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EFEITO DO NITRITO SOBRE A FERMENTAQZ.\O
ALCOOLICA REALIZADA POR
Saccharomyces cerevisiae

L.E.GUTIERREZ'
V.F. DE MARTIN ORELLI'
RESUMO: O efeito de concentragdes de até 80 ppm
de nitrito sobre a fermentagdo alcodlica foi
estudado com levedura de panificacéao
(Saccharomyces cerevisiae). Houve aumento no
tempo de fermentacdo com adigcdo de nitrito sem
afetar a produgdo de etanol. Com a adigdo de 60
e 80 ppm de NO,, ocorreu redugdo na viabilidade
celular e brotamento acompanhada por aumento no
actmulo de trealose e glicogénio. Aumentando a
concentracdo de nitrito houve aumento no alcool
n-propilico e redugdo nos teores de &lcoois
isobutilico e isoamilico.
Termos para Indexacdo: Fermentagdo alcodlica,
nitrito, S.cerevisiae.

EFFECT OF NITRITE ON ALCOHOLIC FERMENTATION
CARRIED OUT WITH Saccharomyces cerevisiae

ABSTRACT: The effect of nitrite up to 80 ppm on
alcoholic fermentation was studied with baker’s
yeast (Saccharomyces cerevisiae). There was an
increase in fermentation time but not effect on
ethanol yield. With the addition of 60 and 80
ppm NO,” there was a reduction on cell
viabilitty and budding with correspondent
increase on trehalose and glycogen
accumulation. Increasing nitrite concentration
resulted in increase on n-propilic alcohol
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level and a reduction on 1sobutilic and
isoamilic alcohols content.
Index Terms: Alcoholic fermentation, nitrite,

S.cerevisiae.

INTRODUGAO

Em trabalhos anteriores (GUTIERREZ,
1988 a 1990), foi demonstrado que alguns com-
ponentes que poderiam ser encontrados no melacgo
de cana-de-agicar, como hidroximetil furfural
e os acidos férmico e propidénico, ndo afetaram
a produgdo de etanol durante a fermentacgdo rea-
lizada por Saccharomyces cerevisiae.

Outro componente que pode ser encon-
trado no melago & o ion nitrito, resultante da
atividade de bactérias que reduzem o ion nitra-
to (HARRISON & GRAHAM, 1970) e gue apresenta
efeito tdxico sobre as leveduras (CARMO-SOUSA,
1969) .

A quantidade de nitrito capaz de pro-
vocar efeito prejudicial sobre a fermentacgdo
alcodlica variou de 20 ppm de NO,” (SAVEL et
alii, 1976) até 250 ppm de NO,” (TOMCZYNSKA,
1969; LESZYNSKI, 1971).

Segundo GLACET et alii (1985) a pre-
senga de nitrito no melago de beterraba provo-
cou aumento no tempo da fermentagdo sem afetar
O crescimento da levedura e a producdo de eta-
nol. Ndo h& informagdes disponiveis sobre os
teores de nitrito nos melagos brasileiros.

Um possivel efeito téxico do nitrito
sobre as leveduras foi apresentado por HINZE &
HOLZER (1986), relatando a queda no contetido de
ATP devido a menor atividade da desidrogenase
de gliceraldeido-3P na presenca do nitrito. ou-
tra enzima inibida por nitrito é a descarboxi-
lase pirdvica (SUMMER & SOMERS, 1947).

No presente trabalho foi estudado o
efeito de varias concentragdes de nitrito sobre
a fermentagdo alcobdlica, determinando-se a pro-
dugdo de etanol, glicerol e &lcoois superiores
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bem como o actimulo de trealose e glicogénio pe-
la levedura.

MATERIAL E METODOS

Meio de fermentagdo: a composigao, em
gramas por litro, do meio utilizado nos ensaios
de fermentagdo foi: 130g de sacarose, 2g de ex-
trato de levedura, 2,5g de &cido citrico, 3,99
de citrato de sbédio, 3,549 de sulfato de amd-
nio, 1,09 de fosfato dibasico de potéassio,
0,08g de sulfato de magnésio, 0,03g de cloreto
de calcio e adig¢do de micronutrientes segundo
MAIORELLA (1985). O pH foi acertado a 4,0 com
solugdo de NaOH 0,75N. Foram feitas adigdes de
nitrito de sédio para se obter concentrag¢gdes de
0, 5, 10, 20, 40, 60 e 80 ppm de NO, .

Ensaio de fermentagdo: 30 ml do meio
foram inoculados com 10 ml de suspensdo de fer-
mento de panificacgdo Fleischmann (Saccharomyces
cerevisiae) de 4g/100 ml, resultando em inéculo
de 1% com cerca de 1,2 x 10% células por ml. A
fermentacdo foi realizada em frascos de 120 nl
tampados com papel aluminio, a 30°C, com agita-
¢do ocasional e 4 repetigdes.

Andlises Quimicas

Etanol: o meio fermentado foi desti-
lado em micro-destilador Kjedahl adaptado para
dlcool e a densidade da mistura hidro-alcodlica
foi medida em densimetro digital Anton-Paar
modelo DMA-46 segundo AMORIM et alii (1982).

Crescimento: 8 ml do meio fermentado
foram centrifugados a 3000 rpm durante 5 minu-
tos e o precipitado lavado com &gua gelada e
seco em estufa a 105°C.
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Glicerol: o sobrenadante obtido apébs
centrifugagdo do meio fermentado foi utilizado
para a determinagdo de glicerol segundo ZAGO et
alii (1989).

Alcoois superiores: a determinacgédo
foi realizada por cromatografia em fase gasosa
conforme descrito por GUTIERREZ (1988b).

Trealose: a trealose foi extraida com
TCA 0,5M em banho de gelo e determinada pelo
método da antrona segundo TREVELYAN & HARRISON

(1956) .

Glicogénio: foi determinado pelo mé-
todo enzimadtico descrito por BECKER (1978) e
adaptado por ROCHA LEAO et alii (1984).

An&lise estatistica: foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com 4
repetigdes, segundo GOMES (1985). Para andlise
de varidncia foi utilizado o teste F e para
comparagdo das médias o teste de Tuckey com 5%
de significéancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 & apresentado o efeito de
concentragdo de nitrito sobre a produgdo de CO,
durante a fermentagdo alcodélica. Aumentando-se
a concentragdo de nitrito no meio de fermenta-
¢do, o tempo da fermentagcdo também aumenta,
confirmando observagdes apresentadas por GLACET
et alii (1985) que trabalharam com mostos do
melago de beterraba. Esses autores verificaram
que o nitrito é oxidado até nitrato e que so-
mente depois de ocorrer o desaparecimento do
nitrito iniciou-se a produgcdo de etanol. O
grafico da Figura 1 mostra que até 80 ppm de
NO,” a fermentagdo ndo é& inibida contrariando
observagdes de SAVEL et alii (1977) para
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Figura 1 - Produgdo de CO, durante fermentag¢ao

alcodlica com adlcao de nitrito.
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Saccharomyces calrsbergensis.

O aumento do tempo de fermentacgao po-
deria ser explicado pela inibigdo da desidroge-
nase de gliceraldeido-3~P pelo nitrito conforme
relatado por HINZE & HOLZER (1986).

Na Tabela 1, sdo apresentados os va-
lores de etanol e glicerol produzidos na fer-
mentagdo e a viabilidade celular e brotamento
das células das leveduras sob efeito de concen-
tragdes de nitrito. Nao houve efeito significa-
tivo do nitrito sobre a produgdo de etanol ape-
sar do atrazo da fermentag¢do. Houve aumento
significativo dc teor de glicerol entre o con-
trole e as doses de 10, 20, 40, 60 e 80 ppm de
NO, .

? Esse aumento poderia ser explicado
pela inibicdo da descarboxilase pirdvica por
nitrito (SUMMER & SOMERS, 1947), diminuindo a
regeneracdo do NAD pela desidrogenase alcodlica
e portanto desviando a fosfodiidroxiacetona pa-
ra glicerol.

Em relacdo a viabilidade celular ape-
nas as doses de 60 e 80 ppm de NO, provocaram
redugao significativa. HINZE HOLZER (1986) re-
lataram que a adigdo de nitrito provocou deple-
¢do no contetido de ATP. Provavelmente a queda
da viabilidade nessas concentragdes poderia ser
explicada pelo maior decréscimo do nivel de
ATP.

Na Tabela 2 s3o apresentados os teo-
res de trealose e glicogénio da levedura apds
fermentag¢do na presenga de nitrito. Ocorreu
aumento no acimulo desses carboidratos com o
aumento da concentragdo de nitrito do meio, com
diferencas significativas apenas entre o con-
trole e as doses de 60 e 80 ppm de NO, . Segundo
THEVELEIN (1984), quando a taxa de crescimento
€ baixa ocorre acimulo de trealose. Como pode
ser observado na Tabela 1 h& uma tendéncia de
redugdo de brotamento nas doses mais elevadas
de nitrito, o que poderia explicar o maior
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acimulo de trealose e glicogénio. PANEK (1962)
sugeriu que a trealose é& formada quando cessa
a sintese de aminodcidos, ocorrendo uma compe-
tigdo entre essa sintese e a de trealose por
glucose-6P. Como nitrito inibe a desidrogenase
de gliceraldeido-3P (HINZE & HOLZER, 1986), a
glucose-6P poderia ser desviada para a sintese
de trealose e ndo para o processo fermentativo.

Na Tabela 3 sdo apresentados os teo-
res dos alcoois n-propilico, isobutilico e iso-
amilico produzidos nas fermentag¢des com adigéao
de nitrito. De maneira geral ocorreu uma ten-
déncia para maior formagdo de adlcool n-propili-
co até 60 ppm de NO, e menor formagdo dos al-
coois isobutilico e isoamilico. Uma possivel
explicacdo para esse fendmeno poderia ser dado
pela provavel ag¢do do nitrito sobre a tiamina,
semelhante ao sugerido por WHITING (1976) para
sulfito. A adigdo de sulfito a mostos de melacgo
também provocou redugdo nos alcoois isobutilico
e iscamilico, conforme verificado por GUTIERREZ
(1988b) .

Assim observando-se a Figura 2, notamos
gque a tiamina & necessaria para a biossintese
dos precursores dos alcoois isobutilico, iso-
amilico e amilico ativo mas ndo & para &lcool
n-propilico. Ocorrendo destruigdo da tiamina
por nitrito, acumular-se-ia acido alfacetobuti-
rico, o gue explicaria a maior produgao do al-
cool n-propilico. Assim a agdo do nitrito tam-
bém poderia ser explicada pelo seu efeito na
formagdo do alfa-hidroxietil pirofosfato de
tiamina, reduzindo a formacdo dos aminoacidos
isoleucina, valina e leucina. A redugdo nos
teores desses aminodcidos também poderia ex-
plicar a maior duragdo da fermentagdo na
presenga do nitrito.
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