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1 INTRODUÇÃO

O maior progresso da biotecnologia microbiana enológica dos últimos anos foi o desenvolvimento de novas cepas vínicas de leveduras, porém a indústria enológica ainda não possui uma levedura vínica geneticamente modificada suficientemente robusta para o uso em escala industrial. Sendo assim, o estudo das condições de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae são de importante conhecimento.
A cisteína é um aminoácido com um grupo tiol que regula importantes processos celulares na levedura, mas em contrapartida o etanol inibe seu crescimento. Assim, este dois parâmetros tornam-se pré-requisitos importantes na avaliação de cepas robustas.

Dentro de uma linha de estudos de caracterização realizadas no Laboratório de Biotecnología Enológica –Tarragona/Espanha acompanhado pela Laboratório de Micotoxinas/FURG,  foi realizado uma cinética do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae (LSA 1118) com distintos aditivos nos meios de cultivo, com o objetivo de avaliar o efeito da cisteína e do etanol no metabolismo da levedura.
2 MATERIAIS E MÉTODOS (ou PROCEDIMENTO METODOLÓGICO)
Para o estudo do crescimento foi realizado um inóculo onde foi utilizada a cepa 1118 da levedura seca ativa, inoculada em meio YPD a uma concentração de 2x106 células/mL e incubada por 14 h sob agitação orbital (200 rpm). Deste inóculo, foi realizado o pré-cultivo com uma concentração de 2x106 células/mL em um meio mínimo contendo açúcares e ácidos orgânicos. As condições do pré-cultivo foram as mesmas empregada durante preparo do inóculo. 
Para avaliar o efeito da cisteína, ao meio preparado foi adicionado 0 a 150 mg/L do aminoácido. Para avaliar etanol, nas mesmas concentrações de cisteína, foi adicionado etanol a uma concentração de 10%. Para o cultivo, as células foram inoculadas a uma concentração de 2x106 células/mL em cada um dos meios em uma microplaca de 96 poços e incubadas por 72 horas em um leitor de microplaca com espectrofotômetro UV/VIS integrado, com medida de densidade óptica a 660 nm a cada 30 minutos. Para análise dos dados o programa utilizado foi o Graphpad®. 

3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
A partir dos dados obtidos das medidas de densidade óptica se pode traçar uma curva de crescimento da levedura em resposta a presença dos aditivos na menor e maior concentração testada, para comprovar os efeitos destes no seu metabolismo. A Figura 1 apresenta essa curva de crescimento com as concentrações máxima e mínima de cisteína.
Figura 1 – Curva de crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae na presença de cisteína e etanol. (C0: meio de cultivo sem cisteína (controle). C150: meio de cultivo com 150 mg/L de cisteína. E0: meio de cultivo sem cisteína e com etanol. E150: meio de cultivo com 150 mg/L de cisteína e 10% de etanol).
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A partir das curvas de crescimento, pode-se observar diferença entre os cultivos, de maneira que a presença do etanol em concentração de 10% alterou o crescimento do micro-organismo quando comparado ao controle. A alteração causada no metabolismo e fisiologia da levedura pode ser verificada através da sua taxa de crescimento que para o cultivo controle foi de 0,336±0,05 h-1, enquanto que para o meio que continha etanol foi de 0,0864±0,01    h-1. No entanto, na fase de latência a taxa de crescimento foi três vezes superior quando a levedura foi cultivada na presença de etanol.
Segundo a literatura de Angel Moreno (1992), a partir de métodos como inibição não competitiva por transporte de nutrientes, dissipação do gradiente protônico transmembrana e diminuição da permeabilidade da membrana plasmática, a presença de etanol pode afetar as taxas específicas de crescimento e fermentação; corroborando com os dados obtidos.
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Tendo em vista os resultados obtidos, foi possível verificar que a presença de etanol em 10% inibe o metabolismo da levedura. Estes dados reforçam a necessidade de estudos focados em modificações genéticas visando otimizar os processos enológicos que empregam a levedura Saccharomyces cerevisiae. 
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