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As pesquisas sobre a obtencao de polialcoois por
via fermentativa, restringiram-se inicialmente, a  obtengao
do glicerol ex fermentagoes alcodlicas dirigidas para produ-
cdo desse polialcool. ntretanto, com a descoberta de que
leveduras osmofilicas poderiam produzir elevadas quantidades
de glicerol, e outros poliadlcoois, em fermentagdes nao etané
licas, as pesquisas tomaram um novo sentido, buscando levedu
ras osmofilicas boas produtoras de polialcoois, bem como,con
digO0es mais favoraveis para essa produgao.

Devido a crescente demanda industrial de polial=-
coois, os processos fermentativos para sua obtengao desperta
ram um grande interesse.

O presente trabalho representa uma primeira etapa
de um programa em que a identificagdo de leveduras osmofili-
cas, 1soladas de melago e melado, é seguida pela avaliagao
de sua capacidade de producao de poliadlcoois e pelo estabele
cimento das melhores condigOes de cultura, que permitan, as
leveduras selecionadas como melhores produtoras, a maxima e-

ficiencia de producgao desses alcoois



2 - REVISIO BIBLIOGRAFICA

A presencga de glicerol entre os produtos de uma fer-
mentagao alcoolica foi observado pela primeira vez por PASTEUR
(1858) que, em 1859, relatou uma produgao desse polidl ao nivel
de 3,2 a 3,6% sobre o agﬁcar fermentado por leveduras.

Procurando elucidar o mecanismo da fermentacao alco-
6lica por leveduras, NLUBERG e REINFURTH (1918, 1919), fixando
o acetaldeido com sulfito de sddio, verificaram um grande aumen
to na quantidade de glicerol formado. Esta observagao foi a-
proveitada no estabelecimento de um processo industrial por
CONNSTEIN e LUDECKE (1919). ©Porém, nos processos de fixagao
de acetaldeido, a recuperagio do glicerol era dificultada devi-
do a presenga dos sais fixadores, em solugao no liquido fermen-
tado. Essa dificuldade impediu um maior sucesso desses proces
sos na exploragao comercial de glicerol.

Estudando o metabolismo de Zygosaccharomyces acidi-

faciens, NICKERSON e CARROL (1945) verificaram que, em meio con
tendo 10% de glicose, sob condigOes anaerobicas, essa levedura
poderia produzir glicerol sem necessidade de adicao dos sais fi
xadores. Obtiveram um rendimento de 22,0% de glicerol, basea-
do no agucar consumnido em 10 dias de fermentagao. A recupera

¢do do glicerol, entretanto, foi consideravelmente menor que a
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gquantidade analiticamente determinada por titulagado com perio-
dato.

Procedendo ao fracionsmento cromatografico do melago
de cana fermentado por leveduras, BINKLEY e WOLFROM (1950) iso-
loram eritritol e D-arabitol, nao encontrados no melago nao fer
mentado, deduzindo serem essas duas substancias produzidas pela
levedura. £sta foi a primeira referencia sobre a produgao de
outros polidis, além do glicerol, em uma fermentagao por levedu
ras.

SPENCER e SALLANS (1956) estudaram a produgao de al-
coois polihidricos por 79 culturas de leveduras osmofilicas. Es
tes autores elucidaram a causa da diferenga, relatada por NI-
CKERSON e CARROL (1945), entre a quantidade de glicerol recupe-
rado e a quantidade determinada analiticamente por titulagao
com periodato, ao identificarem, no meio de cultura, outros po-
1i6is nao recuperaveis com o glicerol, mas determinaveis por ti
tulagao com periodato. Das culturas estudadas, as de cresci -
mento mais rapido e de mais rapida fermentagdo de glicose, pro-
duziram, principalmente, glicerol e D-arabitol. As culturas
de crescimento mais lento produziram, principalmente, glicerol,
eritritol e manitol. Uma levedura de crescimento rapido foi
utilizada para o estudo da influencia da aeracado e de diferen-
tes fontes de nitrogenio, sobre a produgao de polidlcoois. Pa-
ra um meio contendo 20% de glicose e 0,4% de extrato de levedu-

ra, observaram que a suplementagao de nitrogenio sob a forma de
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sulfato de amonio, fosfato de amonio e, principalmente, uréia,
a certos niveis, propiciava um melhor consumo de glicose, acom-
panhado de um aumento da produg¢zo de glicerol e diminuigao  da
produgao de D-arabitol, a uma baixa aeragadao. A elevagao da
concentragao do extrato de levedura, de 0,4% a 1,0%, associada
a uma aeragao mais elevada, em meio contendo as mesmas fontes
de nitrogenio em concentragbes mais altas, ou tartarato de amo -
nio, resultaram nos mesmos efeitos na produgao de polidis, po-
rém, com consumo de glicose mais réapido. Os autores observa-
ram um sensivel aumento na produgdo de glicerol, acompanhado de
uma reducgao da produgao de etanol, a medida em que a aeragao
era aumentada.

WRIGHT e colaboradores (1957) estudaram dois mutan-

tes de Saccharomyces cerevisiae, 0s quais produziram mais- que

o0 dobro de glicerol produzido pela cultura original, em uma fer
mentagao com adigao de sulfito, em um meio contendo 20% de gli-
cose. O rendimento de glicerol, em fungao da glicose utiliza-
da, para os dois mutantes foi de 22,0% e 25,4% enquanto que, pa
ra a cultura original, foi de 10,1%. Um desses mutantes, de=-

senvolveu-se mais rapidamente e tolerou melhor o sulfito, do

ue uma outra linhagem de Saccharomyces cerevisiae, correntemen
, R

te usada nesse processo,.
SPENCER e colaboradores (1957), estudando os fatores
que afetam a producgfo de polidis por leveduras, observaram que,

o extrato de levedura pode ser substituldo por agua de macera-
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gao de milho. Neste caso, entretanto, tornava-se necessaria
uma alta concentracgao de uréia. Melhores produgdes foram ob-
tidas a temperatura de 5700 do que as temnperaturas de 30 e
33.5°C. A conversfo de glicose a poliol nfo foi afetada nem
mesmo pelo aumento da concentracgio de glicose até 30%.
Estudando a produgao de polialcoois por leveduras cs
mofilicas, SPENCER e SHU (1957), utilizaram uma linhagem de

Saccharonyces rcuxii produtora de glicerol e D-arabitol, in~-

vestigando o efeito da tensao de oxigénio e da concentracgao de
fosfato inorganico na produgdo desses polidis e de etanol. Ob
servaram que, na auséncia de fosfato, a produgao de polidis
aumentava com a tensdo de oxigenio, enquanto a produgido de e-
tanol decrescia. Entretanto, a tensdo de oxigenio na qual se
obtinha as melhores producoes de glicerol e D-arabitol era ,
consideravelmente, maeis alta gue aguela em que ocorria a maior
absorgao de 0, e evolucao de CO,. ILsse aumento na producao
de D-arabitol, em fungido do aumento da tensdo de oxigenio,ndo
fora notada por SPENCER e SALLANS (19%6) para a mesma levedu-
ra estudada. Com concentragoes crescentes de fosfato, adicip
nado sob a forma de Na2HP04, de 0,52 x 10"5512,08 X:U)_B mo -
les/litro, a produgao de polidis decresceu e a de etanol au -
mentou, notadamente a uma tensdo de oxigenio de 280 mm de mer
curio.

PETERSON e colaboradores (1958) estudaram a influen

cia de varios fatores sobre a producado de glicerol e D-arabi-

. . . . ~
tol, por cinco especles de Zygosaccharomyces. A variagao da
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concentracao de extrato de levedura de 0,25% a 1,0% resultou,
para a menor concentragao utilizada, num lento desenvolvimento
e uma elevada produgao de polidis, principalmente glicerol e,
. ~ ’ . B .
Para a malior concentragao, num rapido desenvolvimento e baixa
producao . 4 influencia da concentracgdo de extrato de levedu-
ra mostrou-se sobremaneira atuante sobre a produgao de glice-

rol por Zygosaccharomvces mellis, a qual sd produziu este po=-

liol a uma concentracao de 0,25% de extrato de levedura. Una
aeracao moderada foi necessaria para a melhor producado de po-
liéis, porém, esta estava condicionada a concentragdo de glico
Se no meio. Observaram também, que o desenvolvimento das le-
veduras deve ser maior que aquele obtido sob condigoes anaerd-
bicas, porém, menor que o obtido sob condigbes aerdbicas Oti-
mas. Sem se preocupar com a aeragao como elemento de contro
le do desenvolvimento, procederam a esse controle atraves da
concentragao do extrato de levedura no meio. Adicionalmente ,
verificaram que a presenca de fosfato inorganico no meio de
cultura reduzia a produgao de poliéis, e que a presenga de ele
mentos tragos, vitaminas e aminoacidos, nfo contribuia para um
aumento de produgso.

Durante seus estudos sobre o metabolismo de levedu
ras osmofilicas, ONISHI (1959), examinou a produgio de glice

rol por linhagens de Saccharomyces rouxii, tolerantes a altas

o . . . > .
concentragoes de sails, isoladas de alimentos a base de soja. =

As 29 linhagens utilizadas, em um meio contendo 18% de NaCl e
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concentrac¢ao inicial de glicose de 10%, variaram suas produ=
goes de glicerol de 22,6% a 43,4% sobre o agucar consumido ,
apbés 10 dias de fermentagzo. Utilizando a linhagem que apre-
sentou a melhor produc¢zo de glicerol, verificou que, elevados
rendimentos, de 43 a 50% sobre o agucar consunido, podiam ser
obtidos quando diferentes fontes de nitrogenio, tais como, po-
lipeptona, sulfato de amonio, cloreto de amonio, uréia, lacta-
to de amonio, acetato de amonio e extrato de carne eram utili-
zados. A produgao absoluta de glicerol entretanto, variou em
fungao de diferentes consumos de glicose, determinados pelas
diferentes fontes de nitrogenio utilizadas. Essa mesma linha
gem, em um meio de cultura sem adiga@o de NaCl ou KCl, apresen-
tou pequena produgao de glicerol, porém, essa produgao foi cres
cente com o aumento da concentracao de NaCl de 6 a 18% ou de
KC1l de 11 a 22%, A cromatografia em papel do liquido fermen-
tado, quando 18% de NaCl foi utilizado, n8o revelou a presencga
de outros polidis além do glicerol.

Estudando a producgio &e polidis em meios contendo al
ta concentragao de NaCl ou glicose, ONISHI (1960a) verificou -

que a linhagem de Saccharomyces rouxii, por ele utilizada em

1959, produzia nao somente glicerol, mas também D-arabitol. Cb
servou que glicerol constituia 75% dos polidis obtidos em um
meio contendo 10% de glicose e 18% de NaCl, e 50% em um meio
contendo 30% de glicose, sem adigao de NaCl. O rendimento ob

tido, 43,0% sobre o agucar consumido, no meio com alta concen-



-8

tragdo de cloreto de sddio, foi reduzido a 27,4% no meio con-
tendo elevada concentragdo de glicose, sem adicao de cloreto de
s6dio.

Lstudando 156 linhagens de leveduras, quanto a sua
capacidade de produzir polibéis em um meio contendo 30% de gli-
cose, em um periodo de 10 dias, ONISHI (1960b) verificou que
as leveduras estudadas apresentaran caracteristicas na produ
c2o de poliodis, que permitiram classifica-las em seis diferen-
tes grupos: 1. Produtoras de glicerol; 2. Produtoras de eri-
tritoly; 3. Produtoras de D-arabitol; 4. Produtoras de eritri
tol e D-arabitol; 5. Produtoras de glicerol e D-arabitol; 6.
Produtoras de glicerol, eritritol e D-arabitol. Em seguida 4
estudou o efeito da concentragao inicial de glicose, da fonte
de nitrog%nio, da fonte de carbono e da aeragido, sobre a produ

cao de polidlcoois por uma linhagem de Pichia miso, que, nas

condigoes iniciais do trabalho, revelou-se a de melhor produ -
Ca0. Verificou que uma concentragao inicial de 30 a 40%  de
glicose no meio, foi a mais indicada para produgao de polial -
Co0ls por este microrganismo. D-arabitol foi produzido inde-
pendentemente da concentragao de glicose, enquanto, eritritol
sé foi produzido & concentragdes de 30 ~ 40% desse aghcar. Por
outro lado, glicerol foi pobremente produzido em meio com 10%
de glicose. Tanto nitrpgénio amoniacal como nitrogeénio amini-
co mostraram ser boas fontes para producido de polidis. Nitro

génio inorganico, na forma de (NH4)QSOQ e NH,Cl determinou -
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um rapido decréscimo do pH do meio para 2,0, ou menos, acompa
nhado de baixa produgfo de polidl. Esta condicao pode ser
corrigida, entretanto, pela adigao de uma solugado tampao ao
meio de cultura. 0O autor verificou que as melhores fontes de
carbono para produgao de polidis foram glicose, manose ou fru-
tose, e as piores foram galactose, maltose ou sacarose. Va-
riando o volume do meio, nos frascos de 500 ml, para obter di-
ferentes seragdes, verificou que quando o volume de meio nes-
tes frascos variava de 320 a 80 ml, boas produgoes de polidis
eram obtidas, porém, estas decresciam quando o volume era ele
vado a 120 ml ou maise

Com o objetivo de encontrar uma levedura osmofilica
que produzisse, em cultura submersa, apenas glicerol como uni-
co produto de elevado ponto de ebuligiao, o que facilitaria sua
recuperagado do meio de cultura, HAJNY e colaboradores (1960)Q§
tudaram 22 leveduras osmofilicas, isoladas de pdlen e outras
fontes. Utilizando um meio contendo 20% de glicose, 1% de ex
trato de levedura e 0,1% de ureia, esses autores observaram qie
o crescimento, a utilizagao de acglicar e a produgao de polidl
variaran amplamente entre as culturas. A maior parte dessas -
cuilturas produziu D-arabitol, algumas produzirzm eritritol, e

. . . -y v » . . 5
uma identificada como Torulopsis magnoliae, produziu somente

glicerol, em guantidade apreciavel. Por preencher a carac=
teristica desejavel, esta levedura foi utilizada para estudos

mais detalhados. Frn meio contendo 10% de glicose, 0,5% de ex
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trato de levedura e 0,1% de uréia, verificaram que a melhor
temperatura éara a producao de glicerol por essa levedura era
5500. A BOOC a sua producgao foi préticamente a mesma, porén
o consuno cde glicose fol mais lento. A concentracgao de ex -
trato de levedura e de fosfato inorganico, no meio de cultura,
afetarsm a produgzo. Baixas concentracoes desses nutrientes
favoreceram uma maior produgao, revelando-se como Otima, uma
concentracao de extrato de levedura de 0,5%, que propiciou um
consumo quase total de glicose dentro de 48 horas, e um rendi
mento de 38,4% de glicerol sobre o agucar consumido. Melhores
produgoes de glicerol foram obtidas com uma concentragao de
fosfato inorganico de 0,001 M. A aeracao adequada, para me-
lhor produgao de glicerol, mostrou-se dependente da concentra
cao de glicose no meio. Utilizando uma técnica, cuidadosa -
mente controlada, de alimentagdo intermitente de aglcar e ou-~
tros nutrientes, altas concentragSés de glicerol puderam ser
obtidas. Dos agucares utilizados pela levedura estudada,gli
cose, manose, frutose e sacarose, foram répidamente fermenta-
dos, propiciando boas produgoes de glicerol. Através do ba-
lango de carbono observou que o0 glicerol produzido foli cerca
de 50% do acticar consumido.

Fm continuagao a seus estudos iniciados em 1960, so

bre a produgao de polialcoois por Pichia miso, ONISHI e cola-

boradores (1961) estudaram varias condigoes que afetam a pro-

ducao de polidis por essa levedura. Utilizando um meio com 30%
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de glicose, o0s autores verificaram que bons rendimentos de é;
. . < . .

cools polihidricos eram obtidos, mesmo na presenc¢a de eleva -

das concentracoes de fosfato inorganico (2% de KH2P04) nomeio

de cultura, ao contrario do gque sucedeu com Zygosaccharomyces

(PETERSON e colaboradores, 1958) e com Torulopsis mzconoliae

(HAJNY e colavoradores, 196C). Estudando a influéncia de va-
rias fontes de nitrogénio tais como, acido casamino, extrato
de levedura, acido L-glutamico e lactato de amonio, em niveis
de 0,1% a 4,0%, os autores verificaram gque a medida gque o ni-
vel de nitrogenio, independente da fonte utilizada, aumentava
no meio, a produgao de poliol decrescia. kste efeito, entre -
tanto,mostrou~-se mais acentuado nos meios em que extrato de
levedura foi utilizado. Estes resultados levaram os autores a
salientar a significancia da relacao C:N no meio para produ -

cao de polidis por Pichia miso. Analisando o efeito do extra-

to de levedura sobre a producgdo de polidis,verificaram que o
aumento desse componente, de 0,1% para 4,0%, levava o micror-
ganismo a, praticamente, produzir apenas etanol em concentra-
¢ao marcadamente elevada. Verificaram também,que vitaminas e
elementos tragos nao mostraram ter influéncia na producao de
polidl,por esta levedura. Utilizando jarros fermentadores, no
sentido de uma maior aproximagao as condigoes imdustriais,obti
veram uma producao de polidis comparavel a obwidaem frascos de
cultura sob agitacao. Os autores sugeriram também composigoes

de meios que poderiam ser utilizados na exploracgao comercial,
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GRAHAN (1961) patentou um processo para produgao de

D-arabitol por lansenula subpelliculosa, em meio contendo gli-

cose, frutose ou sacarose, sugerindo melagos como fonte mais
adequada deste ultimo aglcar, o gque constitui uma grande vanta
gem dOo Procecso,. Carboidratos, na porcentagem de 10,0 a 40,055

. ~ . . . Id pe .
uma fonte de nitrogenio assimilavel por lansenula, Juntamente

com fatores de crescimento e elementos minerais, constituiram
0 meio de cultura. Cs elementos minerais podem ser adiciona-—
dos na forma de fosfatos, cloretos e outros sals, e os fatores
de crescimento, na forma de vitaminas puras, extrato de levedu
- o . R d . .
ra ou agua de maceragzo de milho. Preferivelmente indicou um
. ¢ . ’ e I3 1
meio contendo ureia, melago e ague de maceracao de milho, o
qual, para maxima produgao de D-arabitol por inoculagio de Hare

. .’ .
senula subvelliculosa, num tempo variavel de 2 a 4 dias, deve

ser incubado a uma temperatura de 50-5500 debaixo de condigoes
de aeragao. Adicionalmente, um processo para recuperagao do
D~arabitol do meio de cultura foi descrito na patente.

A verificagao da possibilidade de aumento da produ~-

cao de D-arabitol por Hansenula subvelliculosa em meio de nela

go de cana ou de beterraba, atraves da variacao da concentra -
¢ao de fosfato no meio, foi aproveitada por TRLVELYAN (1961 pa
ra o estabelecimento de um processo aperfeicoado a partir do
processo de GRaHAN (1961). Num meio contendo de 10,0 a 20,0%
de agﬁcars fontes assimilaveis de nitrogenio e outros nutrien-

tes, a concentragao de fosfato foi ajustada de tal forma a coxn
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trolar a proporg¢éo da utilizagZo da fonte de carbono, evitando
gue uma certa propor¢aoc minima fosse excedida, o que resulta-
ria na formag2o de 2lcool etilico e acetato de etila, em detri
mento da produczo de D-arabitol. Nestas condigoes, um rendi-
mento de 40,0 a 55,0% de D-arabitol sobre o agucar contido no
meio, acentuasamente malor gque o obtido por GRAHAN, foi obtido
apds 48 a 72 horas de fermentagZo.

O efeito de altas concentracgoes de cloreto de 56~
dio, na produgao de poliadlcoois por leveduras osmofilicas, foi
investigado por ONISHI (1963). Nesta ocasiao, este autor, ob

servou que Pichia miso, desenvolvida em um meio com 10% de gli

cose e 6%, ou mais, de cloreto de sddio, produziu somente gli-
cerol, enquanto que, a menores concentragoes desse sal, D-ara-
bitol tambem foi produzido. Em um meio contendo 30% de glico
se, sem suplementagao de cloreto de sc')dio9 verificou uma produ
¢3o adicional de eritriteol. Utilizando outros sais inorgani-
cos, em elevadas concentragdoes no meio, o autor verificou que
a adicao de XKC1l e Na2804 influenciam a produgao qualitativa
dos polidis da mesma maneira que o cloreto de sodio. O efei~
to do cloreto de sodio na produgao de polidis por leveduras

dos generos Candida, Torulopsis e Debaryomyces, foi também es-

tudado. lissas leveduras, gue procuziam apenas D-arabitol ou
. . . . ~ . 14

eritritol, ou ambos, em um meio sem adigao de cloreto de S0

dio, passaram a produzir também glicerol, em um meio com uma

A

| b aYe) N £ .
concentracao de 9% de cloreto de sodio.
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HAJWY (1964) estudou as melhores condigoes para pro-
dugao de altas concentragoes de D-arabitol, como Gnico Aalcool

-

N S . . . . .
polinhidrico, por Lndomycopsis chodati. Observou, em primeiro

lugar, que a temperatura de incubagao desse microrganismo, pa=-
ra a producgao de D-arabitol situava-se entre 30 e 5500. Estu
dando, em seguida, a influencia da concentragio do extrato de
levedura sobre essa produgao, num meio contendo 10% de glicose,
verificou que seu aumento de 0,25 a 2,0%, resultava num mais
rapido consumo de glicose, acompanhado de um decréscimo da pro .
dugdo de D-arabitol. 4 concentragfo Otima de extrato de leve
dura nessa concentragao de glicose foi considerada como sendo
de 0,5%, a qual permitia o ma&ximo consumo de glicose em 72 ho-
ras, com um rendimento em D-arabitol de 32,0% sobre o agucar
consumido. O aumento da concentracao de glicose para 20 e
30%, no meio de cultura contendo 0,5% de extrato de levedura ’
levou a um aumento do tempo de fermentagao. Lste inconvenien
te pode ser eliminado quando a concentragao do extrato de leve
dura, nesses meios, foli aumentada de tal forma a manter a rela
cao entre extrato de levedura e glicose do meio de 10% de gli-
coses Uma aeragao de 200 m moles de 02/litro/hora, mostrou
ser a mais adeguada para produgao de polieis, independentemen~
te da concentragio de agucar usada, desde que a referida rela-
¢ao entre extrato de levedura e glicose fosse mantida, Melago
e agua de maceracao de milho foram estudados comc substitutos

do extrato de levedura. Tendo observado que uma concentragao
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de 10% de melago no meio, substituia satisfatoriamente o extra
to de levedura, permitindo uma produgao de 32,1% de D-arabitol
sobre o agucar consumido, utilizou-a em uma série de fermenta-
¢o0es, nas quais o nivel de nitrogenio, na forma de uréia ou
lactato de amonio foi variado. Observou, neste caso, que a
produczo de D-arabitol decresceu com o aumento do conteudo de
nitrogenio, independentemente da fonte utilizada. Comparando
os resultados obtidos em meio de melago, suplementado con
uréia ou lactato de amonio, com aqueles obtidos em meio com ex
trato de levedura, concluiu gue nitrogenio deve estar entre
0,07 e 0,086% para Otima produgao de D-arabitol em meio conten
do concentragdes de glicose proximas de 10%. Em relacgao a in
fluencia de fosfato sobre a producgso de D—arabitol, observaran
que concentragoes crescentes de KH2P04, até 0,3 g/1, determina
ram aumento na produgao do poliol, aumento do desenvolvimento
celular e da velocidade de utilizagao de glicose. Acima dessa
concentragao, a produgéo de D-arabitol decresceu. Adigao de
potadssio e magnésio ao meio de cultura, aos niveis de 0,1 a
1l g/1 de KC1 e 0,05 a 0,5 g/1 de Mg80, . 71,0, nao determinou va
riagéo na fermentagao. Lnsaios de fermentagbes em escala pi-
loto revelaram um rendimento de 40% de D-arabitol, sobre o agl
car contido em um meio de melago, suplementado com uréia.
Lstudando a adeguabilidade de caldo de cana de agl -

car como substrato para a producgao de D-arabitol por indomy-

copsis burtonii, FALANGHE e CARUSO (1972) relataram as diferen



-1h-

tes producdes de D-arabitol, em funcao de variadas concentra -
¢oes de carboidratos, nitrogénio, magnésio, fésforo e potéssio,
no meio de cultura. Utilizando um meio contendo 50% de caldo
de cana de agucar, adicionado unicamente de 0,09% de uréia, ob
tiveram um maximo rendimento, 42% de D-arabitol sobre o agucar
consumido, depois #e 48 horas de fermentagao. Nestas condi
¢0es, as concentragdes de fosforo, magnésio e potassio, presen
tes no caldo de cana de aglicar contido no meio de cultura, mos
traram-se as mais adequadas para a melhor produgao de D-arabi-

tol.
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3 -~ MATERIAL E METUDOS

Z,l. - Isolamento e identificacao de leveduras

Ny S
osmoIlirilrcas

As leveduras osmofilicas, utilizadas neste trabalho,
foram obtidas de amostras de melago, armazenado ou recém obti-
do, da industria de aglcar demerara, e de amostras de melado
comercializado, por isolamento em meio seletivo. Os meios 11
quidos, utilizados para o isolamento seletivo dessas leveduras,
continham 1,0% de extrato de levedura, 0,1% de uréia e concen=-
tragdes variaveis de 40,0, 50,0, 60,0 ou 65,0% (p/p) de glico-
se dissolvida em agua destilada, por aquecimento em banho ma-
ria. Os meios sdlidos utilizados foram de igual composigao ,
exceto pela adigdo de 2,0% de agar. As amostras de melago ou
melado, diluldas ou sem diluicio, foram transferidas, num volu
me de 0,1 ml, diretamente aos meios seletivos s6lidos contidos
em placas de FPetri ou aos meios seletivos liquidos. Apos in-
cubagao por 48 horas a 2800, aliguotas do meio liquido foram
transferidas para placas de Petri contendo meio sdlido. As
colonias que se desenvolveram nos meios solidos, apds 48 horas
de incubacio a 2800, foram conservadas, apos purificagzo, em
tubos com meio de cultura inclinado, constituido de 20,0% de

. . ~ £ .
glicose e i1gual concentragao de extrato de levedura, ureia e
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agar empregaca no meio seletivo. As leveduras isoladas nas
difeérentes concentragoes de glicose foram, em seguida, estuda

~

A . -
das com relacao a sua capacidade de crescimento em concentra-
Lad . . . . « hd .l
¢oes de glicose iguals, acima, e abaixo, aquelas nas guais
foram isolades, na faixa de 40 a 70% (p/p). Posteriormente ,

procedeu~se & sua identificacao, de acordo com LODDER (1970).

5.2. = Desenvolvimento das leveduras., em cultu-

-~ g -
ra submersa, para producao de polialcools

O indculo, para o desenvolvimento das leveduras,foi
obtido por suspensdo com 2,0 ml de Agua destilada e esterili-
zada, das células de uma cultura desenvolvida por 48 horas a
BOOC, em meio de mesma composigZo que o de conservagao. A sus
pensao de células, assim obtida, foi transferida para 50ml de
meio liquido, de mesma composig@o no qual foram desenvolvidas,
contido em frasco brlenmeyer de 500 ml. A boca do frasco foi
vedada por uma delgada camada de algodzo envolvida em gaze, €
presa ao frasce por elastico. Em seguida, este frasco foi
colocado em um agitador rotatdrio, de 2,5 cm de excentricida-
de, desenvolvendo 240 r.p.m., a uma temperatura de 5000? por
48 horas. O indculo assim obtido foi transferido, num volume

de 2,5 ml, para 50 ml dos meios de cultura para produczo de

o mesmo tipo de tampao acima referido. 4s culturas, emtodos
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os experimentos, foram decenvolvidos sob as mesmas condigoes
de agitacga a mesma temperatura utilizadas para o desenvolvi-
mento do indculo. As culturas, isoladas e identificadas,tive
ram sua capacidade de producao de polidlcoois avaliadas, apos
desenvolvinento por 48 horas, em meio liquido contendo 10,0 %
de glicose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de uréia. Nos
estudos posteriores, as amostras para analises foram coleta-

das a intervalos de 24 horas, durante um periodo de 72 ou 96

horas.

3.3. -~ Meios de cultura para producao de poli -

’ . - ..
alcooils por Saccharomyces rouxii.

3.3.1 - feito da variagao da concentra-
cdo de extrato de levedura,uréia

e glicose

Concentracoes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% de ex~

trato de levecdura foram adicionadas a meios de cultura conten

S
jel

do 10,0% de glicose e 0,1% de ureia, a fim de se observar o e
feito dessas concentracdes na producao de polidlcoois por

Saccaromyces Irouxii.

0 efeito da concentracgizo de uréia,na produgdo de po

. . ~ . . - .
lialcoois por essa levedura, fol determinado em meios cantendo
10,05 de glicose, 0,75% de extrato de levedura, sem adigao de

e, s . 2. . ~
ureia ou adicionados de ureia nas concentracoes de 0,05, 0,10
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e 0,20%.

£ variacao da produgao de polialcoois, em fungdo de
concentragoes de 10,0; 20,0 e 30,0% de glicose, foi estudada
em meios contendo extrato de levedura e uréia. Os teores de
extrato de levedura e ureia, em cada meio, foram ajustados a
fim de se manter, em todos os meios, a mesma relagao entre
glicose e esses nutrientes. Disso resultaram os meios com as

composigoes abaixo:

Mejo I Meio IT Meio III

G11c0S€, B/l eeeeeeeceeass 100,0  200,0 300,0
Extrato de levedura, g/l.. 745 15,0 22,5
Uréia9 g/l D S 6 06 006 2 020 0 06 06 O 0 0,5 l,O 1,5

3.3.2 - Lfeito da variacao da fonte de

nitrogenio

A producdo de poli&dlcoois por Saccharomyces rouxii.,

em funcao de diferentes fontes de nitrogenio no meio de cul -
tura, foli estudada pelo confronto dos resultados previamente-
obtidos nos meios contendo uréia, com agueles obtidos em meios
contendo tartarato de amonio, sulfato de amdnio ou fosfato
de amonio monobasico, em quantidades tais que, resultaram emn
niveis de nitrogenio iguais aqueles dos meios contendo dife -

rentes concentracdes de ureia.
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3.3.3 - Efeito da adigao de cloreto de

14 .
sodio

0 efeito da adigio de cloreto de sdédio, ao meio de
cultura, na produ¢do de polialcoois, foi observado pelo con=
fronto dos resultados obtidos em um meio contendo 10,0% de
glicose, 0,75% de extrato de levedura e, 0,05% de uréia, com
os resultados obtidos pela utilizacao ce meios de igual compo

sigzo, adicionados de 5,0%, 10,0% e 15,0% (p/v), de cloreto

’ . . Il
de sodlo, respectivamente.

3.%.4. - Efeito da variagao do volume do

meio de cultura

0 volume de um meio com 10% de glicose, 0,75% de ex
trato de levedura e 0,05% de uréia, foi variado de 20 a 50 ml
em frascos Irlenmeyrs de 500 ml, a fim de se obter diferentes
aeragoes, durante a fermentacao.

Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho
foram sempre esterilizados sob pressao, a 121009 por 15 minu-

toSse.

x £, .
P4, - Metodos analiticos

A determinacso do volume de células das leveduras



-0

foi obtido apds centrifugacgdo de aliguotas de 10 ml das amos
tras do melo fermentado, a 2.000 r.pe.me durante 15 minutos.

L glicose fol determinada pela utilizagao do rea -
gente cuprico-alcalino de SOMOGYI (1945) e do reagente de qs
senomolibdato de LiLi0N (1944).

Os polialcoois foram determinados, como glicerol ,

]

4 3 A TS IV Al ciTT - v . 3 ~
pelo metodo de LAMBLRT e NzISH (1950) e, sua identificacgao

P

foi feita por cromatografia em papel (HCUGH, 1950). Como sis
tema de solvente utilizou-se fenol-égua (431, p/v) sendo os
polialcoois detectados segundo TREVELYAN e colaboradores -
(1950). Os cromatogramas foram sempre obtidos pela utiliza
gdo de 10 microlitros de amostras previamente desproteiniza-
das.

Todas as determinagdes colorimétricas foram prece-
didas de desproteinizacido das amostras, com sulfato de zinco
a 25% e hidroxido de sodio 5 N, de acordo com SCOGYI(1930).

O nitrogénio total, no extrato de levedura utiliza
do, foi determinado pelo método Micro Kjeldahl (BAILLLY, -
1967) 6

Todos os resultados obtidos neste trabalho repre -

sentam a média de duas repeticdes,
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4 ~ RESULTADCS E DISCUSSAO

4,1. - Isolemento e identificacao das leveduras
osmofilicas
Dada a seletividade dos meios de isolamento, de um

grande numero de amostras de melago e melado, utilizadas neste
trabalho, somente vinte e oito colonias de leveduras puderam
ser isoladas. Pela observagao dos dados constantes da Tabela
I, verificou~se que, das vinte e oito culturas, doze puderam
ser isoladas do meio contendo 40,0% de glicose, oito do meio con
tendo 5090%, sete do meio contendo €0,0% e uma do meio conten-
do 65,0% de glicose. Com relagao a sua capacidade de cresci -
mento em meio contendo 60,0% de glicose, verificou-se gque, de-
zessete delas foram capages de crescer a essa concentragao, en=-
quanto as onze restantes n&o apresentaram nenhum crescimento.fm
concentragoes de 40,0 e 50,0%, 65,0 e 70,0%, todas as leveduras
apresentaram crescimento nas duas primeiras concentracoes e au
sencia de crescimento nas duas Ultimas. As leveduras isoladas,

5 . . s
de acordo com o0 gque se observa na Tabela II. foram classifica-
q 5

~ . . rd . ~
das no genero Saccharonyces, compreendendo sete especies e tres

variedades dessas especies.
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TABELA I - Origem, meio de isolamento e crescimento a 60%  de

glicose, das leveduras isoladas,

Cultura % glicose no meio Crescimento em
o Origenm . . o :
Ne de isolamento 60% glicose
1 Melacgo 40,0 +
2 " 40,0 +
3 " 40,0 -
4 FMelado 40,0 +
> " 50,0 -
6 Melago 60,0 +
7 Melado 50,0 -
8 Melago 40,0 -
9 lelado 50,0 -

10 lelago 60,0 +
11 " 40,0 +
12 Iielado 40,0 +
13 IMelago 60,0 +
14 Melado 65,0 -
15 Melaco 40,0 +
16 " 50,0 +
17 'lelado 50,0 -
18 " 40,0 o
16 Melaco 50,0 +
20 " 40,0 -
21 " 40,0 +
22 " 40,0 -
25 ! 60,0 +
24 " 60,0 +
25 " 50,0 ;
26 " 50,0 -
27 " 60,0 +
28 " 60,0 +
(+) = crescimento

nao crescimento

~
!

—
i
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TABELA II - ClassificagZo das leveduras isoladas.

—
=4
1o
o
oY

‘ Espécie
cultura
19 29 49 69
10,11,12,13, .
Saccharomyces rouxii Boubroux
15,16,21,24,
25 e 28
5, 7, 9, Saccharomyces bisvorus (Naganishi) Lodder et
17 e 18 Kreger van RiJ var. bisporus
14 e 26 Saccharomyces bailii Lindner var. bailii
5 Saccharomyces bailiil DLindner var. osmophillus
19, 2% e - ]
’ / van der Walt
8 Saccharonyces uvarum Beijerinck
22 Saccharonyees chevalieri Guilliermond
e Saccharomvees rosei (Guilliermond) Lodder et
3 e

Kreger van HijJ
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~ . ? .
4,2. - Producao de polialcoois pelas leveduras

isoladas

Na Tavela III sao apresentadas as producgdes de poli
alcoois das leveduras, apoOs 48 horas de fermentacdo. Pelos re
sultados obtidos, verificou~se que algumas leveduras consumil =

5 . - L4 £
ram, praticamente, todo o agucar nas 48 horas de fermentacao .
Essa diferenca fol notada, inclusive, entre diferentes linha=-
rd . N Eed 4
gens de uma mesma especie. As melhores produgoes de polial-

cools foram observadas entre as linhagens de Saccharomyces Iou-

xii, entre as quais, encontramos a linhagem 16 gue, embora con
sumindo glicose moderadamente, produziu o malor teor de poli-
alcool (2,586%, p/V). kinda, entre as linhagens desta espé-
cie, a linhagem 1% apresentou o melhor indice de conversao de
glicose em poliélcoois, demonstrado pelo alto rendimento de
52,77%, porém, o pequeno consumo de glicose, resultou em baixo
teor de poliélcoois no meio (1,219%, p/V). Entre as demais
espécies isoladas, nao encontramos linhagens que apresentassem
tao altas produéges de polialcoois, muito embora a linhagen 7

N * 5 by
Saccharomyeces bhisporu

I

var. bisporus e a 14, Saccharomyces bai-

T A

1ii var. bailii., tenham apresentado uma boa produgao. Tendo em

—

vista o interesse por leveduras gue produzam boas gquantidades
.o . £ . o ~ .

de polialcoois, em um periodo de fermentacao nao multo longo

observou-se gue, das linhagens que consumiram, praticamente ,

Ov

rd . . .
todo o acgucar em 48 horas, as linhagens 4 e 12 destacaran~-se
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TABELA III - Producio de polialcoois pelas leveduras

isolades.
Linhagem Glicose FPolizl Rendi-
Inicial ¥inal cool * mento**
Ne Ispécie % (p/v) %o/v)  9(p/v)  %(p/p)
Se rouxii 9,80 8,76 0,358 34,42

1
2 9,80 6,17 1,471 40,52
4 9,82 0,87 1,962 21,92
6 9,82 4,59 2,355 44,81
10 9,80 6,72 1,316 42,72
11 " 9,82 8,04 0,735 41,29
12 9,82 0,81 2,105 23,36
13 9,80 7,49 1,219 52,77
15 3,82 2,85 2,432 40,60
16 9,82 4,12 2,586 45,36

2l " 9,80 7,84 0,593 50,42
24 " 9,80 6,26 1,618 5,71
25 " 9,80 5,68 1,636 ),971
28 " 9,80 6,08 1,625 43,65
5 8. bisporus var. bisporus = 9,80 0,30 1,085 11,52
% ; § 9,82 1,60 1,457 17,73
9 " " 9,82 1,87 O 692 "7 482
17 " " 9,80 2,71 02% 14,42
18 " " 9,80 0,77 l 081 11,97
14 5. bailli var. bailli 9,80 1,02 1, ,415 16,12
26 i i 9,80 3, OG 0,961L 14,30
19 8. bailli ver. osmophillus 9,82 2,55 1,061 14,59
L i 9,80 o,za 0,473 4,88

i 9,80 2,81 0,987 14,12

9,82 1,53 0?542 4,03

9,80 1,42 0,305 ,;6&

9,82 5,01 0,614 12,77

9,82 5,40 0,705 15,95

* = Lxpresso cowmo glicerol

f

Polialcool em funcgao da glicose consumida.

H
#
e

=
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das demais. Porém, melhores produgoes foram observadas para -
as linhagens 6, 15 e 16, as quais, consumiram cerca de 50 a €0%
da glicose disponivel. Estas taxas intermedidrias de consumo
de glicose, nos permitiram supor que, uma pequena extensao do
tempo de fermentacgdo, ensejaria um aumento do consumo de glico
se e, consequente aumento de producgao de poliélcoois, por es-

tas leveduras. lio caso da linhagenm 13, ndo obstante seu eleva
do rendimento, o seu baixo consumo de aglcar levou-nos a consi
derar que, na melhor das hipéteses, somente um tempo demasiada
mente longo, poderia proporcionar elevada produgao de polial-
coois. Dentro do grupo de leveduras que apresentaran maior

- ~ - . . ., ? - -«
produgao de pollé10001s, com consumo intermediario de glicose,

selecionamos a cultura de levedura Saccharomyces rouxii, linha

g . £ . . . 5 ~ ~
gem 16, de produgao de polialcooils ligeiramente mais elevada ,

para os posteriores estudos deste trabalho.

4,3, - Efeito da variacso da concentracae de ex-

trato de levedura, sobre a producio de

1

s & I3 ot o v
01181Cc00is POY DACCAATONYEEeS TOouXli

Os efeitos da variacéoc da concentragao de extrato de
levedura na producgado de polialcoois, podem ser observados pe-
los resultados apresentados na Tabela IV. Verificou-se que ,
o consumo de glicose e o desenvolvimento celular est&o relacio

nados com a concentracgao de extrato de levedura no meio de cul
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TABLELA IV - Z=

4y

eito da variacao da concentragao de extrato de
levedura sobre a produgao de Polialcoois por Sac-

nAargnvees rOuXlil s

wxtrato  Volume Glicose Polial Rendi-
de ae

Tempo levedura celulas pH  Inicial Residual cool* mento**
h o Y%p/v) % (/) % (o/v) % (p/v)  %(p/v) % (p/p)
24 0,25 2,5 3,27 10,09 7,79 1,014 44,08
48 0,25 5,0 3,20 10,09 7,40 1,403 55,50
72 0,25 3,0 3,22 10,09 5,95 2,204 53,24
96 0,25 5,0 5,15 10,09 5,03 2,698 53,32
24 0,50 4,0 3,35 10,05 6,80 1,174 36,12
48 0,50 5,5 3,36 10,05 4,63 2,327 42,93
72 0,50 5,5 2,42 10,05 2,09 3,382 42,49
96 0,50 6,0 32,46 10,05 0,39 4,068 42,11
24 0,75 750 2,44 10,39 4,89 1,231 22,38
48 0,75 8,0 3,40 10,329 1,79 2,760 32,09
72 0,75 3,0 5,52 10,29 0,06 3,691 35,73
96 0,75 8,5 3,57 10,39 0,05 2,426 33,13
24 1,00 7,0 3,58 10,54 3,67 1,372 19,97
48 1,00 9,0 2554 10,54 0,21 2,425 23,55
72 1,00 5,0 3,56 10,54 0,06 2,199 20,98
96 1,00 10,0 3,75 10,54 0,07 2,423 23,24

* - pIXpresso como glicerol.

. N T - - R - - . .-
*% .. Polialcool produzicdo em funcao da glicose consumidas,
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tura. Quando essa concentragao foi de 1,0%, a fermentagao |,
praticamente, completou-se em 48 horas e, o volume de células
produzido foi nais elevado do que aqueles obtidos em todas as
demais concentragbes. Para a concentracao de 0,25% de extra
to de levedura, apos 96 horas de fermentacdo, apenas 50% da
glicose inicialmente disponivel foi consumida, com o mais bai
xo desenvolvimento celular, em relagBo as demais concentra -
gOes, Pelos rendimentos obtidos obsérvou-se que, a medida
gque as fermentacdes foram mais répidas, pelo aumento da con =
centragao de extrato de levedura no meio, a conversao de gli-
cose en poliélcoois decresceu.

fisse mesmo efeito foi observado, para diferentes le
veduras osmofilicas, em trabalhos realizados por PETERSON e
colaboradores {1958), HAJNY e colaboradores (19G60) e HAINY
(1964). ®s resultados obtidos por ONISHI e colaboradores -

(1961) para Pichia miso mostraram que o aumento da concentra-

¢ao de extrato de levedura no meio, resultou em uma diminuil
gao do consumo de glicose.

Quanto a producdo absoluta de polialcoois, a concen
tragao de 0,75% de extrato de levedura, foi considerada a
mais indicada para a levedura estudada, pois, a maior produ -
¢éo desses alcoois foi obtida messa concentragio, apos 72 ho-
ras de fermentagéo. Essa produgdo s0 foi superada a concen-
tragao de 0,50%, a custa de um prolongamento da fermentacgao -

por 2% horas,
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4.4, - Efeito da concentracdo de uréia sobre a

producao de polidlcoois por Saccharomyces

rouxiie.

Pelos resultados apresentados na Tabela V, verifi-
cou-se que, a adig¢ao de uréia, nas diferentes concentragbes
nao alterou grandemente os rendimentos obtidos apds 24, 48 e
?2 horas de fermentagao, pois, embora a elevagio da conﬁentrau
¢gdo de uréia no meio, geralmente determinasse discretos aumen-
tos na producido de poliadlcoois, estes foram obtidos a custa de
um mais elevado consumo de aglicar. Efeitos semelhantes, deter
minados pela presenga de uréia no meio de cultura, foram tam -
bém observados por SPEICER e SALLANS (1956) com outra linhagem
de S. rouxii, debaixo de diferentes condigdes de cultura. A
presenga de uréia no meio de cultura, eatretanto, abreviou 0
tempo de fermentagao de Se. rouxii, como observado por HAJNY e

colaboradores (1980), com Torulopsis magnoliae.

Desde «ue, pela variacg@o das concentragoes de uréia
os rendimentos nao foram grandemente afetados, nao se torna ne

cessario adicionar ao meio mais que 0,05% de uréia.,

4,5, - bEfeito da concentracdo de glicose na pro-

ugao de polialceois por Saccharonvees

oy

rouxii

A influéncia da concentracazo de glicose no meio  de



*N %466 BUUTAUOD BINDSAST 8D 010IIXS ) =4ax
*ePTIMSUOD 9SO00TTE ®p orduny we OpPIZUPOJ ad TOOOTETITO ~ xx
TOISOTT3 OWOD 0SSaIAXT =  «
H6¢1¢ +#9¢ ‘¢ 400 09°0T 26¢¢ 0%l 4L9TC0 020 2l
oztez 06442 840 09°0T  2¢°¢ 0¢s ,9T¢0 0z¢o 3t
oz‘1e ATARI 644 0901  2¢%¢ G¢9 4OT0 02°0 42
¢9¢62 860°¢ $0°0 LCCOT 6%Y¢ 0‘g 1210 otto 24,
orge 149°¢2 4640 LSCOT  9¢¢¢ 0¢l 210 010 St
T26T 2l0¢T 641 LSCOT  0¢¢¢ 0%/, T2Té0 0T‘0 2
antes ©¢G¢¢ $0°0 S6°0T 6h'¢ 0¢s 360°0 S0%0 2l
¢ztle 71542 T9°¢T S6*0T he¢ Gé9 860°0 $0¢0 Q%
0591 900°T 98¢y S6°0T  G2‘¢ 0‘c 860°0 G0°0 2
#8°T¢ T2T%¢ 27T QTTT 2¢°¢ %9 ¢L0¢0 Co¢0 el
9162 2602 80+ QT*TT 22%¢ 0‘9 ¢l00 000 Q4
ST*oT SHet0 G644 QT‘TT G2%¢ 09 ¢loto 00°0 +2
(d/a) %6 (a/d) o (ayd) o (ayd) o (a/n) % (a/4Yy ¢ (6/d)% 2!
#x03USW . STOOO Tenprsey TeTOTul Hd  seInldd  4xslBle% etaan  odwmay,
~-Tpuey  ~T2TT0d 9S00TTH op omnTop 0TURBOI3TH

*TIXNOI SSIAUOIABYDOEY

xod stoooretrod op opdnpoad e &IQOS BTOIN op OBDBRILUSOUOD BD 03Ty ~ A VIZAVYE



-33_

cultura sobre a produgao de poliélcoois, pode ser observada a
través dos resultados constantes da +‘abela VI, O aumento da
concentragao de 10,0% de glicose no meio para 20,0 e 30,0% ,
resultou em um decréscimo na taxa de conversio de glicose a
poliélcooiss como revelado pelos menores rendimentos obtidos
as concentracdes mais elevadas de glicose. Nos trés casos ,
as fermentagoes foram completadas a 72 horas, pois, aos ni-
veis de 10,0 e 20,0% de glicose, melo se apresentou, prati-
canente, esgotado a este intervalo de tempo e, ao nivel de
30,0%, num prolongamento da fermentagao por 24 horas nao re-
sultou em consumo adicional de glicosee. A concentracgao de
10,0% de glicose, apresentou-se, pois, como a mais indicada

~ .’ . - . ’
para a produgao de polialcools por vaccharomyces rouxil, apos

72 horas de fermentacao, a nao ser que se considere compensa-
. - ~ .’ . [4

dora a maior producao absoluta de polialcooils, ao nivel de

30,0%, a custa de um mais elevado consumo de glicose. Utili

zando uma linhagem de Pichia miso, ONISHI (1960b) observou

- > Y Lo d . ' . .
naiores rendimentos na produg¢ao de polialcoois, em meios con=-
tendo %0,0 a 40,0% de glicose, enguanto SPENCER e colaborado-
res (1957) nao observaram variacio na conversao de glicose a

.’ . - ..
polialcoois, por Saccharomyces rouxil nem mesmo a concentra=-

gao de glicose a 50%e.
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TABELA VI - Efeito da concentragao de glicose sobre a produgao

de polidlcoois por Saccharomyces rouxii.

Terpo Volume Glicose Polial Rendi-
de N ,ae
Meio * <fermentagao celulas pH  Residual cool** mento***
h % (v/v) % (p/v) %(p/v)  %(p/p)
24 5,5 % 4,40 5,07 1,140 24,25
48 645 3,28 2,03 2,493 32,00
1 72 8,0 3,28 0,05 3,143 32,33
% 7,0 5,57 0,05 3,100 51,89
24 8,0 3,56 8,05 1,681 14,78
48 9,0 5,70 1,59 5,057 17,02
11 72 11,0 3,74 0,13 2,864 14,84
9% 9,0 3,84 0,15 2,992 15,51
24 8,0 5,86 13,78 1,%63% 9,89
- 48 7,0 4,16 5,95 4,329 20,04
1 72 7,0 4,18 3,66 4,228 17,73
96 6,0 4,23 3,77 4,179 17,57
* - Os meios I, II e III continnhem, respectivamente, 9,77,
10,4% e 27,55% de glicose inicial.
** . mxpresso como glicerol

*%*% _ Polialceol produzido em funcio da glicose consumida.
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4,6, - Efeito da variacgdo da fonte de nitrogenio

na producZo de polialcoois por Saccharo-

myces rouxii.

Pela observagao da Tabela VII verificou~se que varia
das concentragoes de tartarato de amonio, quando utilizado em
substituig¢do a uréia, nZo influiram sobre o tempo de fermenta-
cao, pois esta completou-se em 72 horas para os trés niveis de
nitrogenio utilizados. Entretanto, as melhores produgdes de
polidlcoois foram obtidas nos meios contendo 0,306 e 0,612% de
tartarato de amonio. A capacidade do microrganismo de conver
ter glicose em polidis nesses dois meios, apds 72 horas de fer
mentagZo, mostrou-se comparavel équela apresentada no meio con
tendo 0,05% de uréia (Tabela V) como revelam os rendimentos ob
tidos nesses tres meios. Estas concentragoes de tartarato de
amonio, entretanto, resultaram numa maior concentragdo de ni -
trogénio no meio do que aquela obtida pela adigdo de 0,05% de
uréia, como mostram os dados das Tabelas V e VII. Os mailores
rendimentos obtidos as 24 e 48 horas de fermentagso, quando
tartarato de amonio foi utilizado no meio em substituicao a
uréia (Tabela V e VII), acs mesmos niveis de nitrogenio, foream
consequ%ncia de um retardamento no consumo de glicose pela le-
vedura, na presenga desse sal, acompanhado de uma maior capaci
dade de conversao de glicose a polialcool.

A substituigdo da uréia por sulfato de amonio, como
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podenos observar pelos resultados constantes das Tabelas V e
VIII, resultou em um consumo mals lento de glicose €& uma pro=-
nunciada redugao na producao de polialcoois, que se acentua
com o aurento da concentracao de nitrogenio no meio, como tam
bém observado por SPRICER e SALLANS (1956) para outra linhagem
de 8. rouxii, emvora debaixo de outras condigees de cultura.

A adicao de nitrogénio aos meios de cultura, na
forma de fosfato de amonio monobasico, em substituigdo a urda,
levou a uma drastica reducgao na produgao de polialcoois que
se pronunciou nas duas concentracoes mais elevadas de fosfato,
como revela o confronto dos dados constantes das Tabelas V e
IX. O efeito negativo do fosfato foi também caracterizado -
pela reduzida produgao celular, sempre inferior équelas obti~
das com as demais fontes de nitrogenio utilizadas (Tabelas V,
VII, VIII e IX). Observa-se também, pelos dados da Tabela -
IX que, aos niveis mais elevados de fosfato, a fermentagdoo
de ser considerada terminada as 24 horas, pois, pOs eésse pe-
riodo de tempo, os resultados relativos ao consumo de glicose
e producio de polizlcoocis, praticamente nio se alteraram. Ao
menor nivel de fosfato, poder-se-ia dizer que a fermentagao -
prosseguiu apds 24 horas, entretanto, apenas pelo aumento dos
polialcoois.,

Ubservando-se os resultados obtidos quando tartara
to, sulfato e fosfato de amonio foram adicionados ao meio (Ta

belas VII, VIIT e IX), em confronto com aqueles obtidos
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quando utilizemos um meio contendo apenas glicose e extrato
de levedura (Tabela V), verifica-se que pela adigao de tarta-
rato de amdnio ao meio de cultura, o consumo de glicose por
8. rouxii aumenta enguanto que a produgao de poliol né&o e
grandemente alterada, como previamente observado em meio con-
tendo uréia. Por outro lado, verifica-se que a adigao de fos
fato e sulfato de amonio resulta em um decréscimo no consumo

de glicose e, de modo geral, em sensivel diminuigZo na produ-
géo de poliol. Resultados semelhantes foram obtidos por
SPENCER e SALLANS (1956), exceto pelo maior consumo de agucar,
observado por esses autores, no meio contendo sulfato de amo

nio,

4,7, - Efeito da adicfo de cloreto de sddio na

producio de polidlcoois por Saccharomy -

ces rouxii.

Os dados constantes da Tabela X revelam que a adi=~
¢8o de cloreto de sddio ao meio de cultura resultou em um con
sumo mais lento de glicose, o gual se acentuou com o aumento
da concentracao de cloreto de sbdio. 4 taxa de conversao de
glicose em polidlcoois, como revelam os rendimentos obtidos ,
foi crescente a medida que a fermentacao prosseguiu até 72
horas no meio sem cloreto de s6dio e no meio contendo 5,0% des

P . . - A
se sal. O menor teor de polialcoois, determinado &as 96 ho-



TABELA X - Efeito da adigado de cloreto de sddio sobre a produ -

gdo de polidlcoois por Saccharomyces rouxii,

Cloreto Volume Glicose Polial Rendi=-
de ae
Tempo  ©edio células pH  Inicial Redisval cool* mento**
h % (p/v) 9 (v/v) % (p/v) % (p/v)  %(p/v) %(p/p)
24 0,0 5,0 3,20 10,49 5 444 0,881 17,45
48 0,0 7,0 3,25 10,49 2,65 1,979 25,37
72 0,0 8,0 3,16 10,49 0,07 3,148 20,21
%6 0,0 8,0 3,25 10,49 0,05 2,848 27,28
24 5,0 4,0 %459 10,11 7575 0,686 29,49
48 5,0 645 3,53 10,11 4,88 1,652 31,59
72 5,0 7,5 3,32 10,11 2,37 2,592 33,49
86 5,0 8,0 3,30 10,11 0,29 2,9%1 29,85
24 10,0 2,0 5,65 10,18 8,77 0,491 34,82
48 10,0 6,5 3,40 10,18 5,00 0,990 19,11
72 10,0 745 5,22 10,18 2,78 1,342 18,14
96 10,0 745 3,30 10,18 1,06 1,918 21,03
24 15,0 0,5 4,14 10,22 9,76 0,461 100,22
48 15,0 4,0 5,52 10,22 7,07 1,035 32,86
72 15,0 755 2,45 10,22 4y 20 1,041 17,58
96 15,0 750 3,40 10,22 2,45 1,351 17,39
* = Expresso como glicerol

. N .o ~ - . .
¥ Polialcool produzido em funcao da glicose consumildae.
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ras no meio sem adigdo de cloreto de sddio sugere que, quando
o aglicar esta em muito baixa concentragao, tal como ocorreu
neste melo a este intervalo de tempo, 0 microrganismo possi -
velmente comegou a consumir polidlcool, determineando assim

un decréscimo no rendimento, assim como anteriormente observa

do por FALANGHE e CARUBO (1972), na producgao de D-arabitol por

[6))

- . N . o . . N
Endomyconsgils hurtoni. sse consumo de p011é10001s, as 9

horas, nao foi entretanto observado nos meios com adigzo de
cloreto de sodio, nos quais existe maior disponibilidade de
glicose. O baixo desenvolvimento celular observado, as 24 ho
ras de fermentag&o, nos meios contendo 10,0 e 15,0% de clore-
to de sddio, revelam uma dificuldade de desenvolvimento do
microrganismo a essas elevadas concentragoes do sal. Neste
caso, as poucas células produzidas apresentaram uma elevada
capacidade de conversao de glicose a polialcoois, como revela
do pelos rendimentos obtidoss A adaptacao do microrganismo
a esses dols meios, revelasa pelo malor desenvolvimento celu-
lar, nos intervalos de tempo seguintes resultou, por outro la
do, numa diminuigao drastica dessa capacidade de conversao.

0 aumento mais moderado da conversao de glicose a
polidlcoois, no meio com 5% de cloreto de sddio, como permite
observar o confronto dos rendimentos obtidos as 24 horas de
fermentagao ness¢ meio e no meio sem NaCl, ndo foi, entretan-
to, diminuido mas ao contrério, aumentado durante a adaptacgao,

como observado acima, permitindo que, aos intervalos de tempo
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subsequentes, a conversao continuasse melhor do que nos meios
sem adigfo de NaCl, embora a diferenga entre os rendimentos do
meio com 5% e do meio sem cloreto de sédio, fosse gradativa -
mente decrescendo com a adaptagao do microrganismo ao cloreto
de sbddio.

A surpreendente taxa de conversao de glicose a poli
alcool, nas primeiras 24 horas de adaptacio do microrganismo
ao meio com 15% de cloreto de sddio, sugere estudos sobre a
possibilidade de fixacdo dessa caracteristica, por obtengao
de um mutante capaz de crescer em meio com 15% de cloreto de
so6dio, da mesma forma que a cultura original em meio sem clo-

’ .
reto de sodio.

4,8, - Efeito da aseracio na oroducso de polidl-

coois por Haccharomyvces rouxii.

Pela observacgao dos resultados constantes da Tabela
XI verifica-se gque um aumento na aeracao do meio de cultura
determina um mals lento consumo de glicose gue, associado a
una maior produgac de polidlcoois, resulta enm rendimentos cres
centese. Verifica-se assim gue a capacidade de conversao de
glicose a poli&lcoois pela levedura, é favorecida pelo aumen-
to da aeragZo, dentro dos limites estudados. Lstes resulta-
dos estac de acordo com os obtidos por SPENCER e SHU (1957) ,

quando ensaiaram variadas condigoes de aeragio para a produ -

a b0lio n ou inhagen n e .
o de poliol, com outra linhagen da mesma levedura



TABELA XI - Efeito da aeragdo na produgio de polidlcoois por

Saccharomvees rouxii.

Volume Volume Glicose Polial Rendi
de ,de

Tempo meio celulas pH Inicial Residual cool * mento*
h ml % (v/v) % (p/v) % (p/v)  %(p/v) %(p/P)
24 20 4,5 3,22 11,16 7,12 1,455 36,01
48 20 8,0 3,05 11,16 2,16 3,108 34,92
72 20 8,0 3,38 11,16 0,08 4,884 44,07
9% 20 9,0 3,52 11,16 0,08 4,071 36,74
24 35 5,5 3,23 10,89 5,99 1,210 24,69
4.8 35 7,5 3,10 10,89 1,55 2,386 25,54
72 55 8,5 3,44 10,89 0,07 5,790 55,02
96 35 9,0 3,57 10,89 0,06 3,359 31,01
24 50 5,0 5,24 10,53 5,64 1,007 20,59
48 50 7,0 3,15 10,53 1,41 2,302 25,24
72 50 8,0 3,30 10,53 0,06 2,746 26,22
96 50 8,0 3,58 10,53 0,06 2,584 24,68

(23

- hxpresso como glicerol

** . Poliadlcool produzido em funcgio da glicose consumida.
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. . N . .
4,9, - Andlise qualitativa de polialcoois produ-

zidos por Saccharomyces rouxii.

®s cronmatogramas esquematizados nas figuras 1, 2
%, &# e 5 revelam a analise qualitativa dos polialcoois produ

zidos por Haccharomyces rouxii, em meios contendo variadas

concentracoes de extrato de levedura, uréia, tartarato de amé
nio, sulfato de amonio e fosfato de amonio, respectivemente .
Pela observagdo da figura 3, verifica-se que os meios conten-
do tartarato de amanio, em todas as concentragoes experimenta
das, induziram a levedura a uma ponderavel formag&o de glice-
rol, juntamente a D-arabitol. Nos demais meios o microrga =
nismo restringiu-se, praticamente, a producgao de D-arabitol ,
pois como podemos observar pela esquematizagao dos cromatogra
mas, apenas tragos de glicerol puderam ser detectades.

O exame do cromatograma esquematizado na figura 6 ,

referente a produco de polidis por saccharomyces rouxii en

presenga do cloreto de sd0dio, revela que a adigao de 5, 10 e
15% desse sal no meio de cultura, determina um ponderével au-
mento na producao de glicerol por esse microrganismo como Ob=-
servado por ONISHI (1959) com outra linhagem de S. rouxii e
concentragao de 18% de cloreto de sodio no meio.

O esguema representativo do¢ cromatograma de amostras
de meios de cultura contendo 10, 20 e 3 % de glicose, fermen-

tados por Saccharomyces rouxii, revela gue as diferentes con-
1Y 3 ) q
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centragoes de glicose néo influem sobre as produgdes qualita-
tivas dos poliodis, sendo D-arabitol o principal produto da
fermentagzo em todas as concentragtes de glicose.

Todos os cromatogramas executados, a partir de amos
tras retiradas de mesmo meio de cultura experimentado, aos de
mais intervalos de fermentagao, mostraram oOs mesmos resulta -

dose.
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5 - CONCLUSCES

a - As vinte e oito leveduras osmofilicas isola
das de amostras de melago e melado, foram classificadas emn:

Saccharomvces rouxii Boutroux, Saccharomyces bisporus (Na -

ganishi) Lodder et Kreger van Rij var. bisvorus, Saccharo-

myces bailiili Lindner var. bailii, Saccharomyces bailii Lind

ner var. osmophillus van der Walt, Saccharomyces uvarum Bel

jerinck, Saccharomyces chevalieri Guilliermond e Saccharo -

myces rosei (Guilliermond) Lodder et Kreger van Rij.

b - Todas as leveduras classificadas como S. rou-

xii e S. bailii var. osmophillus apresentaram crescimento
em meio contendo 60% de glicose, enquanto que as demais nao
apresentaram crescimento a concentracao mais elevada que
50% de glicose,.

¢ - O comportamento em relagao ao consume de gli=-
cose e producao de polialcoois, das leveduras classificadas
neste trabalho, foi variével ndo somente entre as diferen -
tes espécies, como tambem entre linhagens de mesma espécie.

d - As melhores producdes de polidlcoois foram ob
servadas entre as linhagens de £. rouxii.

e - A linhagem 16 de S. rouxii foi aquela que

produziu maior teor de polialcool, e a gue apresentou me-
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lhores perspectivas para aumento de produgao em funcao das
condigoes de cultura.

f - O rendimento em poli&lcoois, em fungao do agﬁ
car consumido, fol decrescente com o aumento da concentra -
gdo de extrato de levedura de 0,25% a 1,0% no meio de cultu
ra, enguanto seu desenvolvimento celular foli crescente. 0
consumo de glicose mostrou-se dependente da concentragao de
extrato de levedura no meioe.

g - A adig8o de uréia ao meio de cultura nao alte
rou grandemente os rendimentos em polidlcoois apresentados

por S. rouxii, porém, sua presenga abreviou o tempo de fer-

?

mentagao.

h - O aumento da concentracgao de 10% de glicose
no meio de cultura, para 20 e 30% resultou em um decréscimo
no rendimento em poliflcool, por S. rouxii.

i - Tartarato de amonio pode substituir uréia no
meio de cultura, sem prejuizo dos rendimentos em polialcool
por . rouxii.

j - A substituicgio de uréia por sulfato de amonio
no meio, resultou, geralmente, em malores rendimentos em
polialcool e menores consumos de glicose, por 8. rouxii.

kX - A substituigl@o de uréia por fosfato de amonio
monobasico, no meio de cultura, resultou em uma fraca fer -

mentac¢ao por S. rouxii, que praticamente se interrompeu a-
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pbds 24 horas, apresentando mais elevado rendimento e reduzi-
do consumo de glicose,

1 - 4 adigZo de cloreto de sddio ao meio de cultu-
ra, determinou uma elevagao do rendimento em polialcool, por
Se. rouxii, enquanto este microrganismo nao se adaptou comple
tamente ao meio. Neste caso, 0 consumo de aglucar e a produ
¢ao celular foram tanto menores guanto maior a concentragao
desse sal.

m - A linhagem de S. rouxii apresentou maior capa-
cidade de conversao de glicose a polidlcool sempre gue a com
posicao do meio de cultura dificultou o seu desenvolvimento.

n - O aumento da aeragao do meio de cultura, den -
tro dos limites estudados, resultou em maiores rendimentos em
polidlcoois e menores consumos de glicose, por iB. rouxii.

o - A producéo de polialcool por S. rouxii, na
mailoria dos meios utilizados neste trabalho, restringiu-~ se
praticamente a D-arabitol. Kos meios contendo cloreto de
sédio ou tartarato de amBnio, 0 microrganismo produziu D-ara
bitol e apresentou ponderidvel aumento na producio de glice -
rol.

p - A linhsgem de 5. rouxii, utilizada neste traba
lho, apresentou um rendimento em polialcool de 30 a %2%, so-
bre a glicose consumida, quando desenvolvida por 72 horas, a

O . ) ) . 0, a
207C, em melo contendo 10% de glicose, 0,75% de extrato de
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levedura, 0,05% de uréia ou 0,3%06% de tartarato de amonio ,
em agiteador rotatdério, com 2,5 cm de excentricidade, desen-

volvendo 240 r.p.me
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6 - RESUNMO

. . £ «
Vinte e oito leveduras osmofilicas, representando

I'd . ~ N o
sete especies do genero Saccharcmyces, isoladas de melago e

melado de cana-de-aglucar, foram selecionadas quanto a sua ca
pacidade de producdo de polidlcoois. Neste estudo prelimi=-
nar verificou~se que a producgao de polidlcoois & fungio nao
somente das diferentes caracteristicas individuais das espé-
cies de levedura como também de suas linhagens.

Diferentes condigOes de aerac¢fo, concentragtes de
extrato de levedura, de uréia e de outras fontes de nitroge-
nio, assim como concentrac¢tces de glicose e cloreto de sodio
nos meios de cultura, foram estudadas em relacgao a produgao
de polialcoois por uma linhagem selecionada de S. rouxii.

Umna correlacao entre a capacidade de conversao de
glicose a polizlcoois pelo microrganismo e o seu desenvolvi-
mento celular em fungao da composicao do meio foi evidencia
da neste trabvalho.

Nas fermentacgoes realizadas, a produgdo de polial-
coois restringiu-se, praticamente, a D-arabitol porém, a pre
senca de cloreto de sddio ou de tartaratc de amoOnie no meio
induziu uma ponderavel formacgzo de glicerol.

’

Em um meio contendo 10,0% de glicose, 0,75% de ex-
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trato de levedura e 0,05% de uréia ou 0,306% de tartarato de
amonio, a linhagem de $. rouxii utilizada neste trabalho, a-
presentou um rendimento em polialcoois de 30-32% sobre o agli~

car consumido em 72 horss de fermentagao.
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Twenty eight osmophilic yeasts of the genus Sac-

charomvces representing seven species isolated fronm sugar

cane molasses and concentrated sugar cane Jjuice - melado -~ a
regional food product, have been screened for production of
polyhydric alcohols. Polyhydric alcohols production showed
in the screening test to be a function not only of the
different individuval characteristics of the yeasts species
but also of their strains.

Aeration, concentrations of yeast extract, urea ,
and other nitrogen sources in addition to glucose and sodium
chloride concentrations in the media were studied in relation
to polyhydric alcohol. production by a selected strain of
S. rouxii.

4 correlation between the ability to convert gluco
se to polyhydric alcohols and the cell procduction as a
function of media composition, was found.

D-arabitol showed to be the main product of the
fermentations run in this work, however the presence of
sodium chloride or ammoniunm tartrate in the mecdia induced
larger glycerol formation.

Medium containing 10% of glucose, 0.75% of east
& & 3



extract and 0.05% of urea or 0.3%06% of ammonium tartrate was
found to be the best substrate for polyol production under
the conditions of this work. In this medium the selected
strain of $. rouxii showed a polyol yield of %0-32% based on

sugar consumed after 72 h of fermentation.
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