 3 minutos.

¢) Ajustar o pH experimental ao valor desejado adicionando HCI ou NaOH, para
obtencdo da linha de base.

d) Iniciar a reaccio, pela adigiio de um volume de uma solugdo de dcido ajustado

previamente ao valor de pH do ensaio e a concentragio desejada.

¢) Registo da alcalinizagdo extracelular e determinacao do declive da parte inicial do
sinal que permitird calcular a velocidade inicial aparente de entrada de protdes.

Os resultados obtidos vém expressos em: nmoles de protdes/s/mg peso seco,
conhecido o peso seco de cada uma das amostras, a velocidade de avango do papel e depois de
feita a calibragdo.

» Controlos experimentais

— Adicionar a mesma quantidade de solucdo de dcido utilizada em cada um dos ensaios
experimentais ajustado ao pH de ensaio, a 5 ml de tampdo KHy PO4 10 mM também
previamente ajustado ao valor de pH de ensaio. Verificar se hd alteracdo do pH extracelular.
Neste caso, ajustar o pH da solug@o do dcido a um valor tal que, a sua adigdo ao tampdo ndo

provoque variagdes deste dltimo.

— Para cada ensaio experimental foi realizada uma calibragdo, adicionando 10 pl de
HCl ou NaOH 10 mM a 5 ml de tampdo KHp POa.
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7.2.1.5 - Experiéncias de medi¢io da velocidade inicial de transporte de

dcido acético radioactivo

Para quantificar a velocidade inicial de transporte de dcido acético, recorreu-se i
utilizagdo do respectivo isétopo radioactivo, usando o método que tem como base, o contacto
por periodos de tempo varidveis e curtos, de uma suspensdo de células da cultura previamente
preparada com a solugdo do composto radioactivo. Ao longo do tempo acompanhar através de
leituras em tempos bem definidos e regulares, a varia¢do da quantidade de radioactividade
presente no material em estudo, medida em unidades de dpm. Na utilizagio de isétopos
radioactivos trabalhamos com volumes muito pequenos (50 pl), durante periodos curtos a que
se seguiu uma paragem ripida do processo de incorporagio por adigdo de um volume elevado
de dgua fria (cerca de 10 ml). A suspensdo de células foi depois filtrada e lavada sobre um filtro
incorporado a um sistema de filtracdo. As c€lulas retidas na membrana de filtragdo, foram entdo
colocadas em frascos de vidro rolhados, contendo o liquido de cintilagdo Optiphase, "Hisafe"
II, LKB (FSA Laboratory Suplies, Loughborough, Leics, Uk), para posterior contagem, em
aparelho de leitura, de particulas B, presentes na suspensdo de células.

Preparacdo das solucdes radioactivas

No estudo do transporte do dcido acético foi utilizada uma solu¢do de dcido [U - l4(',‘]
acético obtida, por diluigdo, a partir de uma solugdo mée contendo 50 - 60 mCi/mmol, de forma
a obter-se uma actividade especifica entre 2000 e 3000 dpm/nmol. As solug¢des a diferentes
concentragdes, foram preparadas a partir de uma mesma solu¢do de modo a garantir a mesma
actividade especifica. Estas solu¢des foram mantidas a 4° C negativos em frascos rolhados.

Protocolo experimental

Adoptou-se a metodologia inicialmente descrita por Serrano (1977) e adaptado
posteriormente (ver por ex. Corte-Real, 1990; Cassio 1994), que envolveu os seguintes passos:

a) Num tubo de ensaio de fundo cénico com 10 ml de capacidade, incubaram-se 35 pl
de tampdo KHp PO4 0,1M, a pH 5,0, com 5 pl da suspensdo de células obtidas
como descrito em 7.2.1.3, durante cerca de 3 minutos, num banho termostatizado,
a25° C.

b) Adigdo de 10 ul de dcido acético marcado radioactivamente, & concentragdo

desejada, agitando manualmente, durante o periodo de incubagao.

c) Paragem da reacgfo para os tempos de incubagdo 0; 5 e 10 s, adicionando 5 ml de
dgua desmineralizada gelada (4° C).
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d) Filtragdo da suspensio de células sob vdcuo (Litle Grant, Gelman Instruments
Company) através de uma membrana Whatman GF/C (Whatman, Inc. Clifton, N.

J.) com 2,5 cm de didmetro e com um poro de 0,45 pm, previamente humedecida.
e) Lavagem do filtro com as células com 10 ml de dgua desmineralizada, a 4° C.

f) Transteréncia das membranas de filtracio com as células para frascos com 5 ml de
liquido de cintilacdo OptiPhase, "HiSafe" II (LK Scintillation Products).

g) Contagem num contador de cintilagoes Packard Tri-Cab 2200 CA, programado para
leituras de '#C com correccdo do "quenching” (Packard Instrument Co., Inc.,
Rockville, Md.).

Para estudar o transporte do dcido acético na presenga de etanol. de dcido acético ou
sorbico, retiramos 5 pl da suspensdo de células para um tubo de fundo conico de 10ml,
adicionamos 30 ul de tampdo tris 100 mM pH 5.0, contendo etanol, dcido acético ou sérbico na
concentracdo desejada e deixamos incubar durante 5 minutos num banho termorregulado a
temperatura de ensaio. Nos ensaios com etanol os tubos foram tapados com rolhas de borracha
para evitar a evaporacdo de dlcool. Apés este periodo de tempo de incubagio, adicionamos 10
il de uma solucdo de dcido acético radioactivo, a diferentes concentragdes. Apos a adigdo da
solucdo radioactiva procedeu-se de acordo com o descrito nas alineas ¢), d), e), f) e g).

Em cada ensaio foi determinada a biomassa de acordo com a metodologia descrita no
Anexo II, num volume de amostra de 20 ul. As actividades especificas das solugdes de dcido

radioactivo as vdrias concentragdes foram calculadas colocando 5 il de cada solucio num

frasco com 5 ml de liquido de cintilagdio, e procedendo a posterior leitura de 14C.

o Controlos experimentais

Como controlo utilizaram-se amostras, para cada concentragdo de dcido, a que se
Juntaram 5ml de H 70 fria (4° C), antes de adicionar a solucdo radioactiva, seguindo-se as
operacdes de lavagem e filtracdo nas condi¢Ges previamente descritas. As contagens obtidas
desta forma indicam a quantidade de isdtopo radioactivo que possa ter ficado retido por
adsor¢do as membranas e a superficie da parede celular. Os valores obtidos foram, geralmente,
inferiores a 10% dos obtidos para as respectivas amostras, pelo que as correcgdes foram
desprezadas.

Outro controlo consistiu em verificar se existia lineraridade entre o tempo de incubagao
e a radioactividade incorporada. Na levedura em estudo, nas nossas condi¢des experimentais,
observou-se linearidade para os primeiros 10s de incorporagio do dcido radioactivo, pelo que,

todos os ensaios se realizaram em duplicado, usando 5 a 10s como tempo de incorporago.
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Foi ainda testada a proporcionalidade entre a concentracdo de biomassa e a

radioactividade incorporada.

Os resultados obtidos, depois de feita a conversdio, em cada contagem, entre dpm e
nmoles de dcido, através da actividade especifica da solugdo usada, foram expressos em
unidades de velocidade de transporte: n moles /s/mg peso seco.

7.2.1.6 - Controlo de "quenching"

Este controlo destinou-se a verificar se a presenga do filtro e/ou solugdes de células no
liquido de cintilagdo poderiam produzir "quenching” (absorcdo da radiagcdo emitida, ou
turvacdo) de forma que as leituras registadas ndo correspondem as emissdes reais. Como
controlo usaram-se frascos com liquido de cintila¢do contendo:

a) Membrana filtrante
b) Membrana filtrante € volume experimental da suspensdo de células

¢) Membrana filtrante, volume experimental da suspensdo de células e volume

experimental da solugdo radioactiva.

Em todas as leituras efectuadas, verificou-se que a contagem era insignificante e
idéntica na presenca da membrana e/ou células, pelo que nfo foi feita qualquer correcgdo nas
medicdes das amostras de nenhum ensaio experimental.

7.2.1.7 - Determinacdo dos pardmetros cinéticos de transporte

Os pardmetros cinéticos Vipax € K, foram estimados a partir das respectivas

representacdes de Lineweaver - Burk das velocidades iniciais de transporte do dcido em estudo.

7.2.2 - Condicdes experimentais utilizadas nos ensaios de crescimento

em meios com diferentes fontes de carbono
7.2.2.1 - Microrganismos

O microrganismo utilizado foi a estirpe Zygosaccharomyces bailii 1SA 1307.
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7.2.2.2 - Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados, foram os a seguir indicados:

» Meio mineral + glucose (0,2; 2,0; 10,0; 20,0 e 30,0%,p/v), pH 5,0
» Meio mineral + glucose (20,0 e 30,0%, p/v), pH 3,0

 Meio mineral + frutose 1,0 € 20,0% (p/v), pH 5,0

» Meio mineral + frutose 20,0% (p/v), pH 3.0

* Meio mineral + etanol 0,5% (p/v) + ac. acético 0,2% (v/v)+ glucose 0,2% (p/v), pH
4.5

» Meio mineral + ac. acético 0,3% (v/v) + glucose 1% (p/v), pH 3,5

» Meio mineral + ac. acético 0,5% (v/v) + glucose 0,2% (p/v), pH 4,5
» Meie mineral + ac. acético 0,05% (v/v) + glucose 0,5% (p/v), pH 4,5
» Meio mineral + ac. acético 0,1% (v/v) + glucose 0,5% (p/v), pH 4,5
» Meie mineral + ac. acético 0,5% (v/v) + glucose 0,5% (p/v), pH 4,5
» Meio mineral + etanol 0,5% (p/v) + glucose 0,2% (p/v), pH 4.5

» Meio mineral + ac. acético 0,3% (v/v) + frutose 1% (p/v), pH 3.5

7.2.2.3 - Quantificac@o do crescimento celular e doseamento de glucose,

etanol, dcido acético e glicerol no meio de cultura

O crescimento no meios referidos na secgdo 7.2.2.2., foi acompanhado por leituras de
D.O. a 640 nm.

A utilizagdo da glucose foi avaliada pelos respectivos doseamentos no meio
extracelular de acordo com os métodos analiticos no Apéndice III. O etanol, o dcido acético e
glicerol foram analisados por HPLC. Para tal, em intervalos de tempo regulares, durante as
vdrias fases de crescimento exponencial, as células foram removidas por centrifugagiio durante
um minuto a 8000 g, numa centrifuga de bancada Eppendorf e os respectivos sobrenadantes

foram congelados para doseamentos posteriores da glucose, etanol, glicerol e dcido acético.
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7.2.2.4 - Preparacido da amostra para injec¢do no HPLC

Ap6s descongelagio a amostra foi filtrada através de uma membrana Shodex DT de
0,45 pm. Em seguida, foi injectado na coluna, um volume de 25[11 de amostra.

7.2.2.5 - Condic¢des de trabalho com o HPLC

As condicdes de trabalho foram essencialmente as seguintes:

Cromatografo =~ Waters Millipore
Bomba Waters 501
Registador Waters 746
Refractometro  Waters R 401

Coluna Slodex Sugar SP 1010 Water Millipore
Pre-coluna IC Pack Water Millipore
Temperatura da coluna - 60° C

Fluxo: 1,0 ml min-!

Solvente - Hy SO4 0,01N

Atenuacdo - 8 X

Velocidade do papel - 1 mm min-!

Volume da amostra injectado - 25 pl

Ap6s injeccdo a seringa foi lavada com metanol a 50% (v/v)

7.2.2.6 - Identificacdo dos componentes na andlise por HPLC

A identificagdo foi efectuada por comparagdo dos tempos de retengdo dos
componentes. Em casos de divida, procedeu-se a adi¢do de uma certa quantidade do composto
em causa, na tentativa de observar um aumento na drea € na altura do pico inicial.

7.2.2.7 - Andlise quantitativa

A andlise quantitativa foi efectuada com base na drea dos picos de cada um dos

componentes.
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7.3 - Resultados

7.3.1 - Transporte do dcido acético e de outros dcidos
monocarboxilicos na levedura Zygosaccharomyces bailii

crescida num meio com 2% de glucose. Efeitos do etanol
7.3.1.1 - Transporte de dcido acético, na auséncia de etanol

A ocorréncia de alcalinizagio associada a entrada de dcido acético foi testada em células
de Zygosaccharomyces bailii 1SA 1307 provenientes de culturas em meio com glucose,
2%(p/v), pH 5.0. Conforme se mostra na figura 7.8 a adi¢@o de dcido acético a uma suspensdo
de células levemente tamponada foi acompanhada por uma alcalinizagdo resultante do
desaparecimento de protdes do meio extracelular. A figura 7.8 ilustra essas variagdes de pH
ap6s adigdo de dcido acético numa gama de concentragoes finais que variaram entre 0,075 e 1,0
mM. A partir do declive da parte inicial destas curvas de alcalinizag¢do calcularam-se as
velocidades iniciais de desaparecimento de protdes do meio extracelular expressas em nmoles
Ht/s/mg de peso seco (v), para cada uma das concentragdes de dcido estudadas. Estas
velocidades de entrada de H™, variaram com a concentragdo de dcido acético segundo uma
cinética de saturacido do tipo Michaelis-Menten, Fig. 7.9 (A). De facto, o grifico de
Lineweaver-Burk (1/V) em funcgdo de 1/[Acido acético] foi linear na gama de concentragio
experimental, Fig. 7.9 (A). Os valores dos pardmetros cinéticos do sistema de transporte do
dcido acético K, (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade inicial mdxima),
estimados pela extrapolagdo deste grifico de Lineweaver-Burk foram: K = 0,87 mM dcido

total € Vipax = 0,58 nmoles dcido total/s/mg peso seco.

A velocidade de entrada de dcido acético através da membrana plasmdtica foi
igualmente determinada pela utilizagdo do dcido acético radioactivo. Para as concentragdes
testadas a variagdo da quantidade de radioactividade incorporada nas c€lulas no intervalo de
tempo 0 - 10 s, foi linear. Os valores das velocidades iniciais de entrada de dcido acético
radioactivo (expressas em nmoles dcido acético total/s/mg peso seco), foram representadas em
funcio da concentragdo de dcido acético na figura 7.10 (A). A representacdo de Lineweaver-
Burk, isto é, os inversos das velocidades iniciais de transporte em fungdo do inverso das
concentragdes de dcido acético radioactivo foi linear, indicando que, nas condigdes referidas, o
mecanismo de entrada do dcido acético obedeceu a uma cinética de saturagio do tipo Michaelis-
Menten e que a entrada do dcido acético ocorreu por um mecanismo de transporte mediado,

provavelmente do tipo simporte com protdes.

A partir da extrapolacio do gréfico de Lineweaver-Burk foram obtidos os seguintes
valores para os pardmetros cinéticos do sistema: Ky = 1,10 mM dcido acético total e
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Vmax = 0,53 nmoles dcido acético total/s/mg peso seco. Estes valores sdo idénticos aos

estimados a partir da cinética de movimentos de protdes associados & entrada de dcido acético.

No sentido de reforcar a hipétese segundo a qual a entrada do acetato em Z. bailii é
mediada por um sistema de transporte, foram efectuados estudos sobre o efeito do dcido acético

frio na velocidade inicial de entrada do is6topo radioactivo.
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Fig. 7.8 - Registos da alcalinizagao extracelular correspondente a entrada do dcido acético em Z. bailii ISA
1307. A curva de alcalinizagdo foi iniciada pela adigiio dos volumes (ul) de dcido acético, 25 mM
indicados na figura a suspensdes de células provenientes de uma cultura em meio mineral e glucose
(2%, p/v). a pH 3,0. Os declives das tangentes a parte inicial do sinal permitiram calcular as

velocidades iniciais de movimento de protdes associadas & entrada do dcido.
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Fig. 7.9 - Cinética de entrada do 4cido acético em células de Z. bailii ISA 1307, a pH 5.0. medida pela,
velocidade inicial de movimento de protdes associada a entrada de dcido acético em fungiio da
concentragio de dcido acético: A, representagiio directa das velocidades iniciais de entrada em fungiio da

concentragdo de deido acético. A, representagiio de Lineweaver - Burk dos dados representados em A.
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Fig. 7.10 - Cinética de entrada do dcido acético em células de Z. bailii ISA 1307, a pH 5.0, medida pela
velocidade inicial de transporte do dcido acético radioactivo, em funcgio da concentragiio de 4dcido
acético: A, representacdo directa das velocidades iniciais de entrada em fungio da concentragio de

dcido acético. A|. representacio de Lineweaver - Burk dos dados representados em A.

Os valores experimentais obtidos para o inverso das velocidades iniciais 1/V foram
representados em graficos em fungio do inverso da concentragdo de dcido acético na figura
7.11. A figura mostra que para cada uma das concentragdes de dcido acético frio (3 e 6 mM)
testada a representacdo de Lineweaver-Burk, foi linear.
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Fig. 7.11 - Representagdes de Lineweaver - Burk das velocidades iniciais de transporte. pH 5.0, do dcido
acético radioactivo em células de Z. bailii ISA 1307, em fungio da concentragiio de dcido acético.
( @ ), na auséncia de dcido acético frio ( O ); na presenga de dcido acético frio 3mM; ( ® )

na presenca de dcido acético frio 6 mM.

Os valores de Ky, € V54 do sistema, correspondentes a cada concentragdo de dcido

acético frio ensaiada, estdo sumariados na tabela 7.2.

Tabela. 7.2

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte do dcido acético na presenga de dcido acético frio
(3e 6 mM) em Z. bailii ISA 1307, a26° C,apH 5,0.

Acido acético V max * Kmn*

frio (mM) (nmoles dcido total/s/mg peso seco) (mM 4cido total)
0 0,53 1,10
3 0,65 2,10
6 0,59 2,60

* Os valores aprescntados representam a média de experiéncias em triplicado.
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A andlise da tabela 7.2 indica que os valores experimentais obtidos para V., na
auséncia e na presenga de dcido acético frio foram semelhantes. Por sua vez, a afinidade do
sistema de transporte para o dcido, expressa pela constante de Michaelis-Menten aumentou a
medida que aumentou a concentragio de dcido no meio extracelular (Fig. 7.12). Trata-se de
uma inibigiio do tipo competitivo. O valor obtido para o kj (constante de inibigdo) a partir dos
dados da figura 7.12 foi de 3,6 mM.
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Fig. 7.12 - Variagfio da constante de Michaelis - Menten aparente, em funcio da concentragio de dcido acético.

Nestas condigdes, observamos também que outros dcidos monocarboxilicos
nomeadamente os dcidos pentandico, sérbico e benzdico, induziam alcalinizagdo extracelular
quando adicionados a suspensdo de células fracamente tamponada (pH 5,0). Os valores das
velocidades iniciais de movimento de protdes associadas a entrada dos dcidos pentandico,
sorbico e benzéico, estimados pelo declive da parte inicial do sinal de alcalinizagdo, foram
representados em grafico em fung¢do da concentracdo de dcido na figura 7.13. (A, B e O),
tendo-se observado uma cinética de saturacdo. Nesta figura os resultados estdo também sob a
forma de grdficos de Lineweaver-Burk. As figuras mostam que a relagdo 1/V em fungdo do
inverso da concentragio de dcido foi linear. Os valores estimados para Vipax € Km a partir da
extrapolagiio dos gréficos de Lineweaver-Burk na figura 7.13 (Aj, By e Cy) estdo sumariados
na tabela 7.3.
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Fig. 7.13 - Cinéticas de entrada de dcidos monocarboxilicos em células de Z. bailii ISA 1307 crescidas em

meio mineral com 2% (p/v) de glucose, a pH 5,0, medidas pelas velocidades iniciais de movimento

de protdes associadas a entrada de dcidos, em fungilo da concentragio de dcido: A. B e C,

representagoes directas das velocidades iniciais em funciio da concentragio de dcido pentanoico,

sOrbico e benzoico, respectivamente A|, B ¢ Cy, representages de Lineweaver - Burk dos dados

apresentados em A, B e C,
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Tabela 7.3

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte dos acidos monocarboxilicos em células de Z.
bailii 1SA 1307 crescidas num meio com glucose (2%, p/v) a 26° C, a pH 5,0, estimados pelas
velocidades de desaparecimento de protdes associadas & entrada dos dcidos.

Acido/H Vinax * Km*
(nmoles dcido total/s/mg peso seco) (mM 4cido total)

Acético 0,58 0,87

Pentanédico 0,28 0,65

Sérbico 0,50 0,99

Benzodico 0,22 0,82

* Os valores apresentados representam a média de experiéncias em triplicado.

Adicionalmente, nestas condigdes, fomos testar o efeito dos dcidos sérbico e benzdico
nas velocidades iniciais de entrada do dcido acético radioactivo. Os resultados obtidos mostram
que estes dcidos inibiram o transporte do dcido acético radioactivo, a pH 5.0, sendo no entanto
o tipo de inibi¢do ndo claramente competitiva. A figura 7.14 exemplifica os resultados obtidos
para o dcido sérbico. Deste modo, os resultados parecem indicar que estes dcidos ndo sdo
reconhecidos pelo simporte HY - acetato, e que por hipétese poderdo ser transportados por
outros sistemas de simporte com protdes. Estudos complementares serdo necessdrios para
elucidar tal hipétese. Por outro lado, os dcidos pirtivico, butirico, férmico, propiénico, mélico,
ldctico, succinico e citrico ndo induziram desaparecimento de protdes quando adicionados a uma
suspensao de células crescidas num meio com 2% (p/v) de glucose a pH 5.0.
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Fig. 7.14 - Representagoes de Lineweaver - Burk das velocidades iniciais de transporte, pH 5,0, do dcido
acético radioactivo em células de Z. bailii 1SA 1307 em fungfio da concentragiio de dcido acético
( @ ). na auséncia de dcidos monocarboxilicos; ( & ) na presen¢a de acido sérbico 6 mM; ( A )

na presenga de dcido sérbico 10 mM.

7.3.1.2 - Efeitos do etanol no transporte do dcido acético

Nesta sec¢do, com o objectivo fundamental de estudar os possiveis efeitos do etanol
na entrada de dcido acético na levedura Zygosaccharomyces bailii, foram realizadas experiéncias
de entrada de dcido [U - 14C) acético na presenca de etanol a diferentes concentragdes. Para tal,
foram utilizadas suspensoes de células provenientes de uma cultura crescida em meio mineral
com glucose a pH 5,0. Os ensaios foram efectuados a 26 C e a pH 5,0. Do mesmo modo que
se observou na secgdo 7.3.1.1., para a entrada do dcido acético na auséncia de dlcool, a
incorporacdo da radioactividade na presenca de etanol, variou linearmente com o tempo, no
intervalo 0 - 10 s.

A partir do declive de cada uma das rectas respeitantes & incorporacdo de
radioactividade, as diferentes concentragoes de dcido acético na auséncia e na presenca de trés
concentragoes de etanol, foram estimadas as velocidades iniciais de entrada. Os valores obtidos,
foram representados em fungio da concentracdo extracelular de dcido acético, na figura 7.15
(A). Tal como observamos na auséncia de dlcool, os grdficos dos inversos das velocidades
Iniciais de entrada do dcido acético radioactivo, em fungdo do inverso de concentracgio de dcido,
foram lineares, indicando que o mecanismo de entrada obedeceu a uma cinética de saturagio do
tipo Michaelis - Menten Fig 7.15 (A)).
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Fig. 7.15 - Representacoes, directa e de Lineweaver - Burk, das velocidades iniciais da entrada de dcido acético
radioactivo em Z. bailii ISA 1307, na auséncia e na presenga de etanol. Os niimeros indicam as

concentragdes de etanol (%. (p/v))

Os parimetros cinéticos do sistema de transporte (Vipax € Kpy), para cada uma das
diferentes concentragdes de etanol ensaiadas, foram calculados a partir dos respectivos graficos
das velocidades iniciais de 4cido [U - 14C] acético, tendo-se obtido os valores sumariados na
tabela 7.4.

Os resultados na tabela 7.4 mostram que o etanol inibiu significativamente a
capacidade do transporte do acetato, expressa pela velocidade inicial mdxima de entrada (Vmax)
acentuando-se o efeito inibitério com o aumento da concentracio de etanol no meio extracelular.
Contudo, a presenca de etanol pareceu ndo afectar a afinidade do sistema de transporte para o
acido acético, indicando a ocorréncia de uma inibi¢do do tipo ndo competitivo (Dixon e Webb,
1958).

Os valores relativos de Vyax. obtidos na auséncia e na presenga de etanol, foram
representados em grdfico semilogaritmico em fun¢ido da concentragdo de etanol no meio
extracelular na figura 7.16.
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Tabela 7.4

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte do dcido acético na presencga de etanol em
Z. bailii ISA 1307, a 26° C, a pH 5,0.

Etanol (M) Vmax Km
(nmoles 4cido total/s/mg peso seco)  (mM 4cido total)
0,00 0,53 0,95
1.08 0,39 1,20
1,70 0.31 1,30
2,60 0,20 1,06
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Fig. 7.16 - Grifico semilogaritmico das velocidades iniciais médximas relativas (%) da entrada de 4dcido acético

em Z. bailii ISA 1307, em fung¢iio da concentragio de etanol.

Os resultados apresentados nesta figura e de modo andlogo ao que foi observado para
0 efeito do etanol no transporte da glucose, aminodcidos e do amdnio em Saccharomyces
cerevisiae por Ledo (1983-a € b, 1985) indicam que a presenca de etanol no meio de cultura
inibiu exponencialmente a Vpax do transporte do dcido acético, sendo a cinética
subjacente os efeitos inibidores, expressa pela seguinte equacéo:

nV: =In ) iy

ax max

{(1.9)
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0 X y g :
onde Vma " representam as velocidades médximas de transporte obtidas

X

respectivamente, na auséncia e na presenca de etanol a concentragdo x; k é a constante
exponencial de inibi¢do, caracteristica para o etanol e Xy, a concentragiio minima de inibi¢do do
alcanol.

A partir do declive da recta experimental obtida para a variagdo da Vmax em fungéo da
concentragio de etanol, e de acordo com a equagdo 7.9, foi estimado o valor da constante
exponencial de inibigdo, k para o etanol. O valor obtido foi 0,37 1/mol. Como se pode observar
na figura 7.16 o valor da concentragio de etanol necessdria para produzir uma inibi¢io de 50%

de Viax (= %) foi 1,87 mol/l.

7.3.2 - Rastreio de movimento de protdes associados a entrada de
acidos fracos em Zygosaccharomyces bailii crescida em meios
com diferentes fontes de carbono

7.3.2.1 - Células crescidas com glucose ou com frutose

Utilizando a metodologia descrita anteriormente procedeu-se a pesquisa de movimento
de protdes associado 2 entrada de dcidos fracos em células crescidas em meio com 2,0% de
glucose e a pH 3,0. Nestas condi¢des de crescimento observaram-se sinais de alcalinizagdo
ap6s adicio de dcidos (acético, sérbico e benzdico) a suspensdes de células levemente
tamponadas a pH 5,0. Para cada um dos dcidos e numa gama experimental de concentra¢des
idéntica a utilizada na sec¢do anterior, as velocidades iniciais de desaparecimento de protdes
estimadas pela tangente a parte inicial da curva de alcalinizacdo, obedeceram a cinéticas de
satura¢do. A partir destes graficos que se encontram sumariados em Apéndice VII.1 (A, B e C)
e VIL.1 (A] By e Cy) obtiveram-se valores para os parimetros cinéticos, Ky € Vipax, que se
apresentam na tabela 7.5.

Do mesmo modo, procedeu-se a pesquisa de movimento de protdes associado a
entrada de dcidos em células provenientes de culturas em meio com glucose (10,0 e 15,0%) ou
com frutose (2,0 e 7.5%) como fonte de carbono e de energia e a pH 3,0. Os resultados
sumariados em Apéndice VII.2, VIL.3 e VII.4 foram em tudo andlogos aos acima descritos para
células crescidas na presenca de 2,0% de glucose. Em todos os casos e para cada um dos
dcidos testado observaram-se cinéticas de saturagdo para a variacdo das respectivas velocidades
iniciais de desaparecimento de protdes com a concentra¢do de dcido, a partir das quais se
estimaram os valores de Ky € Vinax que se encontram nas tabelas 7.5 e 7.6.
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Tabela 7.5.

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte dos dcidos monocarboxilicos em células de Z.
bailii ISA 1307 crescidas num meio com glucose, a 26° C, a pH 3,0, estimados pelas

velocidades de desaparecimento de protdes associadas a entrada dos dcidos.

Glucose Acido Vg Km*
(%, p/v) (nmoles dcido total/s/mg p. seco) (mM 4cido total)
Acético 0,21 0,64
2,0 Sérbico 0,22 0,64
Benzdico 0,18 0,56
10,0 Acético 0,28 0,81
15,0 Acético 0,15 1,10

*(Qs valores apresentados representam a média de experiéncias em triplicado.

Tabela 7.6.

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte dos dcidos monocarboxilicos em células de Z.
bailii ISA 1307, crescidas num meio com frutose, a 26° C, a pH 3,0, estimados pelas
velocidades de desaparecimento de protdes associadas a entrada dos dcidos.

Frutose Acido Vmax * Km*
(%, p/v) (nmoles dcido total/s/mg p. seco) (mM 4cido total)

2,0 Acético 0,18 0,62

Pentandico 0,33 0,68

Sérbico 0,40 0,61

Benzoico 0,16 0,67

7.5 Acético 0,11 0,95

* Qs valores apresentados representam a média de experiéncias em triplicado.
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7.3.2.2 - Células crescidas com dcido acético

A adic¢do dos dcidos acético, propidnico, férmico, butirico, pentandico, sérbico e
benzdico a uma suspensio de células crescidas num meio com 0,5% (v/v) de dcido acético
como Unica fonte de carbono e energia foi acompanhada pela observagdo de sinais de
alcalinizagdo. A velocidade de movimento de H' calculada pelo declive da parte inicial das
curvas de alcalinizagdo, variou com a concentragdo de dcido segundo uma cinética de Michaelis-
Menten Fig. 7.17 (A, B, C, D, E, F e G). A partir da extrapolagio de 1/V em fungio da
concentragdo 1/[dcido] calcularam-se para cada um dos dcidos ensaiados os valores dos
pardmetros Ky, € Vimax dos sistemas do transporte Fig 7.17 (A1, B, Cy, D1, Eq, F1 € Gy). Os
valores obtidos estdo resumidos na tabela 7.7.

Tabela 7.7

Pardmetros cinéticos do sistema de transporte dos dcidos monocarboxilicos em células de Z.
bailii 1SA 1307, crescidas num meio com dcido acético, a 26° C, a pH 5,0, estimados pelas

velocidades de desaparecimento de protdes associadas & entrada dos dcidos.

Acido acético  Acido Vinad K
(%, p/v) (nmoles dcido total/s/mg p. seco) (mM dcido total)
0,2 Acético 1,10 0,25
Acético 1,25 0,18
Propidnico 1,33 0,95
0,5 Férmico 1,96 1,50
Butirico 0,35 0,90
Pentandico 0,38 0,80
Sérbico 0,10 0,62
Benzdico 0,70 1,19
1,0 Acético 1,45 0,25
1,2 Acético 1,80 1,13

* Qs valores apresentados representam a média de experiéncias em triplicado.

A adigdo dos 4cidos pinivico, ldctico, médlico, succinico e citrico, a uma suspensdo de
células provenientes de uma cultura em meio com dcido acético nio foi acompanhada pela
observagdo de sinais de alcalinizagdo devida ao desaparecimento de protdes do meio de cultura.
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Fig. 7.17 - Cinéticas de entrada de dcidos monocarboxilicos em células de Z. bailii [SA 1307 crescidas ein meio mineral com 0,.5% (v/Av) de dcido acético, a pH 5,0, medidas peias velocidades iniciais de movimento de protdes associadas &

entrada dos dcidos: A, B, C, D, E, F, e G, representagdes directas das velocidades iniciais de entrada em fungdo da concentragio de dcido acético, propidnico, férmice, butirice, pentandico, sorbico ¢ benzoico,

respectivamente. Ay, By, Cy, Dy, Ey, F| e G, representagdes de Lineweaver - Burk dos dados representadosem A, B, C,D,E, Fe G.
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Adicionalmente nesta sec¢do foi testada a observagdo de movimento de protdes
associado a entrada do dcido acético em suspensoes de células crescidas num meio com 0,2,
1,0 e 1,2% (v/v) de dcido acético, a pH 5,0.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos estimados para células crescidas em meio
com 0,5% (v/v) de dcido acético, como se observa no Apéndice VILS. Os pardmetros cinéticos
do sistema foram calculados a partir das respectivas representagdes de Lineweaver-Burk no
Anexo VILS. Os resultados obtidos estdo sumariados na tabela 7.7.

A andlise destes resultados indica, que os valores de Ky, ndo foram significativamente
afectados pela concentragio de dcido acético no meio de crescimento. No entanto a capacidade
de transporte do dcido acético parece aumentar a medida que aumentamos a concentragio
extracelular de acetato no meio de crescimento. Esta conclusdo € sugerida pela observagio das
representagdes directas do movimento de protdes associado a entrada do dcido acético, em
fungdo da concentragio de dcido acético para concentragdes crescentes de dcido acético no meio
de cultura. Para confirmar esta suposi¢do seria necessdrio utilizar concentragdes de dcido
extracelular mais elevadas dado que conforme se pode observar, & medida que aumenta a

concentragdo de dcido no meio de crescimento, torna-se mais dificil visualizar a saturagdo.

7.3.2.3 - Células crescidas com outras fontes de carbono

Adicionalmente foi testada a ocorréncia de movimento de protdes associado a entrada
de dcidos monocarboxilicos em suspensdes de células crescidas num meio com etanol (0,5%,
p/v), glicerol (0,5%, v/v) e 4cido pirdvico (0,5%, v/v), a pH 5,0.

Os valores estimados para as velocidades iniciais de movimento de protdes associado a
entrada dos dcidos acético (A), propiénico (B), férmico (C), butirico (D), pentandico (E),
sérbico (F) e benzdico (G) obtidos nas células crescidas em meio com etanol, com glicerol e
com dcido pirtivico foram representados em grafico em fungdo da concentragio de dcido nos
Apéndices VIL.6, VIL7 e VILS, respectivamente. Nos mesmos Apéndices em gréficos de
Lineweaver-Burk resumimos também os resultados obtidos. Os valores dos pardmetros
cinéticos do sistema de transporte de cada um dos dcidos monocarboxilicos, nas vdrias
condigdes de crescimento estudadas estdo sumariados na tabela 7.8.

Por outro lado, os 4cidos pirivico, ldctico, succinico, citrico € mdlico, quando
adicionados a suspensdes de células crescidas num meio com etanol, dcido pirivico e glicerol
ndo induziram alcalinizagdo extracelular.
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Tabela 7.8
Pardmetros cinéticos do transporte dos dcidos monocarboxilicos estimados pelas velocidades iniciais do movimento de protdes associadas a

sua entrada em células de Z. bailii ISA 1307, crescidas em etanol 0,5% (p/v), glicerol 0,5% (v/v) e dcido pirivico 0,5% (v/v), a 26° C, a pH
5,0.

Fontes de carbono

Acido Etanol Glicerol Acido pirivico Etanol Glicerol Acido pirivico
Vinax Kp*
(nmoles 4dcido total/s/mg/p.seco) (mM é&cido total)
Acético 3,00 4,40 4,00 0,41 0,30 0,56
Propidnico 0,46 1,83 0,27 0,98 0,66 0,63
Formico 0,90 1,84 0,60 0,74 0,86 0,60
Butirico 0,42 0,17 1,10 1,40 0,79 1,17
Pentanéico 0,27 0,12 0,47 1,30 1,54 0,90
Sérbico 0,18 0,99 0,37 0,81 0,86 1,46
Benzoico 0,17 0,26 0,11 0,81 0,71 0,93

* Qs valores apresentados representam a média de experiéncias em triplicado.



7.3.3 - Crescimento de Zygosaccharomyces bailii em substratos
simples e mistos: quantificacdo de aciicares, dcidos fracos,
etanol e glicerol no meio

7.3.3.1 - Celulas crescidas num meio com dcido acético

No seguimento dos objectivos do presente trabalho foram efectuados ensaios preliminares
sobre a utilizagio de dcidos fracos na levedura em estudo. Observou-se que esta estirpe era
capaz de utilizar dcido acético como unica fonte de carbono e de energia. Por sua vez, os dcidos
ldctico, propidnico, férmico, butirico, pentanéico e sérbico ndo foram utilizados pela levedura
quando adicionados ao meio de cultura como tinica fonte de carbono e energia. No seguimento
destes resultados procedeu-se a realizagdo de experiéncias de crescimento em meios com vdrias
concentragoes de dcido acético, & temperatura de 25° C e pH 3,0 e 4,5. Na figura 7.18 (A e B)
apresentam-se graficos representativos da variag¢io da densidade éptica com o tempo nas vérias
condig¢oes referidas (meio suplementado com 4dcido a diferentes concentragdes, a pH 3,0 e 4,5,
respectivamente). Observou-se que a estirpe era capaz de crescimento a concentragoes de dcido
acético que variaram entre 0,2 e 1,5% (v/v),apH 4,5e 0,1 e 1,0% (v/v), a pH 3,0.

1 . L
g / t é‘/
1 A /‘ 1 B /l
) /0/. pH 3,0 7 -"</ pH 4,5
_ P i P
0/. -’./ A2 £ | -",.U’DQ’./
= ) o Qoo/ € JZI S
a o 0o o R g8 0—° A~
Q o geb-es—o a 3 PolRe A—— bt
[io] o ]
o o
o = -
"% % 2 & B & 3 T & B % & »
Tempo (h) Tempo (h)

Fig. 7.18 - Grdficos semilogaritmicos da variag¢io da densidade dptica com o tempo. em células de Z. bailii
ISA 1307 crescidas em meio mineral com virias concentragdes (v/v) de dcido acético, a 25°C, a pH

3.0 ¢ 4.5. Os nimeros indicam as concentragoes de dcido [%. (v/v)] utilizadas no meio extracelular.

~170 -



Aos dois valores de pH as principais diferengas traduziram-se nos valores encontrados
para as concentragoes mdximas de dcido permissiveis a crescimento (Xmax) € para os tempos de
dura¢do da fase de laténcia. Assim, ¢ conforme sumariado na tabela 7.9 e representado na
figura 7.18 os valores de Xax, expressos em termos de dcido total, diminuiram com o
abaixamento do pH, enquanto que, estes valores, quando expressos em concentracio de dcido
ndo dissociado, ndo variaram significativamente com o pH do meio. Adicionalmente observou-
se que, 0s valores de Xmax em Zygosaccharomyces bailii, foram significativamente superiores
aos descritos para Saccharomyces cerevisiae, nas mesmas condi¢des experimentais, conforme
se apresenta na tabela 7.9. Assim, por exemplo a pH 3,0, o valor da concentragdo de 4cido

méxima permissivel a crescimento em Z. bailii, foi o dobro da obtida em S. cerevisiae.

Tabela 7.9

Valores das concentragdes mdximas de dcido acético permissiveis a crescimento (Xpax) em Z.

bailii, comparativamente com S. cerevisiae.

Xmax (%, VIV)

PHext Acido acético total Acido acético nio dissociado
Z. bailii S. cerevisiae @) Z. bailii S. cerevisiae @)

3,0 1,0 0,5 0,95 0,49

4,5 1,5 0,7 0,97 0,45

a) Valores retirados de Cardoso (1994)

7.3.3.2 - Células crescidas num meio com glucose, a pH 5,0

Nas condi¢des experimentais definidas na secgdo 7.2.2 fizemos doseamentos do
etanol, glicerol e dcido acético por HPLC, em suspensoes de células de Zygosaccharomyces
bailii 1SA 1307, provenientes de culturas em meio mineral com diferentes concentragdes de
glucose (0,2; 2,0; 10,0; 20,0 e 30,0%, p/v), a 26° C, pH 5,0. A figura 7.19 apresenta

cromatogramas representativos dos resultados obtidos.
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Fig. 7.19 - Registo dos ensaios cromatograficos por HPLC. em sobrenadantes de culturas de Z. bailii 1SA
1307: A. com 2% (p/v) de glucose; B, com 10.0% (p/v) de glucose. Os dois primeiros picos do

cromatograma niio foram identificados.

Os valores estimados, para as vdrias condigdes experimentais testadas, foram
representados em grafico em fungdo do tempo na figura 7.20 (A, B, C, D e E). Da andlise
destes resultados verifica-se, que para todas as concentragdes de glucose ensaiadas, durante a
fase exponencial de crescimento da levedura em estudo, a glucose foi utilizada, total ou
parcialmente, dependendo da sua concentra¢do no meio extracelular, com produgio de etanol,
de dcido acético e de glicerol, no entanto a producdo dos ués ultimos compostos apenas ocorreu
para concentra¢des em glucose superiores a 0,2% (p/v). A utilizagdo da glucose bem como a

acumulagdo de dcido acético, de etanol e de glicerol ao longo do tempo foi linear. Para
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concentragdes de glucose superiores ou iguais a 2,0% (p/v) o dcido acético produziu-se quer
durante a fase de crescimento exponencial, quer durante a fase estaciondria, sendo, no entanto,
a concentragdo final de dcido produzido baixa, da ordem dos 0,110; 0,122 € 0,129% (v/v) num
meio, respectivamente. com 10,0; 20,0 e 30,0 % (p/v) de glucose. O etanol e o glicerol apenas
se produziram durante a fase estaciondria de crescimento para concentragoes de glucose
superiores a 2,0 %, como se pode observar na figura 7.20 (C, D e E).

Adicionalmente, observou-se que para concentragdes em glucose até 10,0 % (p/v) as
concentracgdes de etanol e glicerol produzidos a partir da glucose durante a fase exponencial de
crescimento aumentaram a medida que aumentamos a concentragdo de agticar no meio de
crescimento. Para concentragdes de agticar superiores a 10,0 % (p/v) a producio destes

compostos ndo variou significativamente.

Por outro lado, observou-se que o crescimento de Z. bailii num meio mineral com
2,0% (p/v) de glucose como fonte de carbono e energia apresentou duas fases consecutivas
caracteristicas de crescimento bifdsico. A 1°* fase correspondeu essencialmente a utilizagdo da
glucose e a produgio de dcido acético, etanol e glicerol. Ap6s exaustio do agicar observou-se

uma 2* fase de crescimento exponencial correspondente ao metabolismo do etanol e do glicerol.

7.3.3.3 - Células crescidas num meio com glucose, a pH 3,0

De forma andloga ao descrito na secc¢do anterior fomos também estudar a utilizacio da
glucose em células de Zygosaccharomyces bailii crescidas num meio mineral com glucose
(20,0 e 30,0 %), a pH 3,0. Na figura 7.21 apresentam-se grificos semilogaritmicos
representativos da variacdo da densidade optica (D.O. 640nm) com o tempo, nas condigoes
experimentais referidas. Adicionalmente, nesta figura estio representados em grifico os valores
das concentracdes dos virios substratos resultantes da utilizacdo da glucose, bem como os
valores da concentragio de glucose, em fungdo do tempo.

Da andlise dos resultados verifica-se, um aumento linear da utilizagfio da glucose
durante a fase de crescimento exponencial, sendo no entanto, o consumo deste agicar
incompleto. Com efeito, o valor da glucose residual foi de 2.8 e de 3,4% (p/v),

respectivamente, num meio com 20,0 e 30,0% (p/v) de glucose.

Durante a fase de crescimento exponencial a produgdo de etanol e de glicerol aumentou
linearmente com o tempo, sendo, no entanto durante a fase estaciondria a acumulagdo destes
compostos mais baixa. Por sua vez, a produco de dcido acético aumentou linearmente com o
tempo, durante o periodo em que decorreu o estudo, embora, a concentragao final de dcido
produzido tenha sido baixa. Com efeito, os valores obtidos para o dcido acético final foram de
0,10 e 0,11% (v/v) respectivamente, num meio com 20,0 e 30,0% (p/v) de glucose.
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Fig. 7.21 - Crescimento de Z. bailii 1SA 1307. a pH 3.0 num meio mineral com: A, glucose (20,0, p/v); B,
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p/v): (B ), concentragio de etanol (%. p/v): { A& ), concentragio de glicerol (%, v/v); ( 8 )

concentragio de dcido acético (%, viv).
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Por outro lado, de forma andloga ao que foi verificado a pH 5,0 observou-se que, para
as concentragdes de glucose estudadas (20 € 30%, p/v) a pH 3.0 a concentrag@o final dos
metabolitos resultantes da utilizagdo da glucose ndo variou significativamente com a
concentragao de glucose no meio de crescimento.

7.3.3.4 - Células crescidas num meio com frutose, a pH 5,0

Nesta seccio e utilizando a metodologia descrita anteriormente fomos quantificar os
produtos resultantes da utilizagdo da frutose em células de Zygosaccharomyces bailii crescidas
num meio com 1 e 20,0 % (p/v) de frutose, a pH 5,0. Os resultados obtidos foram
representados em gréfico em fungdo do tempo na figura 7.22.

A andlise da figura indica que, o crescimento de Z. bailii num meio com 1% (p/v) de
frutose apresentou duas fases consecutivas. No inicio da primeira fase observou-se a produgio
de 4cido acético e etanol, provavelmente a partir do metabolismo da frutose. A utilizagdo do
etanol iniciou-se no final desta 1* fase de crescimento aparentemente, em simultdneo com a
utilizagdo da frutose. A 2* fase exponencial de crescimento ocorreu provavelmente, apds
exaustdo da frutose do meio extracelular, correspondendo a utilizagdo do etanol com produgio
de dcido acético. A concentragiio final de dcido acético produzido foi baixa, da ordem dos
0,06% (v/v).

Células crescidas em meio com 20,0 % (p/v) de frutose, durante a fase exponencial de
crescimento produziram dcido acético, etanol e glicerol. A produgdo destes compostos variou
linearmente com o tempo. Durante a fase estaciondria continuou a observar-se a produgio
simultinea dos trés substratos, sendo, no entanto, a quantidade de etanol e glicerol produzida
relativamente baixa quando comparada com a observada durante a fase exponencial de
crescimento. Por outro lado, observou-se que a produgdo de dcido acético foi baixa, quer
durante a fase de crescimento exponencial, quer durante a fase estaciondria, e semelhante a

obtida em células crescidas num meio com glucose.
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7.3.3.5 -

Células crescidas num meio com frutose, a pH 3,0

Adicionalmente fomos quantificar os produtos resultantes da utilizagdo da frutose em células de

Zygosaccharomyces bailii crescidas num meio com 20,0 % (p/v) de frutose, a pH 3,0. Os

resultados experimentais obtidos, encontram-se representados na figura 7.23. Verificou-se que,

nestas condi¢des, durante a fase exponencial de crescimento, a levedura em estudo produziu

dcido acético, etanol e glicerol. Durante a fase estaciondria continuou a observar-se a produgio

simultinea dos 3 compostos. No entanto, a produg¢do de dcido acético nas fases exponencial e

estaciondria do crescimento foi idéntica, enquanto que a producio de etanol e glicerol na iltima

fase foi menos acentuada do que na primeira. De forma andloga ao verificado anteriormente

constatou-se que, nestas condi¢des a concentragdo final de dcido acético formado foi baixa

(0,096%, v/v) e que os produtos resultantes do metabolismo do agiicar também ndo foram

utilizados por Z. bailli como fonte de carbono e de energia.
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7.3.3.6 - Células crescidas com fontes de carbono mistas
* Glucose e dcido acético

De modo a testar a hipétese da levedura Zvgosaccharomyces bailii metabolizar em
simultineo a glucose e o dcido acético fomos quantificar a utilizacio destes compostos em
suspensoes de células crescidas num meio contendo uma mistura de glucose (0,5%, p/v) e
dcido acético a diferentes concentragdes (0,05: 0.1 e 0,5%,v/v), a pH 4,5 e 4 temperatura de
26°C.

Os resultados obtidos estdo sumariados na figura 7.24. Nesta figura foram também
representados, em grafico semilogaritmico e linear, respectivamente, os valores obtidos para a
variagdo da densidade dptica ao longo do tempo e os valores determinados para o consumo da
glucose em funcdo do tempo.

A andlise da figura indica que, nas nossas condi¢des experimentais o crescimento de
Z. bailii foi bifdsico. No inicio da 1* fase, o crescimento estava associado ao consumo
simultineo da glucose e do dcido acético com a acumulagdo de etanol e de glicerol. No final
desta fase para além da glucose e do dcido acético foram também utilizados o etanol e o glicerol
produzidos. Apés exaustdo do agicar do meio, ocorreu uma 2° fase correspondente a utilizagdo
integral do dcido acético, do etanol e do glicerol.

Na figura 7.25 (A e B) foram representados os resultados experimentais obtidos em
células de Z. bailii crescidas num meio com 0,3% (v/v) de dcido acético e 1,0% (p/v) de
glucose (A), a pH 3.5 e num meio com glucose 0,2% (p/v) suplementado com 0.5% (v/v) de
dcido acético, a pH 4,5 (B).

Os resultados apresentados nesta figura, foram idénticos aos obtidos anteriormente, ou
seja, utilizacdo simultanea da glucose e do dcido acético no inicio da 1* fase exponencial de
crescimento, reforcando a ideia de que em Z. bailii na presenca de glucose a utilizagio do dcido
acético, ndo estd sujeita a repressao.
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Fig. 7.25 - Crescimento de Z. bailii 1SA 1307, a pH 3.5 ¢ 4.5, respectivamente em meio mineral com

glucose (1,0, p/v) ¢ dcido acélico (0.3%. v/v) (A) e em meio mineral com glucose (0.2%, p/v) e
dcido acético (0,5%. v/v) (B). ( ®© ). densidade celular (D.0.640nm): ( © ). concentragio de
slucose (%, p/v): (1 ). concentragdo de etanol (%, p/v); ( A ), concentracio de glicerol (%. v/v);

(B ). concentrigiio de dcido acético (%. v/v).
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» Frutose e acido acético

Adicionalmente foi avaliada a utilizagdo da frutose na presenca de dcido acético num
meio contendo uma mistura de 0,3% (v/v) de dcido acético e 1,0% (p/v) de frutose, a pH 3,5.
Os resultados obtidos, nestas condi¢des experimentais estdo representados na figura 7.26, onde
adicionalmente se apresentam os resultados estimados para a varia¢do da densidade éptica
(D.O. 640nm) com o tempo. De forma anéloga ao observado para as células crescidas num
meio com glucose e dcido acético, verificou-se que o crescimento de Zygosaccharomyces bailii
foi bifdsico. Durante o inicio da 1? fase de crescimento exponencial, apesar de ndo termos
quantificado o consumo da frutose, provavelmente, este agtcar foi utilizado em simultdneo com
o dcido acético com producio de etanol e glicerol. Na parte final desta fase observou-se a

utilizacdo conjunta da frutose, dcido acético, etanol e glicerol.

Apés exaustdo da frutose, o dcido acético, o etanol e o glicerol residuais foram
utilizados integralmente num 2° perfodo de crescimento exponencial.
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Fig. 7.26 - Crescimento de Z. bailii 1SA 1307, a pH 3,5 emm meio mineral com frutose (1,0%, p/v) ¢ dcido
acético (0.3%. v/v). ( e ). densidade celular (D.0.640nm); ( O ), concentragiio de etanol (%,

p/v): (A ). concentragio de glicerol (%, v/v): ( @ ), concentragiio de dcido acético (%, v/v).
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» Glucose e etanol

Fomos também avaliar a utiliza¢do da glucose na presenca de etanol num meio com
0,2% (p/v) de glucose suplementado com etanol (0,5%, p/v), a pH 4,5 € a temperatura de 26°
C, de acordo com a metodologia descrita anteriormente. Na figura 7.27 apresentamos os

resultados experimentais obtidos, bem como os valores determinados para a densidade 6ptica

ao longo do tempo. Nestas condi¢des, a curva de crescimento apresentou duas fases distintas.

A uma primeira fase de crescimento exponencial, correspondente a utilizacao exclusiva da

glucose como fonte de carbono e energia, seguiu-se, imediatamente apés esgotamento da

glucose, uma segunda fase de crescimento exponencial, em que a levedura utilizou o etanol

como fonte de carbono e de energia.

Adicionalmente, verificou-se que os valores das concentragdes de glucose e de etanol

consumidos ao longo do tempo, quando representados em gréfico variaram linearmente com o

tempo.

¥ T |
-4

I |

o

L
~—
p—

tal 111
L]

(e) D-O- 640 nm

L TR
g

o 1

Tempo (h)

(o) [Etanoll (%, p/v)

(o) [Glucosel (%,p/v)

Fig. 7.27 - Crescimento de Z. bailii 1SA 1307, a pH 4.5 em meio mineral com glucose (0.2%, p/v) ¢ etanol

(0.5%, p/v) ( @ } densidade celular (D.0.640nm); ( © ). concentragho de glucose (%, p/v); ( O ),

concentracgdo de etanol (%. p/v): ( A ). concentragio de glicerol (%, v/v): ( B

dcido acético (%. v/v).
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» Glucose, etanol e acido acético

De forma andloga foram também realizadas experi€ncias com células provenientes de
uma cultura em meio contendo uma mistura de glucose (0,5%, p/v), etanol (0,5%, p/v) e dcido
acético (0,2%.,v/v) apH 4,5,a T = 26" C. Os resultados obtidos encontram-se representados na
figura 7.28. Nestas condig¢bes a glucose o etanol e o 4cido acético foram utilizados em
simultineo no inicio da 1* fase exponencial do crescimento, com produgdo essencialmente de
glicerol. Na parte final do 1° periodo de crescimento exponencial para além da glucose, dcido
acético e etanol foi também utilizado o glicerol. A 2* fase de crescimento exponencial ocorreu
apds exaustdo da glucose do meio extracelular e do glicerol produzido e correspondeu a
utilizac@o integral do dcido acético e do etanol.
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Fig. 7.28 - Crescimento de Z. baifii 1SA 1307, a pH 4,5 em meio mineral com glucose (0.5%. p/v). etanol
(0.5%, p/v) e dcido acético (0.2%. v/v). (e ). densidade celular (D.0.640nm); (© ). concentragio de
glucose (%. p/v); (O ), concentracio de etanol (%. p/v); ( A ). concentragio de glicerol (%. v/v):

( m ).concentracdo de dcido acético (%, v/v).
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7.4 - Discussio

7.4.1 - Transporte de dacido acético em Zygosaccharomyces bailii.
Efeitos do etanol

Os resultados apresentados neste capitulo, indicaram que na levedura
Zygosaccharomyces bailii, nas nossas condigdes experimentais, a entrada do acetato para a
célula obedeceu a um mecanismo de transporte mediado provavelmente um mecanismo de
transporte activo secunddrio do tipo simporte com H*. Esta hipédtese foi apoiada pelas seguintes
evidéncias experimentais:

+ Observagio de uma cinética de saturagdo do tipo Michaelis-Menten subjacente &
entrada de dcido acético radioactivo.

» Observagdo de alcalinizagdo do meio extracelular associada a adiciio de dcido, a
suspensdes de células, sendo a variacdo das velocidades iniciais de
desaparecimento de protdes do meio extracelular com concentracdo de 4cido
também expressa por uma cinética de saturagéo.

» Inibi¢@o competitiva pelo dcido acético frio (3,0 € 6,0 mM), Kj = 3,6 mM.
» Inibi¢do ndo competitiva pelo etanol.

De acordo com os dados na literatura (ver ref. na introdug@o), em vdrias espécies de
leveduras, os sistemas de transporte mediados, presentes para a forma aniénica dos dcidos
fracos s@o indutivos. Adicionalmente, os transportadores ¢/ou o metabolismo intracelular do
dcido estdo sujeitos a repressdo catabdlica pela glucose. Assim, nestas leveduras, quando
crescidas num meio com glucose, o dcido acético e outros dcidos fracos atravessam a membrana
plasmadtica, na forma ndo dissociada, por um mecanismo de difusdao simples. Se o pH
extracelular € mais baixo do que o pH intracelular, o dcido dissociar-se-d com a possivel
acumulacio da forma aniénica associada a abaixamento do pH intracelular, podendo ocorrer
efeitos toxicos. Para o caso de Z. bailii, foi observado um comportamento diferente. Quando a
levedura foi crescida num meio com glucose ou frutose, observou-se actividade de um
transportador para o acetato.

Por outro lado, verificou-se que a presenca de etanol no meio extracelular conduziu a
uma inibi¢do ndo competitiva sobre o transporte do dcido acético. Além disso a capacidade de
transporte do dcido acético diminuiu exponencialmente com a concentragdo de etanol. Estes
resultados foram idénticos aos descritos para os efeitos inibitérios do etanol sobre o transporte
do dcido madlico e glucose em Schizosaccharomyces pombe (Sousa et al., 1992) bem como da

glucose, de aminodcidos e do aménio, em Saccharomyces cerevisiae (Ledo e van Uden, 1983-
ae b; 1985).
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Por outro lado, nas nossas condigdes experimentais (células crescidas num meio com
glucose como tnica fonte de energia e carbono) os dcidos sérbico e benzdico inibiram o
transporte do dcido acético a pH 5,0. No entanto, o tipo de inibi¢do ndo foi claramente
competitiva.

7.4.2 - Rastreio de protoes associado a entrada de dcidos fracos

Na sequéncia dos resultados obtidos sobre o transporte de acetato em células crescidas
num meio com 2% de glucose, e como primeira abordagem a possivel elucidagdo dos
mecanismos de regula¢do do transporte de dcidos fracos em Zygosaccharomyces bailii,
procedeu-se a um rastreio de ocorréncia de movimento de protdes associados ao seu transporte
utilizando suspensoes de células provenientes de culturas com diferentes fontes de carbono. As
situacdes testadas e conforme se descreve na secc¢fo dos resultados, foram desde crescimento
em meio com glucose (2,0-15,0%, p/v) ou frutose (2,0 e 7,5%,p/v) passando por meio com
dcido acético ou pirtivico até meio com glicerol ou etanol, como fonte de carbono e de energia.
No seu conjunto, os resultados poder-se-do interpretar como indicativos da presenga de
possiveis sistemas de transporte, do tipo simporte com protdes para a entrada da forma anidnica
dos dcidos. No entanto, estudos complementares e aprofundados sobre a cinética e energética
de transporte, serdo obviamente necessdrios para consubstanciar tal hipdtese. Como tem sido
frequentemente descrito na literatura, no caso particular de dcidos fracos, a simples ocorréncia
de sinais de alcalinizagdo associados a entrada do dcido, ndo pode constituir prova definitiva da
presenca de um mecanismo de simporte com protdes para a forma anidnica do dcido. Com
efeito, a entrada da forma ndo dissociada por difusdo facilitada, poderd igualmente dar origem a
alcalinizagdo do meio extracelular devido, ndo a entrada de protdes acoplada ao transporte, mas
sim ao reestabelecimento do equilibrio quimico alterado pela entrada do dcido (para uma
discussdo aprofundada ver por exemplo Cdssio et a/, 1993).

7.4.3 - Crescimento de Zygosaccharomyces bailii em substratos simples
(dcido acético ou agicares) e mistos (aglicares e dcido acético
e/lou etanol)

Quanto a utilizagdo de dcidos fracos, observou-se que a estirpe em estudo era capaz de
utilizar dcido acético como tinica fonte de carbono e de energia. Por sua vez, os dcidos ldctico,
propiénico, butirico, pentanéico e sérbico ndo foram utilizados pela levedura quando
adicionados ao meio de cultura como tnica fonte de carbono e energia.
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Quanto a utilizagdo de agticares, verificou-se que células de Zvgosaccharomyces bailii
crescidas em meio mineral com vitaminas com vdrias concentragoes de glucose como fonte de
energia e carbono, a pH 3,0 e 5.0, a glucose foi utilizada total ou parcialmente, dependendo da
sua concentragdo no meio de crescimento com produgdo essencialmente de etanol e glicerol. A
acumulacdo de dcido acético foi muito baixa, quer durante a fase de crescimento exponencial.

quer durante a fase estaciondria, e idéntica para os dois valores de pH.

Nas nossas condi¢des experimentais, para cada uma das concentragoes de glucose
estudadas. a variacdo do pH de crescimento ndo se traduziu numa variagdo significativa da
concentragdo dos metabolitos produzidos. Estes resultados nio sio em tudo andlogos aos
previamente descritos para 13 espécies de Saccharomyces cerevisiae, por Radler (1993) em
que, a concentragio de dcido acético resultante da utilizacdo da glucose, dependeu do pH: a
valores de pH abaixo de 3.2 e superiores a 4,0, verificou-se o estimulo da producio de acetato.
Adicionalmente, verificou-se que para concentragdes em glucose até 10,0% (p/v) a acumulaglio
de etanol, glicerol e dcido acético aumentava, a medida que a concentragdo de aglicar aumentava
no meio extracelular. No entanto, para concentragdes de agticar mais elevadas, a produgio

destes compostos niio variou significativamente com a concentragdo extracelular de glucose.

Células crescidas em meio mineral com frutose a diferentes concentragdes, a pH
extracelular 3,0 e 5,0 durante a fase de crescimento exponencial produziram principalmente
etanol e glicerol.

Por outro lado observou-se que, o valor da taxa especifica de crescimento ndo variou
significativamente com o pH do meio, nem com o agticar utilizado como fonte de energia e
carbono. As principais diferengas observadas com a variagio do agucar utilizado como fonte de
carbono e energia, traduziram-se nos valores encontrados para as concentragoes de etanol e
glicerol produzidos. Assim, por exemplo, para o caso do etanol, a concentra¢do a pH 3,0 num
meio com glucose (20,0%), p/v) foi cerca de metade da obtida para as c€lulas crescidas em
meio mineral com frutose (20,0%, p/v), ao mesmo valor de pH.

O crescimento de Z. bailii num meio mineral com 2,0% (p/v) de glucose, a pH 5,0 foi
bifdsico. No inicio da 1? fase observou-se a utilizagdo do agticar associada a produgio de dcido
acético, de etanol e de glicerol. No final desta fase o dcido acético, o etanol e o glicerol foram
utilizados simultaneamente com a glucose. A 2* fase de crescimento exponencial iniciou-se
imediatamente a seguir a exaustio dos agicares do meio. estando associada ao metabolismo do
dcido acético, do etanol e do glicerol. Comportamento semelhante foi observado em cé€lulas
crescidas num meio com 1% (p/v) de frutose, a pH 3.5, no entanto, neste caso ndo se observou
produgdo de glicerol durante o 1° periodo de crescimento exponencial. A ndo ocorréncia da 2*

fase de crescimento para concentragdes de glucose ou frutose no meio de crescimento elevadas
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(superiores a 10,0%, p/v), pensamos poder atribuir-se ao facto da concentragio residual de
agucar (>2,2%) ser suficientemente elevada, podendo conduzir a inibi¢do das enzimas da

respiracdo, impedindo a utiliza¢do do dcido acético do etanol e do glicerol.

Células de Z. bailii crescidas num meio mineral contendo uma mistura de glucose a
diferentes concentragdes e dcido acético a vdrias concentragdes, a pH 3,5 e 4,5, apresentaram
duas fases exponenciais distintas de crescimento. A glucose e o dcido acético foram
consumidos simultaneamente durante o inicio da 1* fase com produgio de etanol e glicerol. Os
tltimos substratos comegaram a ser utilizados em simultdneo com a glucose € com o dcido no
final desta 1* fase exponencial de crescimento. Apés exaustdo do agticar do meio ocorreu a 2*
fase de crescimento associada a utiliza¢do exclusiva do dcido acético, do etanol e do glicerol.
Resultados idénticos foram obtidos em suspensdes de células crescidas em meio mineral com
1,0% (p/v) de frutose e dcido acético (0,3%, v/v), a pH 3,5.

Num meio com glucose (0,2%, p/v) e etanol (0,5%, p/v) observaram-se duas fases
consecutivas caracteristicas de crescimento bifdsico. Durante a 1* fase de crescimento foi
utilizada, exclusivamente, a glucose, sendo o 2? periodo correspondente 2 assimilagdo de etanol
que ocorreu imediatamente apds consumo da glucose do meio.

Quando o crescimento ocorreu num meio mineral com glucose (0,5%, p/v), etanol
(0,5%, p/v) e dcido acético (0,2%, v/v) observaram-se igualmente duas fases de crescimento
exponencial. No inicio do 1° periodo a glucose e o dcido acético foram metabolizados
simultaneamente com a produgdo essencialmente de glicerol. No final desta fase observou-se a
utilizagao da glucose, do dcido acético, do etanol e do glicerol, em simultineo. Ap6s consumo
total da glucose extracelular e do glicerol produzido iniciou-se um 22 periodo correspondente i
utilizacdo do dcido acético e do etanol.
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CAPITULO 8

CONSIDERACOES FINAISD

No ambito do presente trabalho de tese foram desenvolvidos estudos tendo como
objectivo principal contribuir para a elucidacio de possiveis mecanismos subjacentes a presenga
da levedura Zygosaccharomyces bailii em ambientes extremos. Muito em particular, foram
considerados meios dcidos com etanol, como os presentes em produtos alimentares e bebidas,
seleccionando-se, como referéncia, a levedura Saccharomyces cerevisiae que habitualmente
nido sobrevive a tais ambientes extremos. Dada a vastiddo do tema, foram fundamentalmente
desenvolvidos estudos sobre os efeitos toxicos de dcidos orgédnicos fracos, na presenca e
auséncia de etanol, na actividade metabdlica da levedura. Nesta perspectiva, uma parte
considerdvel do trabalho incluiu estudos ao nivel da resposta da populacio celular & presenca
destes compostos, em termos de crescimento, morte celular, respiragao/fermentacio da glucose,
pH intracelular e sua correlagdo com a morte celular. Uma dltima vertente do trabalho
contemplou estudos sobre a utilizagdo de dcidos fracos, na presenga e auséncia de agticares,

incluindo abordagens preliminares sobre o transporte membranar dos dcidos.

No que diz respeito ao crescimento observou-se que, numa gama de temperaturas
compreendia entre 20 e 39° C, a presenca de qualquer um dos dcidos estudados (acético,
propidnico, butirico, pentandico e sérbico) ou de etanol induzia efeitos negativos sobre a taxa
especifica do crescimento, que se acentuava com a concentragdo de dcido e/ou etanol no meio de
crescimento. A dependéncia dos efeitos observados com a temperatura traduziu-se basicamente
num deslocar das temperaturas, Optima e mdxima, caracteristicas da estirpe em estudo, para
valores mais baixos. Por sua vez, a adaptacdo das células ao dcido acético ndo se traduziu, de
uma forma global, num aumento significativo da tolerincia de Z. bailii aos dcidos. No entanto,
para o caso do dcido sérbico foram encontradas diferencas significativas entre células adaptadas
e ndo adaptadas. Com efeito, a adaptacdo ao dcido sérbico traduziu-se numa diminui¢do do
valor da constante exponencial de inibi¢do do crescimento bem como, num aumento das

concentragdes minimas e necessdrias para reduzir em 50% a taxa especifica do crescimento.

D Ao longo do texto deste capitulo nio se introduziram referéncias bibliograficas quando. para efeitos de andlise
comparativas, se referiram trabalhos de outros autores dado que. em todos os casos, se tratava de estudos ja
referenciados na apresentacio dos respectivos capitulos.
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Estes resultados obtidos em Z. bailii, de um modo global qualitativamente andlogos
aos descritos para S. cerevisiae foram, no entanto, em termos quantitativos distintos. tendo sido
os efeltos inibitérios significativamente inferiores. De um modo sistemdtico, observou-se que
os valores das concentragdes de dcido ou de etanol minimas necessdrias para induzir efeitos
inibitdrios mensurdveis na taxa especifica do crescimento foram mais elevados para Z. bailii, do
que para S. cerevisiae. Além disso, a toxicidade dos dcidos. a temperatura constante e quando
expressa pelo parametro constante exponencial de inibicdo do crescimento. foi do mesmo modo

muito mais baixa em Z. bailii.

No que diz respeito aos estudos de viabilidade celular foram testados os efeitos dos
acidos e do etanol em células crescidas num meio com glucose. Nestas condi¢cdes de
crescimento, os ensaios de morte celular foram conduzidos quer a temperaturas elevadas,
tipicamente associadas a ocorréncia de morte térmica, quer a temperaturas intermédias e baixas
que, em §. cerevisiae, tem sido associadas a ocorréncia de morte celular de baixa entalpia na
presenca de dcidos ou de etanol. Os resultados obtidos em Z. bailii mostraram que a presenga
destes compostos ne meio extracelular induzia efeitos estimuladores na morte celular que,

basicamente, foram expressos por:

« graficos de Arrhenius das taxas especificas de morte na presenca de concentracoes
crescentes de dcido ou etanol, constituindo uma tGnica familia de rectas paralelas entre
si; o valor de AH* (entalpia de activagio da morte celular) ndo foi significativamente
afectado pela presenca de qualquer um dos compostos em estudo, mantendo-se num

valor aproximadamente igual ao da morte térmica na auséncia de dcido ou etanol;

* 0s efeitos toxicos reflectiram-se exclusivamente nos valores de AS* (entropia de
activagio da morte celular) que, para cada um dos compostos, aumentou linearmente
com a sua concentracdo extracelular; a partir do declive de cada uma das rectas e de
acordo com a equagdo respeitante 4 respectiva cinética, foi possivel estimar o valor
do coeficiente entrépico na fase aquosa, caracteristico de cada um dos compostos e
que traduziu o grau de toxicidade de cada um deles em termos de efeitos negativos

sobre a perda de viabilidade celular;

e em condigdes isotérmicas, e em toda a gama experimental de temperaturas, a
presenga de dcidos ou de etanol estimulou a morte celular para cada um dos
compostos, acima da respectiva concentracdo minima de estimulagdo, o efeito

aumentou exponencialmente com a sua concentracio extracelular;

os valores das constantes exponenciais de estimulagfio de cada um dos dcidos e do
etanol, estimados a partir do declive das respectivas rectas experimentais das

experiéncias de morte conduzidas em condicdes isotérmicas, foram independentes da
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temperatura e andlogos aos valores obtidos para os coeficientes entrépicos na fase
aquosa: além disso. observou-se que os valores das constantes estavam directamente
correlacionados com a lipossolubilidade dos compostos aumentando com o
respectivo coeficiente de repartigiio lipido/tampio:

experiéncias de morte na presenca de dcidos, a temperatura constante e a diferentes
valores de pH, indicaram que o efeito estimulador era dependente do pH exuracelular
quando as concentracdes de dcido eram expressas em dcido total. No entanto,
quando as mesmas foram expressas em dcido nio dissociado, os efeitos
estimuladores nio diferiram significativamente para os diferentes valores de pH

experimentais;

ndo foi observada ocorréncia de morte de baixa entalpia, isto €, morte a remperaturas
intermédias e baixas caracterizada por valores de AH* muito mais baixos do que os

da morte térmica;

* no que diz respeito aos efeitos conjuntos de dcido acético e sérbico na presenga de
etanol, ndo foram observados efeitos estimuladores significativos do etanol sobre a

morte induzida pelos dcidos.

Como conclusio global, e no que diz respeito aos estudos de viabilidade celular, os
resultados indicaram que o etanol e os dcidos estudados afectaram negativamente a viabilidade
celular. Em todos os casos e tal como descrito para S. cerevisiae as cinéticas de estimulagdo
foram exponenciais e os efeitos dependentes da lipossolubilidade dos compostos. No entanto,
quando se comparam, em ambas as leveduras, os valores absolutos obtidos, para os parametros
utilizados para expressar a toxicidade dos compostos, de novo se verificou que os efeitos foram
muito menos pronunciados em Z. bailii do que em S. cerevisiae. Com efeito, conforme se
pode constatar dos resultados no capitulo 3, os valores das concentracdes minimas
estimuladoras de morte obtidos para cada um dos dcidos e etanol foram superiores aos descritos
para S. cerevisiae. Por sua vez, os valores das constantes exponenciais de estimulagio foram

muito mais baixos em Z. bailii.

No seguimento dos objectivos do presente trabalho de tese, os estudos prosseguiram
no sentido de elucidar os efeitos dos dcidos na taxa de fermentagio e respiragao da glucose.
Numa primeira abordagem observou-se que, em termos do metabolismo da glucose, a estirpe
de Z. bailii em estudo era capaz de respirar e fermentar a glucose, sendo o peso relativo de cada
um dos processos de 25 e 75%, respectivamente. Por outro lado, observou-se que, a
temperatura € pH constantes, a adi¢do de dcidos ou de etanol ao meio extracelular era

acompanhada por efeitos negativos nas taxas de fermentacio e de respira¢io acentuando-se os
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efeitos com a concentragiio extracelular do dcido ou do etanol. De um modo andlogo ao descrito
para a morte celular, em ambos os casos, respiracdo ou fermentacdo. os efeitos inibitdrios
foram expressos por cinéticas exponenciais, a partir das quais se estimaram os valores das
respectivas constantes exponenciais de inibi¢do. Em termos comparativos com o
comportamento de S. cerevisiae verificou-se que a resposta da fermentacio a presenca de etanol
extracelular, expressa pela constante exponencial de inibi¢do, foi idéntica em ambas as
leveduras. Por outro lado, no que diz respeito ao efeito do dcido acético, o valor da constante
exponencial de inibi¢do da fermentagdo encontrado para Z. bailii, foi significativamente inferior
ao descrito para S. cerevisiae. Observou-se ainda, que o etanol estimulava levemente os efeitos
inibitérios induzidos pelos dcidos acético e sdrbico na fermentaciio ou respiragdo. Estes efeitos
estimuladores do etanol foram cerca de metade dos descritos para S. cerevisiae. Os resultados
indicaram ainda que a fermentacio da glucose ndo era significativamente afectada por
concentragdes de dcidos para as quais o crescimento era completamente inibido, indicando que a
fermentacdo € menos sensivel do que o crescimento aos efeitos negativos daqueles agentes

toxicos, conforme jd descrito para outras leveduras.

Uma outra vertente do trabalho incidiu na elucidagdo da resposta de Z. bailii a
presenca de dcidos em termos de acidificacdo intracelular. Basicamente. e tomando como
referéncia os resultados apresentados no capitulo 5 observou-se que, a 25° C, a presenca de
dcido acético ou pentandico no meio extracelular ndo atectava o valor do pH intracelular, para
concentragoes experimentais que induziram acidificagdo significativa do citosol em §.
cerevisiae. Acidificagdo mensurdvel, em Z. bailii, somente ocorreu a concentragdes de dcido
muito mais elevadas. Adicionalmente, ndo foi encontrada em Z. builii correlagio entre o
abaixamento do pH intracelular e o estimulo de morte celular induzidos pelos dcidos acético e
pentandico, em condi¢des isotérmicas, na gama de temperaturas tipicas de ocorréncia de morte
celular de baixa entalpia em S. cerevisiae. Do mesmo modo, a andlise comparativa dos efeitos
do dcido acético no pH intracelular com os observados na fermenta¢do, indicou auséncia de
correlagdo entre os efeitos inibidores sobre a fermentagdo e os estimuladores da acidificagdo do
citosol. Os resultados parecem assim indicar que a acidificagdo intracelular ndo estard
directamente associada aos efeitos negativos induzidos pelos dcidos quer na fermentagdo, quer
na morte celular de Z. bailii.

Quando os resultados sdo analisados de uma forma global, € possivel concluir que, em
Z. bailii, todos os processos estudados e referidos nos pardgrafos anteriores, foram afectados
negativamente pelos dcidos e etanol de uma maneira exponencial, que pode ser expressa pela
seguinte expressdo geral:

+k(X- Xm)

Cx=Cpe (8.1)
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em que Cp e Cx sdo as constantes de velocidade do processo, respectivamente, na
auséncia e presenca de dcido ou etanol na concentracio X: Xy € a concentragciio minima acima
da qual os efeitos foram mensurdveis e k € a constante exponencial caractertistica do agente
toxico. O sinal de k serd positivo ou negativo, conforme os efeitos induzidos sdo estimuladores
ou inibidores. No primeiro caso situaram-se os efeitos induzidos na morte térmica e na
acidificagdo do citosol, e no segundo os efeitos inibidores induzidos no crescimento celular e na
fermentagdo e respiracdo da glucose. Este comportamento foi, em termos cinéticos, em tudo
andlogo ao previamente descrito para S. cerevisiae e para o qual foi originalmente proposta
uma equacdo do tipo da eq. 8.1, conforme referido e discutido ao longo dos capitulos desta tese
respeitantes a apresentacao destes resultados. Conforme se pode observar de forma resumida e
comparativa na tabela 8.1. A diferenca fundamental residiu nos valores absolutos obtidos para
Xin € para a constante k. Em Z. Dbailii, os valores da constante k foram. de um modo geral e
sistematicamente inferiores aos descritos para S. cerevisiae. Por sua vez os valores de Xy,
foram superiores em Z. bailii, e ao contrdrio do descrito para a levedura S. cerevisiae.
verificou-se que concentragdes de etanol e/ou de dcido acético, idénticas as usualmente
presentes na maioria das fermentacdes alcodlicas ou as de dcido acé€tico permissiveis para a
maioria dos produtos alimentares, nio afectam significativamente os diferentes processos
metabdlicos estudados. Adicionalmente, e neste caso de um modo idéntico ao descrito para S.
cerevisiae, observou-se que em todos os processos estudados, a constante exponencial de
inibi¢io ou de estimulagio dos dcidos estava correlacionada positivamente com o respectivo
coeficiente de repartigdo lipido/tampdo, reforcando o envolvimento da forma ndo dissociada do
dcido nos efeitos negativos observados e sugerindo as regides hidrofébicas das membranas

como alvos de ac¢do dos dcidos.

Na parte final deste trabalho de tese, foram desenvolvidos estudos respeitantes ao
transporte ¢ utilizagdo de dcidos orginicos fracos em Z. bailii ISA 1307. No que diz respelito &
utilizagdo e metabolismo dos dcidos pela levedura, numa primeira série de experiéncias
observou-se que, entre os dcidos estudados, ldctico, sérbico, benzdico, propidnico, férmico e
acético, apenas o tltimo era utilizado pela estirpe em estudo, como tnica fonte de carbono e de
energia. Por outro lado, a estirpe em estudo, quando crescida num meio com glucose (0.2; 2,0;
10,0; 20,0 e 30,0%, p/v) ou frutose (20,0%, p/v) como tnica fonte de carbono e energia, a pH
3,0 e 5,0, evidenciou capacidade de utilizagiio de qualquer um dos agticares com produgdo,
essencialmente, de etanol e de glicerol, sendo. no entanto, a producio de dcido acético
insignificante, quer durante a fase exponencial quer durante a fase estaciondria de crescimento.
Além disso, os valores das taxas especificas do crescimento nio variaram significativamente

com o pH do meio nem o agtcar utilizado. As principais diferencas observadas traduziram-se
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Resumo das constanies exponenciais de inibigio/estimulagiio e das concentragdes minimas inibitérias/estimulatérias de dcidos fracos ¢ do
etanol nos virios processos estudados em Z. bailii, a difcrentes valores ptl, comparativamente com S. cerevisiae.

Constante do processo (1/mel) Xinin (mM)
Processo pH Etanol/Acido fraco Z_ bailii S. cerevisiae Z. bailii S, cerevisiae
Efanol 1.20 140 900.00 869,00}
Acético
células nio adaptadas 12,78 184 41 67,00 16,60
células adaptadas 10,09 — 67,00 —
Propidnico
células nfo adaptadas 22,80 176,29 16,00 T80
Crescimento 4,00 Bulirico
células niio adaptadas 4247 249,55 9,04 0.93
Pentandico
Y células niio adapiadas 116,64 130008 2,50 0.685
Sorbico
células ndo adapiadas 281,73 1684,15 2,00 0,00
células adaptadas 215.07 3.600 —
4,00 Etanol 2,00 262-282 i —
3.00 Acético
células nio adaptadas 19,00 84,55 - 14,42 * =
células adaptadas 14,10 — 3 —
4.00 Acético
células nao adaptadas 13,00 — ¥ —
células adaptadas 10,25 - * —
2,00 Propidnico
células niio adapladas 26,00 46.30 * =
Morte 3.00 Butirico
células nio adaptadas 36,00 69,95 »
3.00 Pentandico
células nfio adaptadas 106.00 21590 " —
4.00 Sdrbico
células nio adanadas 232,00 S11.00 * =
celulas adaptadas 147 .58 * —
4.00 Acético + etanol (37%)
célulng niio adaptdas IR.50 — . e
células adaptadas 13,90 - * =
4.00 Sarbico + clanol (8%)
células niio adapladas 264,57 —F * —_
cClulas adaptadas 171,43 — th
Acidificagio 3.50 Acélico
intracelular células nio adaptadas 0,79 17.50 333.10 19987
Pentandico
células nio adaptadas 344 30,00 34.00 97.90
350 Acético 922 32,08 100,00 10,000}
Acético + etanol (10%) 11,00 61,75 10,00 0.00
4.50 Acélico 6,00 3491 120,00 20,00
Acético -+ ctanol (10%) 7.20 55,13 20.00 5.00
5,50 Acético 4,40 10,20 240,00 50,00
Acético + etanol (10%) 5,20 16,04 160,00 10,00
Fermentagio®! 3,50 Sorbico 300,00 0.50 -
Sarbico + etanol (109%) 461,00 — 0.00 --
4.50 Sdrbico 183.70 — 3,50 -
Sdrbico + etanol (109%) 27230 — 2,00 —
3,50 Saorbico 84.50 — 6,20 —
Sérbico + etanol (109%) 110,00 = 3.00 —
3.50 Acético 11,01 — 150,00
Acético + etanol (10%) 13,80 — 10,00 —
4.50 Acélico 0.10 B 180,00
Acélico + etanol (10%) 10.50 — 45,00 —
3.50 Acélico 5.90 — 300,00 —
Acélico + ctanol (10%) 7.10 — 200,00 —
Respiragio®)  3.50 Sérbico 11372 — 1.50 -
Sdrbico + ctanol (109) 16345 — 0.00 —
4.50 Sdrbico 84,10 — 3,80 -
Sdrbico + etinol (105%) 131,60 1,00 —
5,50 Sorbico 40,80 — 8,00 -
Sdrbico + etanol (10%:) 58,00 — 3,00 —

nd - nio determmado

a) valores retirados de Cardoso (199:4)

b) valores retirados de Pampulha (1989)

¢) todas as experiéncias respeitantes i fermentagio ¢ respiragiio foram realizadas com células provenientes de wm meio de cultura com 2% (pfv) de glucose - ¢élulas ndo
adaptadas



nos valores encontrados para as concentragdes de etanol e glicerol. Em células crescidas num
meio com frutose os valores das concentragdes daqueles metabolitos foram cerca do dobro dos
obtidos nas culturas com glucose. Adicionalmente, nas nossas condi¢des experimentais, o
crescimento de Z. bailii num meio contendo uma mistura de glucose (0,2 € 0,5%, p/v) e dcido
acético (concentracdes que variaram entre 0,01 e 0,5%, v/v) ou frutose (1,0%, p/v)e dcido
acético (0,3%, v/v), a pH 4,5 e 3.5, apresentaram duas fases exponenciais distintas. Durante a
primeira fase, observou-se um consumo simultineo do agticar e do dcido acético sendo a
segunda fase correspondente ao esgotamento do dcido acético em simultineo com a utilizagio
do etanol e glicerol produzidos durante a 1? fase de crescimento. Do mesmo modo, o
crescimento da levedura num meio com uma mistura de glucose (0,5%, p/v), etanol (0,5%,
p/v) e dcido acético (0,2%, v/v), foi bifdsico. A glucose, o etanol e o dcido acético foram
utilizados simultineamente durante a 1* fase com producio de essencialmente de glicerol. Apds
a exaustdo do acucar no meio e do glicerol produzido ocorreu o 2° periodo de crescimento
correspondente & completa assimilagdo do dcido acético associada ao consumo do etanol.
Comportamento andlogo fol observado em células crescidas num meio contendo uma mistura
de glucose (0,2%, p/v) e etanol (0,5%, p/v). Neste caso, durante a 1* fase de crescimento foi
utilizada exclusivamente a glucose, sendo o 22 perfodo correspondente & assimilagdo do etanol

que ocorreu imediatamente apds consumo da glucose do meio.

Por outro lado, o crescimento de Z. bailii num meio com 2,0% (p/v) de glucose foi
bifdsico. A uma 1* fase de crescimento exponencial, correspondente & utilizagdo da glucose
como fonte de carbono e de energia, seguiu-se imediatamente apds esgotamento da glucose,
uma segunda fase de crescimento exponencial, em que a levedura utilizou o etanol, o dcido
acético e o glicerol como fonte de carbono e de energia. Para concentragdes de glucose elevadas
(10,0; 20,0 e 30,0%, p/v) ndo ocorreu segunda fase de crescimento exponencial, possivelmente
devido a concentragio residual de agicar (superior a 2,2%, p/v) ser suficientemente elevada
podendo conduzir & inibi¢do das enzimas da respirag¢do, impedindo assim, a utilizagido do
etanol, do dcido acético e do glicerol.

De acordo com os dados da literatura e conforme referido ao longo deste trabalho de
tese, em vdrias espécies de leveduras, incluindo S. cerevisiae, o transporte e metabolismo de
dcidos fracos estfio sujeitos a repressdo catabdlica pela glucose. Nestas leveduras, quando
crescidas num meio com glucose, verifica-se que a membrana plasmadtica é ainda permedvel a
forma nao dissociada do dcido que a atravessa por difusdo simples. Se o valor de pH
extracelular for mais baixo do que o intracelular, o dcido, uma vez no interior da célula,
dissociar-se-d, e na auséncia de um transportador para o efluxo do anido, acumular-se-4 em
funcdo do ApH. Poderd entdo ocorrer acidificagdo do citosol associada a posteriores efeitos
negativos na actividade metabdlica da levedura. No caso de Z. bailii e de acordo com 08 nossos
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resultados, uma situagdo bem diferente parece ocorrer. Assim, células desta levedura crescidas
num meio com glucose ou frutose como (nica fonte de carbono e de energia, a pH 5.0
revelaram actividade para um sistema de transporte mediado para o acetato, cujo comportamento
foi consistente com um mecanismo de simporte com H*. Resultados preliminares mostraram
também que o transporte de dcido acético radioactivo ndo era inibido competitivamente pelos
dcidos sorbico e benzdico, indicando que muito provavelmente estes dois dcidos ndo utilizam o
mesmo transportador. Do mesmo modo, os dcidos propidnico, férmico e butirico
aparentemente ndo foram reconhecidos pelo transportador do acetato. Serdo, no entanto,
necessdrios estudos complementares para a elucidagio deste transportador presente em células
crescidas num meio com glucose e aparentemente exibindo elevada especificidade para o
acetato. Cé€lulas crescidas em meio com 4cido acético, pirdvico, etanol ou glicerol evidenciaram
também actividade para um sistema de transporte mediado para dcidos fracos cujo
comportamento foi igualmente consistente com o envolvimento de um simporte com protdes
para a forma anidnica dos dcidos. A especificidade deste transportador foi, no entanto, mais
alargada. sendo capaz de reconhecer, para além de acetato, outros monocarboxilatos como
propionato, formato e butirato.

Como conclusdo final, pensamos que os estudos desenvolvidos ao longo desta tese
poderdo contribuir para a compreensido de alguns dos mecanismos subjacentes a elevada
resisténcia de Z. bailii a meios dcidos com etanol. Estudos adicionais serdo, no entanto,
necessdrios para aprofundar muitos dos aspectos e hipdteses formuladas na sequéncia dos
resultados obtidos. Muito em particular, os estudos sobre o transporte transmembranar de
dcidos orgénicos fracos realizados no dmbito desta tese deverdo ser considerados preliminares
sendo necessdrias abordagens complementares sobre a natureza e regula¢@o dos sistemas de
transporte. E, no entanto, de referir que a presenga de sistemas de transporte mediados para o
acetato em c€lulas de Z. bailii, crescidas num meio com glucose, poderd constituir uma forma
de controlo da concentragdo intracelular de dcido e portanto um modo de proteccio para a célula
contra possiveis efeitos téxicos do dcido. Por outro lado, foi ainda possivel observar que a
presenca de etanol no meio extracelular iniba a capacidade de transporte de acetato, expressa
pela sua velociodade inicial mdxima de entrada, aumentando o efeito inibidor com a
concentra¢do extracelular do dlcool. Aparentemente, o etanol parece assim constituir um meio
adicional de proteccdo para as células de Z. bailii, em meios dcidos, inibindo a sua entrada e por
consequéncia diminuindo os possiveis efeitos téxicos do dcido sobre a levedura. Estes
resultados associados a ocorréncia de metabolismo do dcido na presenga de agticares poderdo
estar correlacionados com a elevada resisténcia evidenciada por Z. bailii, a ambientes
habitualmente adversos a outras leveduras como S. cerevisiae nas quais o transporte do acetato

e o seu metabolismo estdo sujeitos a repressdo catabélica pela glucose. No futuro e na
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sequéncia dos nossos estudos torna-se particularmente importante aprofundar e avaliar tal
possibilidade de correlagio entre a presenga na membrana plasmadtica de sistemas de transporte
mediados para dcidos em Z. bailii e a sua capacidade de sobreviver a meios dcidos.

Por dltimo, consideramos que as abordagens de indole fisiol6gico e bioquimica
desenvolvidas ao longo desta tese, para além da sua importancia na elucidagdo dos mecanismos
subjacentes ao comportamento da levedura Z. bailii em meios dcidos com etanol, poderio
constituir uma base sélida para futuros trabalhos no dominio da genética. Muito em particular,
no seguimento dos nossos resultados e extrapolando para S. cerevisiae, poder-se-d postular que
a optimizagdo de fermentagdo alcodlicas conduzidas por esta levedura, poderd passar pela
obtengdo de estirpes de S. cerevisiae, manipuladas geneticamente, capazes de transportar e
metabolizar acetato na presenca de glucose. Tal poderd passar pela clonagem do gene
responsdvel pela proteina transportadora do acetato e sua expressdo constitutiva em S.
cerevisiae. De acordo com os nossos resultados obtidos na levedura Z. baillii (modelo de
elevada resisténcia as condigdes presentes em fermentagdes alcodlicas) e com as hipoteses
formuladas no seu seguimento, serd de prever que tais estirpes de S. cerevisiae venham a
evidenciar resisténcia mais elevada a meios dcidos com etanol, como sdo os que habitualmente
estdo presentes no processo final de vinhos.
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Apéndice I

COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

Nesta sec¢io serdo descritos os meios de cultura utilizados nesta tese, e apresentados
com a designagdo atribuida no texto.

Meio de cultura para manutencio

As leveduras utilizadas neste trabalho foram mantidas, no laboratério, a 17° C em
tubos de meio inclinado para manuten¢do (meio M solidificado), com a seguinte composicio:

Glucose (BDH) .....oiuueiiniiiiiiiineiinneiinseianseinnns 2,0% (p/v)
Peptong (LIH00): 15 curanssenos snnmsss sntheanans s i 1,0% (p/v)
Extracto de levedura (Difco) ......ccoeviiiviineeiineennnn. 0,5% (p/v)
Agar (Difco).vieiiiiii e e, 2,0% (p/v)
Agua desmineralizada...................oovvueiuiiineeeennn. q.b

O meio foi inicialmente liquefeito no autoclave durante 5 minutos (£ 5 ml/tubo),
seguindo-se a esterilizagdo no autoclave a 1 atmosfera durante 25 minutos. Apds esterilizacao, o
meio foi deixado solidificar, inclinando os tubos cerca de 10° C.

Este meio foi também utilizado para contagem de coldnias em placa, nas experiéncias
de morte. O meio com a composi¢do descrita anteriormente, foi esterilizado em autoclave,
durante 25 minutos, a 1 atmosfera e depois vertido em placas de petri estéreis.

Meios de cultura para crescimento

Nas experiéncias efectuadas nos capitulos 2,3 e 4 foi usado um meio liquido com a
mesma composi¢do que o meio utilizado em placas de petri para contagem de coldnias nas
experiéncias de morte, com a diferenga que ndo conteve agar. Este meio € designado no texto
por meio M liquido especificando-se, para cada caso em particular, a fonte de carbono utilizada.
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As suspensdes de c€lulas utilizadas nos ensaios experimentais efectuados nos
capitulos 6 e 7 foram preparadas a partir de culturas em meio mineral completo. Este meio de
cultura, descrito por van Uden (1967) era constituido por meio mineral base solugio de
vitaminas, solugdo de oligoelementos A, solugdo de oligoelementos B e pela fonte de carbono,

com a seguinte composicao:

(NHg)2 SOs4 (Merck) .o eeeieiieeieeeieeeeeeeienanen 0,5 (p/v)

KHp POg (Merck)............coovvviiiiiiiiniciiceciiiieeen, 0,5 (p/v)

M Sz THa IMEClS <ussmassnmmnnss ssusssnasssmsmnis 0,05 (p/v)

Cl 042 2H20 (Merck - pré-andlysi)...... 0,0132% (p/v) (dissolvido, separadamente)
Fonte d 8aPeno .« ussommsssmssses T r—— (ver Tab. L.1)

Agua desmineralizada..............cooveeieiiieireieireneeeen, q.b.

De acordo com o tipo de ensaio, foram adicionados ao meio base diferentes fontes de
carbono conforme descrito na tabela .1,

— Solucio de oligoelementos A

Hg Bl (Merfk).wmissmsonmmipssssaissstmmssss 1,0% (p/v)
Y Tl opmsoiisiminsssihasmmmrmemsnmss sesarom s st 0,2% (p/v)
Nay Mo Q4. 2H20 (M&B)....ccoeeeeveeeeeeiieiirereeeaaens 0,4% (p/v)
Agua desmineralizada......................coovviiuvenreeee.. q-b.

— Solucdo de oligoelementos B

Cu S04, SHIO MM & B) vt iiinerrmammmrmansnsnnasssssmmsessios 0,08% (p/v)
Fe Clg. GH30 [MRIeK iisiiinamsssstimanmmmmmbisssssissiions 0,4% (p/v)
Mn 504, 4 HoD (MEIEK)iis...onisiissssomensserssssasmsiasns 0,8% (p/v)
Zn 80 T Bl (Merel) o cvaimms. isssindissmimmasmemmins 0,8% (p/v)
Agua desmineralizada................oeeeeiveeeeeeiiiiinnnns q.b.

— Solugao de vitaminas
Biattinn IBP oo ospmnpmnmmusin s semisaiis s vssaias 0,001% (p/v)

Pantotenato de cdlcio (Merck)....ccoooeivereeniieirinrnraniens 0,08% (p/v)
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Mio-inositol (BDH) ... 4.0% (p/v)

Migeina [ Merek).osmmmemmsmssiossmsammmemsmssmsies 0.16% (p/v)
Hidreelereto de Tiaming (SIEME)  uqem comoins sow oo swomonsons 0,16 (p/v)
Hidrocloreto de Piidoxing (BDH) v cvvssinesasis sevsm wes 0,16% (p/v)
Agua desmineralizada...................coo b

As solugdes de vitaminas e oligoelementos foram preparados em concentragio dez
vezes superior a concentragdo final pretendida e esterilizadas em separado por filtragdo em

filtros de amianto.
Tabela 1.1

Fontes de carbono utilizadas nos vdrios meios de cultura

Fonte de carbono Concentragdo pH
Glucose Concentracoes indicadas no texto Valores indicados no texto
Frutose Concentra¢oes indicadas no texto Valores indicados no texto
Acido acético Concentracdes indicadas no texto Valores indicados no texto
Acido pirivico 0,5% (v/v) 5.0
Etanol 0,5% (p/v) 5,0
Glicerol 0.5% (v/v) 5.0

Quando a fonte de carbono era wn dcido orginico imediatamente a seguir a adi¢do do
dcido, o pH do meio era pré-ajustado ao valor desejado, pela adicio de uma solugdo de NaOH
(10 M) ou HCI (1M), sendo depois esterilizado por autoclavagem a 1 atmosfera durante 25

minutos.

Quando a fonte de carbono era um agticar, preparamos separadamente uma solugdo de
glucose com uma concentragio dez vezes superior a4 concentracio final pretendida no meio.
Apds esterilizagdo em autoclave a pressdo de 1 atmosfera durante 25' era adicionada, em
condi¢des de assépsia. ao meio base. previamente esterializado por autoclavagem. No caso do
etanol e do glicerol. estes torma adicionados assepticamente ao meio base previamnte
esterilizado. O meio mineral completo era suplementado, em condi¢des de assepsia, com as

solugdes de vitaminas e oligoelementos A e B numa concentra¢lo de 0,05% (v/v).
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Apéndice I1

ESTIMATIVAS DA BIOMASSA PELA DETERMINACAO DO PESO
SECO

Para quantificacdo da biomassa presente foi utilizado o método de determinacdo do
peso seco. O peso seco expresso em mg/ml foi determinado colocando um volume conhecido
da suspensdo de células (20 ou 100 pl) numa membrana Sartorius Type 11306, com didmetro
de poro de 0,45 um, previamente pesada. Posteriormente, esta fol submetida a secagem numa
estufa a 80° C até peso constante (aproximadamente 24 horas) e pesada novamente.
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Apéndice III

DOSEAMENTO DA GLUCOSE (METODO DA GLUCOSE -
OXIDASE/PEROXIDASE).

Trata-se de urm método enzimdtico, especifico para a glucose. Em presenca da enzima
glucose-oxidade (GOD) a glucose € oxidada a dcido glucénico, com produgdo simultinea de
peréxido de hidrogénio.

CeH1206 + O2 + H2O GOD CeH1207+Hp On (IT1.1)

Pela acc¢io do enzima peroxidase (POD), o peréxido de hidrogénio formado vai oxidar
0 2,2' - azino-bis (3 - etilbenzotiazolina - 6 - sulfonato) de diamoénio (ABTS) dando origem a

um composto de cor verde azulada.
Hy O + ABTS POD composto corado +2H, O (IIL 2)

A concentragdo do composto corado formado € proporcional & concentracdo de glucose
presente.

Reagentes:

Reagentes para o doseamento de glucose fornecido pela Boehringer Mannheim
GmbHe e que contém:

— Tampdo fosfato (100 mM, pH =7,0)
-GOD
—-POD

—ABTS (1 mg/ml)

Técnica:

Adicionar a 0,5 ml de amostra (concentragio de glucose entre 5 e 60 mg/l) 2,5 ml do
reagente Boehringer. Agitar suavemente. Incubar durante 35 minutos & temperatura ambiente €
ler a absorvancia a 560 nm contra um branco preparado em idénticas condigdes mas utilizando

0,5 ml de d4gua como amostra . Tragar uma curva de calibragdo para concentragdes entre 5 e 60

mg/l.
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Apéndice 1V

COMPOSICAO DO LIQUIDO DE CINTILACAO

O liquido de cintilagdo utilizado tinha a seguinte composicdo (Hash, 1972):

DIASERIBNG UNIOTUIY o s oo e s s mamins e e S w31t 10% (p/v)
(FPCYY 235 - difsniioxdzale (BDED.oummsminmmmmmmnnes 0,7% (p/v)
(POPOP) (1,4 - di - 2- (5 - feniloxazolilbenzeno) (Merck)......... 0,03% (p/v)
Dioxano (Merck)......... T S — q.b.

O liquido de cintilagdo foi mantido a temperatura ambiente num frasco pipetador ao
abrigo do ar.
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Apéndice V

PARAMETROS DE ACTIVACAO DA MORTE TERMICA: DEDUCAO

DAS EQUACOES SEGUNDO A TEORIA DAS TAXAS ABSOLUTAS
DE REACCAQ

a) Consideremos uma reac¢do quimica simples:

A B
(V.1)

A velocidade desta reac¢do no sentido 1, v, pode ser expressa em termos de
desaparecimento de A ou aparecimento de B, para um intervalo de tempo t:

dA dB
V=—E= E (V.Z)

Por seu lado, a velocidade da reaccdo € proporcional & concentragdo dos reagentes:
v=k[A] (V.3)

sendo k a constante de velocidade. Deste modo, podem ser definidas as constantes kj
e ka, de acordo com:

(V.4)

Arrhenius demonstrou que esta constante de velocidade de uma reacgdo aumenta

exponencialmente com o inverso da temperatura absoluta (T), com base na equagao:

k=A e (V.5)

em que R € a constante dos gases perfeitos, E a "energia de activa¢o”, A uma
constante empirica e T a temperatura absoluta, a que se realiza a reac¢do.

Aplicando logaritmos:

E
Ink=InA - RT (V.6)

esta equagdo € formalmente equivalente a equagio de Van't Hoff:

~204 -



AS0  AHO 1
I kq="g" - R T Ce)
em que Keg € a constante de equilibrio de uma reac¢iio, SO ¢ HY as suas entropia e
entalpia padrdo. Esta relacao termodindmica exprime a forma como a reac¢do quimica depende
da temperatura.

A semelhanca entre as equagdes (V. 5) e (V. 6) tem um significado fisico explicito. De
acordo com a teoria das taxas absolutas de reac¢do (Johnson et al., 1954) para analisar a

reac¢io quimica (V. 1) parte-se dos seguintes pressupostos:

a) A transformacdo das espécies A na B passa através da forma activada A#*
(complexo activado). A diferenca de energia livre entre uma mole de A* e uma mole de A, no
respectivo estado padrio é AG* — energia livre de activagao.

b) As espécies quimicas A e A¥ estdo sempre em equilibrio:

A=
ks = % (V.8)
Esta keq estd relacionada com a energia de activagdo AG* pela equagio:
AG* = —RT Inkeg® ou (V.9)
AGE
- R T
ke = € (V.10)
Por seu lado, a energia livre de activagdo obedece & seguinte expressdo:
AG*¥ = AH* — TAS#* (V.11)
Donde:
AS* AHF 1
R R T
keg" = € (V.12)

em que AS* e AH¥ representam respectivamente a entropia e entalpia de activagio
de uma mole de A no seu padrio.

¢) A transformacdo das moléculas activadas A* em B, ocorre de acordo com a equagio:

dB dA* KgT
@ =@ - n (A7 (V1%

em que Kg é a constante de Boltzmann, (1,38045 x 10-16 erg/k-1), T a temperatura

absoluta e h a constante de Planck (6,6262 x 10-27 erg. seg). A expressio Kll: representa a

constante de velocidade universal, que &, por defini¢do independente da natureza quimica das

moléculas activadas. Considerando de novo a equagdo (V. 4):
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Lo 1Al (V.14)

que conjugada com (V. 13) permite obter:

o = KBT [A7] '

Substituindo (V. 8) em (V. 15), obtem-se a equagio:

_ KeT

kl—- h kcq¢ (V.lé)

que, incluida na equagdo (V. 12) permite obter uma equagdo que exprime a constante
de velocidade de uma reacgao quimica em bases termodindmicas.
AST® AHF ]

R R T
. L (V.17)

ou, generalizando, na sua forma logaritmica:

_ KgT | AS* AH* 1
k= P 5= & (V.18)

) 1 - : . .
Relacionando In k com T obtem-se a representacido de Arrhenius descrita no capitulo

3, para a morte térmica.
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Apéndice VI

EXEMPLO DE CALCULO DA PERCENTAGEM (%) DE
CONTRIBUICAO DA FERMENTACAO E DA RESPIRACAO PARA O
CATABOLISMO DA GLUCOSE.

Nesta secgdo apresentamos os cdlculos respeitantes a determinag¢io da percentagem de
contribui¢cdo da fermentagdio e da respiragio para o catabolismo da glucose.

Conforme descrito no capitulo 6, e a titulo exemplificativo, apresentamos os valores
experimentais das taxas especificas de fermentagdo e respiragao da glucose, a pH 3,35.
QCOq = 10,2 ul COyx/min/mg peso seco
QO,, = 10,1 pul Op/min/mg peso seco

4

e—
C. H,,0,,60, == 6H,0+6CO,

—
C6 H,, 06 2 C2 H5 OH + 2CO2

1mol Op=22,41=22,4x 106 ul

Respiragio
22,4 x 106 pl 1 mol
10,1 pul de O X

x=4,51x 107 mol = 0,455 L mol de O2
1 mole de glucose 6 moles de O2

X 0,455 pmol de O7

x =0,07515 p mol de glucose respirada

-207 -



Fermentacgio
22,4 x 106l 1 mol
10,2 ul de CO2 X
x =4,46 x 10-7 mol = 0,446 1 mol de CO»
1 mole de glucose 2 moles de CO»
X 0,446 1 mol de CO>
x =0,223 1w mol de glucose fermentada
% de contribui¢io fermentacio 75,0%

% de contribui¢do respiracdo 25.0%
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Apéndice VII

CINETICAS DE MOVIMENTO DE H*+ ASSOCIADAS A ENTRADA DE
ACIDOS FRACOS EM ZYGOSACCHAROMYCES bailii QUANDO
CRESCIDA EM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.
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Fig. 1 - Cinéticas de entrada de

dcidos monocarboxilicos em células de Z. bailii 1SA 1307 crescidas em meio

mineral com 2% (p/v) de glucose. a PH 3.0. medidas pelas velocidades iniciais de movimento de protoes

associadas A entrada de dcidos: A. B

e C. representagdes directas das velocidades iniciais em fungio da

concentragio de dcido acético. sérbico ¢ benzdico. respectivamente. Aj, By e C|, representagdes de

Lineweaver - Burk dos dados representados em A, B, e C.
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Fig. 7 - Cinéticas de entmda de dcidos monocarboxilicos em céiulas de Z, bailii 1SA 1307 crescidas em meio mineral com 0,5% (vfv) de glicerol, a pH 5,0, medidas pelas veloeidades iniciais de movimenta de pretdes associadas a entrada dos

4cidos: A, B, C. D, E, F ¢ G. representaces directas das velocidades iniciais em funcdo da concentracaa do deido acético, propidnico, fénmico, butirico, pentandico, sérbico ¢ benzéico, respectivamente. Ay, By, €}, Dy, Eq, Fr e

G, representagBes de Lineweaver - Burk dos dados representados em A, BC, D,E.Fe G.

-216-



Fig. 8 - Cinéticas de entrada de dcidos monocarboxilicos em células de Z. baifii 1SA 1307 crescidas em meio mineral com 0,5% {v/v} de dcido pinivico, a pH 5.0, medidas pelas ve ocidades iniciais de movimento de protes associadas i

entrada dos dcides: A, B, C, D, E, Fe G, representagacs directas das velocidades iniciais em fungio da concentragio do dcida acético, propiénico, férmice, butirico, pentzndico, sérbico e benzdice, respectivamente. Ap By Gy,

Dy, Eq, Fy e Gy, representagies de Lineweaver - Burk dos dados representados em A, B,C,D.E, Fe G.
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