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Resumo

Os aromas estdo entre os mais valiosos constituintes de alimentos, bebidas firmacos e cosméticos. As leveduras
do vinho, em especial a levedura Hanseniaspora guilliermondii, tém-se mostrado boas produtoras de acetoina, um
potencializador de aromas. Em face disso, o presente trabalho tem como objetivo o estudo da producio de
acetoina pot Hanseniaspora guiliermondii em processo fermentativo. No primeiro ensaio em frascos agitados, as
concentragoes de acetoina ficaram em torno de 330 mg.L". Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes
aos encontrados na literatura.

Palavras-chave: Acetoina; Aromas; Leveduras; Fermentacio.

Abstract

Flavors are among the most important and valuable substances found on food, beverage, drugs and cosmetics.
The yeasts found on wine, specially Hanseniaspora guilliermondii showed to be good producers of acetoin, a
flavors enhancer. This work studies the production of acetoin by Hanseniaspora guiliermondii in fermentation. At
the first experiment in agitation flasks the concentrations of acetoin obtained wete about 330 mg.L", suchlike
to results found on literature.
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Introducao

A ciéncia da microbiologia comecou ha algumas
centenas de anos. Desde a antiguidade, o homem ja
fazia uso da preservagdo dos alimentos envolvendo
inconscientemente, manipula¢Ges microbioldgicas.
A descoberta de que as leveduras possuem um papel
fundamental na fermentagio foi o primeiro elo entre
a atividade dos micro-organismos e as modifica¢oes
fisicas e quimicas nos materiais organicos. Foi o
aprimoramento das técnicas tradicionais, aliado as
técnicas de separacdo e purificacdo de compostos
bioquimicos, que permitiu o surgimento dos primeiros
empreendimentos de produgio industrial de enzimas,
acidos organicos, antibiéticos, vacinas, proteinas
recombinantes e de agentes potencializadores de sabor,
como o glutamato monossédico (Faith ez a/, 1991).

Com o acentuado avanco do conhecimento cientifico
na segunda metade do século XX, a microbiologia
adentra em uma nova era, novas descobertas cientificas
no setor da engenharia e da bioquimica perfazem hoje
um campo muito mais amplo, a biotecnologia.

A biotecnologia industrial ¢ um conjunto de técnicas
que permite gerar produtos de interesse econémico e/
ou social, a partir de organismos vivos ¢/ou de seus
componentes e metabélitos. Compreende um vasto

conjunto de técnicas que usam seres vivos, ou parte
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deles, para produzir ou modificar produtos, aumentar
o crescimento de plantas e animais e ainda aprimorar
e construir moléculas de interesse para uso comercial
e medicinal. Entre estas moléculas, estio os aromas/
flavours, sendo que estes estao entre os mais valiosos
constituintes de alimentos. Muitas vezes, para reforcar
ou melhorar o sabor de um alimento ou produto,
faz-se necessatio a adi¢ao de algum tipo de composto
aromatizante, tornando o produto mais atrativo ao
consumo humano. As caracteristicas nutricionais
dos alimentos, bem como a sua importancia, sao
conhecidas por todos. No entanto, seu consumo ocorte
principalmente devido ao cheiro e ao sabor, que tornam
os alimentos atrativos aos consumidores (Mello, 2001;
Mariotto, 2007).

E crescente a importancia da biotecnologia na
sintese de compostos aromatizantes. Os aromas
sintéticos estdo sendo substituidos gradativamente
pelos de origem biotecnolégica abrindo maiores
oportunidades para que novas pesquisas sejam
realizadas neste campo da ciéncia.

A produgido de aromas através dos processos
biotecnoldgicos é crescente e pode ser efetuada por
duas vias: bioproducio e bioconversio. B crescente a
importancia da biotecnologia na sintese de compostos
aromatizantes. Estima-se que mais de 10.000 compostos
volateis podem estar presentes nos alimentos, mais de

500 compostos volateis foram relatados no caté, vinho,
cerveja, rum, cha preto e cacau (Berger, 1995). Ja os
aromas das bebidas alcodlicas sdo produzidos por um
grande nimero de compostos, dentre eles, a acetoina,
importante pelo seu desenvolvimento no buqué do
vinho (Baumes ¢ a/,19806).

Estudos bibliograficos citam que varias leveduras
produzem uma infinidade de aromas, dentre eles a
acetoina. A acetoina, objeto deste estudo, ¢ sintetizada
quimicamente ou por a¢do microbiana a partir de
uma fonte de agtcar. A acetoina é um composto
potencializador de aromas também conhecido
como 3-hidroxi-2-butanona, 2,3 butanona, acetil
metil carbinol, dimetilcetol e y-hidroxi-3-oxobutano
(C4H80O2). Este aroma, é um liquido de odor agradavel;
Massa Molar 88,10 g. mol-' e ponto de ebuli¢io a
148°C prescrita no MERCK INDEX (1990). Este ¢é
um produto normal da fermentacio alcodlica do vinho
e seu conteudo pode variar dependendo do tipo de
vinho produzido (Guymon e Crowell, 1961; Crowell
e Guymon, 1995; Romano et al.,;1996; Romano et
al.,2000; Bars e Yvon, 2008).

Além do vinho, a acetoina é encontrada no mel,
cacau, manteiga, café, morango, entre outros frutos
(Xiao et al,2007; Bars e Yvon, 2008). Embora haja
muitos métodos para a sintese quimica da acetoina, uma
série de esforcos tem sido realizada para desenvolver

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.



a producdo natural dos aromas, utilizando diversas
vias biotecnoldgicas, dentre elas, a via fermentativa
e a via enzimatica, métodos que sdo ecologicamente
corretos e menos poluentes, atendendo a exigéncia de
uma gama de consumidores que preferem produtos
naturais, em vez de seus correspondentes quimicos
(Xiao et al, 2007).

Varios micro-organismos produzem a acetoina,
dentre estes, estdo as leveduras apiculadas do género
Kloeckera e Hanseniaspora. Estas tém sido objeto de
numerosos estudos quanto a sua importancia no
processo de vinificacio e produc¢io de aromas (Romano
et al.,1992, 1993, 1996, 2003; Ciani e Picciotti,1995;
Silva,1996; Teixeira, 2002, Xiao et al., 2007; Zhao et
al.,2009). Em relacdo a esta molécula, as leveduras
apiculadas do vinho, especialmente a Hanseniaspora
guillermondii, tém se mostrado boas produtoras deste
aroma (Romano et al., 1996; Moritz, 1998; Teixeira,
2002; Mariotto, 2007).

Diante do exposto, este trabalho tem como
objetivo principal o estudo da producio de acetoina
por Hanseniaspora guiliermondii por via fermentativa,

usando glicose com fonte de carbono.

Material e métodos

Micro-organismos

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.
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O micro-organismo escolhido para a realizagdo
dos ensaios fermentativos foi uma levedura apiculada
Hanseniaspora guiliermondii CCT 3800, obtida da Fundagio
Tropical de pesquisas e Tecnologia “André Toselo”.

Meio de cultura

O meio utilizado foi o meio YM (Yeast Malt
Extract) composto por extrato de levedura (3,0 g1—1);
extrato de malte (3,0 g.I.-1); bactopeptona (5,0 gL.-1) e
glicose (64,0 gL.-1), pH 5,5 corrigido com acido citrico
0,5% e esterilizado por 15 minutos a 1210C.

Determinagao da concentracao celular

A concentracido celular obtida nos ensaios
fermentativos foi determinada por dois métodos:
indiretamente por turbidimetria e diretamente por
gravimetria.

As medidas de absorbancia foram realizadas
a um comprimento de onda (A) de 550 nm em
espectrofotémetro modelo E 225-D marca CELM
em cubetas de vidro de 1cm de didmetro. Os valores
obtidos foram convertidos em concentracao celular,
(massa de matéria seca por unidade de volume),
utilizando-se uma curva de calibracio determinada
para cada ensaio.
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Determinacdo da concentracdo de glicose

A concentragio de glicose foi determinada
através do teste enzimatico colorimétrico Enz Color
(Biodiagnéstica Industria Quimica Clinica Ltda).

Determinacgao da concentragao de acetoina

As amostras foram obtidas através de filtracio a vicuo
em filtro milipore com membrana de acetato de celulose
(0,8 um) previamente seca e pesada. A concentragio
de acetoina foi determinada por cromatografia em
fase gasosa, utilizando-se cromatégrafo CG- 90- DIC
equipado com detector de ionizagdo de chama (DIC
ar-hidrogénio e coluna de silica fundida (& 0,53 mm x
30 m) modelo Supercowax 10. Os parametros utilizados
no desenvolvimento da analise (vazdo do gas de arraste
e temperatura da coluna) foram avaliados a fim de
obter uma melhor separacdo dos componentes. O gas
de arraste foi o nitrogénio com fluxo de 10 mL.min-1;
os gases de chama foram o hidrogénio e ar com vazio
de 90 mL.min-1 e 320 mL.min-1 respectivamente.
As temperaturas utilizadas foram: temperatura da
coluna de 85°C; temperatura do detector de 230°C e
temperatura do injetor de 185°C. O volume da amostra
foi de 1 pl. Uma curva de calibragdo foi preparada a

cada série de testes, com concentracao de acetoina de

0,01 a2 1,0 gL-1. o tempo de analise foi de 6 min. As
amostras e os padroes foram diluidos de forma que a
concentracio se encontre na faixa de linearidade da
curva de calibragdo. A integragio e os cromatogramas
foram obtidos através de uma placa interface AD/DA
( MICROQUIMICA, Industria e Comércio Ltda).

Ensaios em frascos agitados “shakers”

O objetivo deste trabalho foi testar diferentes
concentragdes iniciais de glicose como fonte de
carbono para produgio de acetoina. Foram realizadas
termenta¢oes com a levedura Hanseniaspora Guiliermondii
CCT 3800 em frascos agitados (triplicatas) de 1000 mL,
cada frasco contendo 350 mL do meio YM.

Foram testadas diversas concentracSes de glicose
conforme estudos anteriores realizado por Teixeira
(1999), para determinar a melhor concentragiao de
glicose para a producio de acetoina.

A pré-cultura foi preparada com a mesma composicao
do meio de fermentacio e inoculada com duas alcadas
da cultura estoque, mantida sob agitacdo por 17 horas.
Os frascos de fermentacdo foram inoculados com
10% da pré-cultura, depois de esterilizados, apds ter
seu pH ajustado com solucido de 4cido citrico 0,5%.
Os frascos agitados foram esterilizados em autoclave a
121°C por 15 min. As condicées de cultura utilizadas

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.



foram baseadas nas descritas por Moritz (1998). Os
processos foram acompanhados durante 24 horas,
sendo avaliadas: concentracio celular, concentracio
de glicose e acetoina.

Metodologia para calculo da fermentacao em
frascos agitados

A partir dos perfis de crescimento celular de
produgio de acetoina e consumo de glicose com o
tempo, foi possivel determinar, a formacéo de produto
e consumo de substrato.

Velocidade especifica de crescimento.

A determina¢io da velocidade instantanea
crescimento celular de acordo Scriban (1985), pode ser
obtida através da constante de velocidade de crescimento. Este
paramento ¢ largamente empregado. A determinagao
da velocidade especifica na fase exponencial de
crescimento (i), ¢ determinada pela velocidade com
que a populagdo cresce em cada instante, ou seja, a
velocidade instantanea de crescimento (4X/ df), € igual
ao numero de células neste tempo (x), integrando a
€quacao tem-se:

_lax
X dt

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.
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A Velocidade especifica maxima de crescimento
foi determinada através do coeficiente angular da reta
obtida, relacionando-se o logaritmo neperiano da
concentragio celular com o tempo na fase exponencial
de crescimento, de acordo com a equagio. Distribuindo
os dados da fase exponencial em coordenadas semi-
logaritmicas (Urgel, 2001; Scriban, 1985).

din(X) 1dx _
dt X di

Como essa fase tem a distribuicdo de uma reta a
velocidade especifica de crescimento.

X ;= Concentragio celular no instante de inicio da

fase exponencial
log X - log X()i = Mrn (t - [r)

O fator de conversio de substrato (Glicose) em

células é expresso pela equacio.
_X-X,

X/s
onde:

Y = fator de conversdo de substrato em biomassa
(células), expresso em g de matéria seca x g de substrato
consumido.

X, = Concentragao inicial celular (g.1.");

X = Concentra¢ao maxima celular (g.L7);
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S, = Concentragio de glicose (gI.").
S = Concentragio final de glicose (gL.);

Para calcular a produtividade, temos o fator de
conversao de substrato (glicose) em produto é descrito
pela equagio abaixo (Urgel, 2001; Sctiban, 1985).

SF -

p = 5k =5
TF

Onde;

S,= Substrato inicial;

S.= Substrato final;

T,= Tempo total de fermentagio (h), quando a
concentracdo celular é maxima

P = valor de produto formado (acetoina);

u(h™) = velocidade especifica do crescimento celular.

Resultados e discussao

Foram realizados cultivos em frascos agitados para
verificar as caracteristicas do crescimento da levedura

Tabela 1. Parametros cinéticos para a producéo de acetoina em diversas concentracoes de glicose.

e também para avaliar a influéncia da concentracio
inicial de substrato (glicose) e do tempo sobre a
producido de acetoina. Estes experimentos foram
realizados mantendo-se constantes a temperatura em
30°C; o pH inicial 5,5 e a velocidade de agitacdo em
150 rpm, variando a concentracio inicial de glicose no
meio, objetivando verificar a influéncia desta dltima
sobre os parametros cinéticos.

Os resultados sao apresentados as seguir na tabela
1. E possivel observar que na concentragio inicial
de glicose de 40 g.L'! o tempo gasto para o consumo
total de glicose foi de 13 horas e na concentracio
inicial de glicose de 70 g..' o consumo total foi de
24 horas, demonstrando que o consumo de glicose é
diretamente proporcional ao tempo e a concentracio
inicial de substrato.

Para a conversao de substrato em acetoina, nio
foi observada esta relagdo, pois, ndo houve variacdo
significativa de acetoina nas diversas concentracoes

de substrato utilizado.

Qoo fill dlor v (o) Produ(%a/o r:; Ef;toma Tempo final @;lizgseo Consumo de
40 312,00 13h
50 336,36 16h
60 340,60 21h
70 328,65 24h

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.



A conversio de substrato em células e a velocidade
especifica de crescimento da levedura sdo descritos na
tabela 2.

Os valores alcangados neste experimento em
concentrag¢des iniciais de glicose de 40 g, encontrou-
se os valores de 0,29 g.o! para conversio de substrato
em células e 0,59 h' para a velocidade especifica
maxima de crescimento, e para as concentragoes iniciais
de glicose de 50 g 1!, 60 g.I." e 70 g I ! respectivamente
foram encontrados os valores de: 0,32 g.g';025 g.g' e

Tabela 2. Parametros cinéticos do crescimento celular.
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As variacdes das concentracdes de biomassa,
glicose e acetoina para estas fermentagdes também sdo
representadas nos graficos 1;2;3 e 4.

A analise das curvas de crescimento representadas
nos graficos 1;2;3 e 4 permitem verificar que a fase
de adaptacio (fase lag) foi pequena para todos os
ensaios fermentativos. O inicio do crescimento
microbiano deu-se ap6s 4 horas de fermentacio para
todas as culturas, deste trabalho, demonstrando que

as diferencas nas concentragGes inicias de glicose nao

Concentragao inicial .
de glicose (g.I.") Y, @/g uh™).
40 0,29 0.50

>0 0,52 0,46

60 0,25 0,42

70 0,27 0,44

0,27 g.g’! para a conversio de substrato em células e
para a velocidade especifica maxima de crescimento
foram de 0,46 h';0,42 h' e 0,44 h' respectivamente
para as demais concentragdes.

Os valores de 0,29 g.g' € 0,32 g.g"! sdo supetiores a0
resultado descrito por Teixeira (2002) que, estudando
varias concentracoes de glicose encontrou 0,27 g.g!
e 0,52 h' para conversdo de substrato em células
e velocidade especifica maxima de crescimento,

respectivamente nas mesmas condicdes.

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.

influenciam na producio de biomassa inicial.

O grafico 1 demonstra que o consumo de glicose
e a conversdo de biomassa na concentracio inicial de
glicose de 40 g1 foi de 8,0 gL'" de células. Pode-se
notar que durante a fase /zg de crescimento celular, além
de nio haver geracio de células, ndo ocorre também
producdo de acetoina, apesar de haver um grande
consumo de substrato. Observa-se que a produg¢io
de acetoina inicia-se durante a fase exponencial do
crescimento celular. O crescimento microbiano
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conc. de glicose (g.L ")
Conc. de céluas (g.L-1)

—#— (glicoseg.L —¥ Acetoina

707
63
56+
49+
427

pode ser considerado como um conjunto de reacGes
bioquimicas, que levam 2a sintese dos constituintes
da biomassa microbiana e metabdlitos de interesse
obtidos no final da operagdo. Os microrganismos sao
capazes de efetuar uma grande diversidade de reacoes
bioquimicas, que se manifestam, quer pela producio
de biomassa, quer pela producio e/ou transformacio
de substancias organicas.

Grdfico 1- Cinética do crescimento de Hanseniaspora guilliermondii em frascos agitados, evolucao
da concentracao celular, glicose e acetoina a concentracao inicial de glicose de 40 g.L™'.
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Em processos fermentativos, o substrato principal é
uma fonte de carbono, geralmente glicose ocorrendo a
oxidagio desta, onde, para cada mol de glicose oxidada
dois moles de piruvato sio formados e dois moles
de NAD (nicotinamida adenosina dinucleotideo) sdo
reduzidos. O suprimento de NAD ¢ limitado e o NAD
reduzido tem que ser reoxidado, desde que a oxidagdo
da glicose possa ser finalizada (Collins, 1972).

O piruvato ¢ usado pelos micro-organismos para
formar o acido lactico, assim, a formacdo do acido
lactico é requerida para o balanco da glicdlise. O citrato
¢ uma outra fonte de carbono que quando presente no
meio ¢é utilizado para a obten¢io do piruvato.

Este piruvato disponivel ndo serd necessariamente
convertido a acido lactico, ficando disponivel para ser
usado na sintese de outros metabdlitos como o diacetil,
acetoina e 2,3 butanodiol (Collins, 1972).

O grafico 1 mostra que concentra¢io maxima de
acetoina (340,60 mg L"), neste trabalho, foi semelhante
a encontrada por Teixeira (1999, 2002) em frascos
agitados e bem superior as encontradas por Romano
et al (1993), que citam terem usado 48 cepas de H.
gutlliermondii, onde produziram cerca de 200 mg.L" de
acetoina em mosto de uva. A diferenca alcancada pode
ser explicada pela falta de aeragdo do meio de cultura,
ja que para estes dltimos o processo foi realizado sem
agitacdo por 20 dias.

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.



O grafico 2 demonstra que a conversdo de substrato em
biomassa na concentra¢ao inicial de glicose de 50 g foi
de 12,69 gL.'; é possivel vetificar também que o fator de
conversao de substrato no produto acetoina foi de 336,00
mg L") valor semelhante ao alcancado por Teixeira (1999)
e aos dos experimentos realizados neste trabalho conforme
demonstra o grafico 1.

De acordo com Romano & Suzzi (1996), nas leveduras
do vinho, a acetoina é um metabolito secundario importante
do metabolismo de carboidratos, que ocorre somente na
presenca de carboidratos fermentaveis ou de acido pirtvico,
necessario ao metabolismo destes microrganismos,
principalmente para a sintese de material celular. Leveduras
formam piruvato a partir da via glicolitica, o qual é
descarboxilado a hidroxietilamina pirofostato, chamado de
Complexo Acetaldeido.

A Descarboxilagdo do piruvato requer tiamina
pirofosfato e um metal bivalente (Mg++), a sintese
ocotre através do piruvato, que é detivado da degradacio
de carboidratos. O acetaldeido ativo e o piruvato sdo
transformados em o- acetolactato pela acdo enzimatica
de 4cido acetohidroxi sintetase. Leveduras do género
Saccharomyces produzem - acetolactato em concentragdes
consideraveis durante a fermenta¢do e este composto
pode ser facilmente convertido em acetoina e diacetil,

particularmente, na presenca de O2 (Romano,1996).

Tuiuti: Ciéncia e Cultura, n. 43, p. 113-128, Curitiba, 2010.
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Gréfico 2- Cinética do crescimento de Hanseniaspora guilliermondii em frascos agitados, evolucdo
da concentracao celular, glicose e acetoina a concentracao inicial de glicose de 50 g.L™".
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Os graficos 3 e 4 demonstram que a conversiao
de substrato em biomassa nas concentra¢Oes iniciais
de glicose de 60 g..'' e 70 g.L'! foram de 12,40
gL' e 12,75 gL' respectivamente, analisando estes
resultados ¢ possivel supor que nao ha diferencas
significativas na conversio de substrato em biomassa
em altas concentragdes de glicose, estes resultados sdo
semelhantes ao resultado do grafico 2.

Em fermentagSes realizadas em biorreator,
utilizando meio YM com 40 gL' de glicose inicial
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e temperatura de 30°C, Moritz (1998) obteve uma
concentra¢io méaxima em acetoina de 334 mg. L") valor
semelhante ao alcancado por Teixeira (1999) e aos
destes experimentos, onde se obteve a concentra¢ao
maxima de acetoina de 340,60 mg.LL" conforme
demonstrado no grafico 3. Ja o grafico 4 demonstra
que a concentracio de maxima de acetoina obtida
foi de 328,65 mg.L."!. Valor inferior ao encontrado na
concentragio inicial de glicose de 60 g 1! demonstrado
na tabela 1.

Figura 3 - Cinética do crescimento de Hanseniaspora guilliermondii em frascos agitados, evolucao
da concentracao celular, glicose e acetoina a concentracao inicial de glicose de 60 g.L™'.
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Virios estudos tém revelado que a produgdo de
compostos volateis pelos micro-organismos ¢ dependente
da composicio do meio e das condi¢Ges da cultura.

Portanto, é possivel supor que os metabolitos
secundarios produzidos no fermentado esteja interferindo
na producio e conversio de acetoina em outros
metabolitos com diacetil ou 2,3 butanodiol (Romano,
1997; Teixeira, 2002).

Com base nos resultados dos Graficos (1;2;3 e
4), verifica-se que ocorre uma queda acentuada na
produgdo de acetoina quando o substrato foi quase
totalmente consumido. Provavelmente, a acetoina esta
sendo reduzida a 2,3 butanodiol ou a outro metabdlito
com diacetil. Esta hipotese é reforcada pelo fato de que
quando ocorre a queda de acetoina, tem-se certamente
uma aera¢do deficiente, pois, as fermentagbes foram
realizadas em frascos agitados, limitando a transferéncia
de oxigénio para a cultura. Segundo dados obtidos por
Serbrennikov (1995), em estudos com culturas de Bacillus
polimixaabaixa aeracio e pH acidos, aumenta a producio
de 2-3 butanodiol, e reduz sensivelmente a produgio de
seu precursor a acetoina.

De acordo com diversos autores (Collins,1972;
Amerine,1979; Romano ezal., 1997; 2003; Mariotto,2007),
os micro-otganismos e leveduras do vinho produzem
varios metabdlitos secundatios de importancia como o
diacetil, acetoina, 2-3 butanodiol, acido acético, acetaldeido,
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etanol entre outros na presenca de carboidratos
fermentaveis ou de acido piravico.

Desta forma, é provavel que em elevadas concentragGes
de piruvato alevedura H. guiliermondii converta a acetoina
em outros metabolitos, principalmente, diacetil e 2-3
butanodiol, ja que estes fazem parte da via metabdlica
da acetoina em leveduras (Collins, 1972 e Romano ez. a/,
1993). Este fato pode explicar a baixa concentragio de
acetoina encontrada neste experimento, utilizando alta
concentra¢ao de glicose, além da glicose outros fatores
como o pH e a aeragdo podem influenciar a produgio
destes metabolitos. Segundo Garg e Jain (1995), o pH é
um parametro fundamental na regulacao do metabolismo
dos micro-otganismos e esta influéncia é especialmente
acentuada no processo envolvendo a formagio de
multiplos subprodutos. O pH do meio fermentativo afeta
a composicao da biomassa e a natureza do metabolismo
microbiano; como a maioria dos micro-organismos
crescem mais lentamente em pH baixo, ha uma maior
disponibilidade de piruvato para ser utilizado na produgao
de acetoina, visto que, a0 crescerem, as células requerem
uma quantidade menor de piruvato para a sintese de
material celular conforme descrito por Teixeira (1999).
Ja para Mariotto (2007), condi¢des aeradas favorecem o
desenvolvimento do microrganismo, alcancando maiores
concentracoes celulares. Desta maneira, o consumo
da glicose presente no meio, e consequentemente a
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Figura 4 - Cinética do crescimento de Hanseniaspora guilliermondiiem frascos agitados, evolucao

da concentracao celular, glicose e acetoina a concentracao inicial de glicose de 70 g.L™".
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velocidade deste consumo, também devem ser maiores,
a fim de suprir as necessidades celulares relacionadas a
esta molécula.

Na Figura 5, estdo representados os fatores de
conversio de glicose em produto (P/mgg™) dos ensaios
realizados em frascos agitados. Pode-se observar
um maior rendimento de acetoina na cultura onde a
concentrac¢io inicial de glicose foi de 40 g.L.", apresentado
um fator de conversao de substrato em produto de 8,0

20
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mg.g'. Observa-se ainda nesta figura, que o fator de
conversio diminui com o aumento de concentracio
inicial de glicose.

Diante deste resultado, e considerando que a
concentragao maxima de acetoina obtida independente
da concentrac¢io inicial de glicose conforme descrita
na tabela 2, é possivel supor que a glicose no ¢ o fator
principal para a conversio de substrato em produto,
pois a quantidade de acetoina é praticamente constante

Figura 5 - Fator de conversao de glicose em produto (P) para diferentes concentracoes iniciais de

glicose

fator de converséo substrato em produto (Yx/s)

concentragao inicial de glicose(g.L'1)

nas diferentes concentragdes iniciais de glicose utilizadas
nestes experimentos.

Outros fatores como a disponibilidade de nitrogénio
no meio, o pH e a aeragdo podem influenciar diretamente

na produgio do aroma acetoina.
Conclusoes

As fermentagdes em frascos agitados, fazendo
vatiar as concentracoes de glicose entre 40 ¢ 70 g L' e
mantendo constantes os demais parametros do processo
apresentaram concentragdes de acetoina semelhantes as
da literatura em condi¢oes variadas.

A concentragio inicial de glicose que apresentou o
melhor fator de conversio de substrato, em produto (Y,
.7,97), foi a fermentagio onde a concentragio de glicose
inicial foi de 40 g. L.

A utilizacdo de outros meios de cultura podera ser
testada, talvez residuos agro-industriais ricos em acucares
e nutrientes, objetivando a diminuicio do custo de
producio de acetoina e o aumento da mesma.

Outros parametros devem ser estudos para confirmar
a hipdtese de que ¢ a aeracio e a suplementa¢io de
nutrientes os fatores importantes para a conversio dos
metabolitos de interesse.

A verificacdo da influéncia, da concentracio de
oxigénio dissolvido na produgdo de acetoina e 2,3
butanodiol, deve ser testada.
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