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1 - IlTTlWDUÇÃO 

As pesquisas sobre a obtenção de poliálcoois por 

via fermentativa, restringiram-se inicialmente, à obtenção 

do glicerol e� fermentações alcoólicas dirigidas para produ-

ção desse poliálcool. Entretanto, com a descoberta de que 

leveduras osmofÍlicas poderiam produzir elevadas quantidades 

de glicerol, e outros poliálcoois, em fermentações não etanó 

licas, as pesquisas tomaram um novo sentido, buscando levedu 

ras osmofÍlicas boas produtoras de poliálcoois, bem como,co� 

dições mais favoráveis para essa produção. 

Devido à crescente demanda industrial de poliál-

coois, os processos fermentativos para sua obtenção desperta 

ram um g.1:ande interesse. 

O presente trabalho representa uma primeira etapa 

de um programa em que a identificação de leveduras osmofÍli-

cas, isoladas de melaço e melado,� seguida pela avaliação 

de sua capacidade de produção de poliálcoo:i.s e pelo estabel� 

cimento das melhores condições de cultura, que permitam, as 

leveduras selecionadas como melhores produtoras, a máxima e­

ficiência de produ<;ão desses álcoois 
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2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

A presença de glicerol entre os produtos de uma fer­

mentação alcoólica foi observado pela primeira vez por PASTEUR 

(1858) que, em 1859, relatou uma produção desse poliÓl ao nível 

de 3,2 a 3,6% sobre o açúcar fermentado por leveduras. 

Procurando elucidar o mecanismo da fermentação alco­

ólica por leveduras, NEUBE�G e REINFURTH (1918, 1919), fixando 

o acetaldeÍdo com sulfito de sódio, verificaram um grande aumeE_

to na quantidade de glicerol formado. Esta observação foi a­

proveitada no estabelecimento de um processo industrial por 

CONNSTEIN e L1IDECKE (1919). Porém, nos processos de fixação 

de acetaldeÍdo, a recuperaçao do glicerol era dificultada devi­

do à presença dos sais fixadores, em solução no líquido fermen­

tado. Essa dificuldade impediu um maior sucesso desses proce� 

sos na exploração comercial de glicerol. 

Estudando o metabolismo de Zygosa�charomyces acidi­

faciens, NICKEHSON e C.ARROL (1945) verificaram que, em meio con 

t�mdo 10% de glicose, sob condições anaerÓbicas, essa levedura 

poderia produzir glicerol sem necessidade de adição dos sais fi 

xadores .. Obtiveram um rendimento de 22,0% de glicerol, basea-

do no açúcar consu:::nido em 10 dias de fermentação. A recuper� 

ção do glicerol, entretanto, foi consideràvelmente menor que a 
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quantidade analiticamente determinada por titulação com perio­

dato. 

Procedendo ao fracionamento cromatográfico do melaço 

de cana fermentado por leveduras, BINKLEY e \JOLFROM ( 1950) iso­

laran1 eritritol e D-arabitol, não encontrados no melaço não fe,E_ 

mentado, deduzindo serem essas duas substâncias produzidas pela 

levedura. Esta foi a primeira referência sobre a produção de 

outros poliÓis, além do glicerol, em uma fermentação por levedu 

ras. 

SPENCER e SALLA.t"-iS (1956) estudaram a produção de ál­

coois polihÍdricos por 79 culturas de leveduras osmofÍlicas. Es 

tes autores elucidaram a causa da diferença, relatada por NI­

CKERSON e CARROL (1945), entre a quantidade de glicerol recupe-

rado e a quantidade determinada analíticamente por titulação 

com periodato, ao identificarem, no meio de cultura, outros po­

liÓis não recuperáveis com o glicerol, mas determináveis por ti 

tulação com periodato. Das culturas estudadas, as de cresci -

mento mais rápido e de mais rápida fermentação 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 rápido foi 

utilizada para o estudo da influência da aeração e de diferen­

tes fontes de nitrog�nio, sobre a produç�o de poliálcoois. Pa­

ra um meio contendo 20;2' de glicose e O ,4% de extrato de levedu­

ra, observaram que a suplementação de nitrogênio sob a forma de 
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sulfato de amônio, fosfato de amÔnio e, principalmente, ; . ureia, 

a certos níveis, propiciava um melhor consumo de glicose, acom­

panhado de um aumento da produção de glicerol e diminuição da 

produção de D-arabitol, a uma baixa aeração. A elevação da 

concentração do extrato de levedura, de O, L�% a 1,0%, associada 
-

a uma aeraçao mais elevada, em meio contendo as mesmas fontes 

de nitrogênio em concentrações mais altas, ou tartarato de amô­

nia, resultaram nos mesmos efeitos na produção de poliÓis, po-

rém, com consumo de glicose mais rápido. Os autores observa-

ram um sensível aumento na produção de glicerol, acompanhado de 

uma redução da produção de etanol, à medida em que a 

era aumentada. 

aeraçao 

WRIGHT e colaboradores (1957) estudaram dois mutan­

tes de Saccharomyces cerevisiae, os quais produziram mais que 

o dobro de glicerol produzido pela cultura original, em uma fer

mentação com adição de sulfito, em um meio contendo 20% de gli-

cose .. O rendimento de glicerol, em função 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 ràpidamente e tolerou melhor o sulfito, do 

que uma outra linhagem de Saccharomyces cerevisiae, correntemen 

te usada nesse processo. 

SPENCER e colaboradores (1957), estudando os fatores 

que afetam a produção de poliÓis por leveduras, observaram que, 

o extrato de levedura pode ser substituído por água de macera-
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-

çao de milho. , . Neste caso, entretanto, tornava-se necessaria 

uma alta concentração de uréia. Melhores produções foram ob-
' o ' 

tidas a tenperatura de 37 C do que as temperaturas de 30 e 

53,5°0. A conversão de glicose a poliol não foi afetada nem 

mesmo pelo aun:ento da concentração de glicose até 30%. 

Estudando a produção de poliálcoois por levedurascs 

mofÍlicas, S?.sNCER e SHU (1957), utilizaram uma linhagem de 

Saccharom.yces rouxii produtora de glicerol e D-arabi tol, in•­

vestigando o efeito da tensão de oxigênio e da concentração de 

fosfato inorgânico na produção desses poliÓis e de etanol. Ob 

servaram que, na ausência de fosfato, a produção de poliÓis 

aumentava com a tensão de oxigênio, enquanto a produção de e­

tanol decrescia. Entretanto, a tensão de oxigênio na qual se 

obtinha as melhores produções de glicerol e D-arabitol era , 

consideràvelmente, me.is alta que aquela em que ocorria a maior 

absorção de o2 e evolução de co2. Esse aumento na produção

de D-arabitol, em função do aumento da tensão de oxigênio,não 

fora notada por SPENCER e SALLlU.1S (1956) para a mesma levedu­

ra estudada. Com concentrações crescentes de fosfato, adici.2_ 

nado sob a forma de NaiIPOLp de O, 52 x 10-3 a 2,08 x 10-3 mo­

les/litro, a produção de poliÓis decresceu e a de etanol au -

mentou, notadamente a uma tensão d.e oxigênio d.e 280 mm de mer 
,. . cur1.o. 

PETERSON e colaboradores (1958) estudaram a influên 

eia de vários fatores sobre a produção de glicerol e D-arabi-
,. . tol, por cinco especies de Zygosaccharomyces= A variação da 
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concentração de extrato de levedura de o,255{i a 1,0% resultou, 

para a menor concentração utilizada, num lento desenvolvimento 

e uma elevada produção de poliÓis, principalmente glicerol e, 

para a maior concentração, num rápido desenvolvimento e baixa 

produção. A influência da concentração de extrato de levedu-

ra mostrou-se sobremaneira atuante sobre a produção de glice-
, rol por Zyp:;osaccharom;z:ces mellis, a qual so produziu este po-

liol a uma concentração de 0,25% de extrato de levedura. Uma 

aeração moderada foi necessária para a melhor produção de po­

liÓis, porém, esta estava condicionada à concentração de glic.2_ 

se no meio .. Observaram também, que o desenvolvimento das le-

veduras deve ser maior que aquele obtido sob condições anaerÓ­

bicas, porém, menor que o obtido sob condições aeróbicas Óti-

mas. Sem se preocupar com a aeração como elemento de centro 
, 

le do desenvolvimento
1 

procederam a esse controle atraves da 

concentração do extrato de levedura no meio. Adicionalmente , 

verificaram que a presença de fosfato inorgânico no meio de 

cultura reduzia a produção de poliÓis, e que a presença de ele 

mentos traços, vitaminas e aminoácidos, não contribuía para um 

aumento de produção. 

Durante seus estudos sobre o metabolismo de levedu 

ras osmofÍlicas, ONISHI ( 1959), exarainou a produção de glice 

rol por linhagens de P.accharomyces rouxii, tolerantes a altas 

concentraç&es de sais, isoladas de alimentos� base de soja. -

As 29 linhagens utilizadas, em um meio contendo 18% de NaCl e 
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concentração inicial de glicose de 10%, variaram suas produ-

ções de glicerol de 22,6% a 43,4% sobre o açúcar consumido 
' 

, 

apos 10 dias de fermentação. Utilizando a linhagem que apre-

sentou a melhor produção de glicerol, verificou que, elevados 

rendimentos, de 43 a 50% sobre o açúcar consilllido, podiam ser 

obtidos quando diferentes fontes de nitrogênio, tais como, po­

lipeptona, sulfato de amÔnio, cloreto de amônio, uréia, lacta­

to de amônio, acetato de amÔnio e extrato de carne eram utili-

zados. A produção absoluta de glicerol entretanto, variou em 

função de diferentes consumos de glicose, determinados pelas 

diferentes fontes de nitrogênio utilizadas. Essa mesma linha 

gem, em um meio de cultura sem adição de NaCl ou KCl, apresen­

tou pequena produção de glicerol, porém, essa produção foicres 

cente com o aumento da concentração de NaCl de 6 a 18% ou de 

KCl de 11 a 2295 .. A cromatografia em papel do líquido fermen-

tado, quando 18% de NaCl foi utilizado, nao revelou a presença 

de outros poliÓis além do glicerol. 

Estudando a produção de poliÓis em meios contendo al 

ta concentração de NaCl ou glicose, ONISHI ( 1960a) verificou -

que a linhagem de Saccharomyces rou..xii, por ele utilizada em 

1959, produzia não somente glicerol, mas também D-arabitol .. Ob 

servou que glicerol constituía 75% dos poliÓis obtidos em um 

meio contendo 10�� de glicose e 18% de NaCl, e 501� em um meio 

contendo 30% de glicose, sem adição de NaCl., O rendimento ob 

tido, 1+3 ,O% sobre o açúcar consumido, no meio com alta concen-
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tração de cloreto de sódio, .foi reduzido a 27,4% no meio con­

tendo elevada concentração de glicose, sem adição de cloreto de

sódio .. 

Estudando 156 linhagens de leveduras, quanto a sua 

capacidade de produzir poliÓis em um meio contendo 30% de gli­

cose, em um período de 10 dias, ONISHI (1960b) verificou que 

as leveduras estudadas apresentaram características na produ 

ção de poliÓis, que permitiram classifica-las em seis diferen­

tes grupos: 1. Produtoras de glicerol; 2. Produtoras de eri­

tritol; 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 , 

estudou o efeito da concentração inicial de glicose, da fonte 

de nitrogênio, da fonte de carbono e da aeração, sobre a produ 

ção de poliálcoois por uma linhagem de J?ichia miso, que, nas 

condições iniciais do trabalho, revelou-se a de melhor produ -

çao. Verificou que uma concentração inicial de 30 a 40% de 

glicose no meio, foi a mais indicada para produção de poliál -

coois por este microrganismo .. D-arabitol foi produzido inde-

pendentemente da concentração de glicose, enquanto, eritritol 

só foi produzido à concentrações de 30 - 409b desse açúcar. Por 

outro lado, glicerol foi pobremente produzido em meio com 10% 

de glicose,. Tanto ni trpgênio aruoniacal como nitrogênio ac:iíni-

co mostraram ser boas fontes para produção de poliÓis .. Nitro 
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um rápido decréscimo do pH do meio para 2,0, ou menos, acomp� 

nhado de baixa produção de poliÓl. Esta condição pôde ser

corrigida, entretanto, pela adição de uma solução tampão ao 

meio de cultura .. O autor verificou que as melhores fontes de 

carbono para produção de polióis 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 a.eraçoes, verificou que quando o volume de meio nes-

tes frascos variava de 30 a 80 ml, boas produções de poliÓis 

eram obtidas, porém, estas decresciam quando o volume era ele 

vado a 120 ml ou mais. 

Com o objetivo de encontrar uma levedura osmofÍlica 

que produzisse, em cultura submersa, apenas glicerol como úni­

co produto de elevado ponto de ebulição, o que facilitaria sua 

recuperação do r:.ieio de cultura, HAJNY e colaboradores (1960) e..ê. 

tudaram 22 leveduras osmofÍlicas, isoladas de pólen e outras 

fontes. Utilizar1do um meio contendo 20% de glicose, 1% de e.2f_ 

trato de levedura e 0,1% de uréia, esses autores observaramcµe 

o crescimento, a utilização de açúcar e a produção de poliÓl 

variar&'D. amplamente entre as culturas.. A maior parte dessas 

culturas produziu D-arabitol, algumas produziram eritritol, e 

m1.a identificada como � maf;noliae, produziu somente 

glicerol, em quai.'ltidade apreciável .. Por preencher a carac-

terística desejável, esta levedura foi utilizada para estudos 

mais detalhados .. }:m 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 para a produção de glicerol por essa levedura era 

35
º
c. A 30°c a sua produção foi pràticamente a mesma, porém 

o consumo de glicose foi mais lento. A concentração de ex -

trato de levedura e de fosfato inorgânico, no meio de cultura, 

afetaran a produção. Baixas concentrações desses nutrientes 

favoreceram uma maior produção, revelando-se como Ótima i uma 

concentração 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 r;licerol sobre o açúcar consumido. Helhores 

produções de glicerol foram obtidas com um.a concentração de 

fosfato inorgânico de 0
1
001 M. A aeração adequada, para me-

lhor produção de glicerol, mostrou-se dependente da concentr� 

ção de glicose no meio. Utilizando uma técnica, cuidadosa -

mente controlada, de alimentação intermitente de açúcar e ou­

tros nutrientes, altas concen traçõ.es de glicerol puderam ser 

obtidas .. Dos açúcares utilizados pela levedura estudada,gli 
' . cose, manose, frutose e sacarose, foram rapidwilente fermenta-

dos, propiciando boas produções de glicerol. Através do ba-

lanço de carbono observou que o glicerol produzido foi cerca 

de 50% do açúcar consumido .. 

�� continuação a seus estudos iniciados em 1960, s2_ 

bre a produção de poliálcoois por I:ichia miso, ONISHI e cola­

boradores (1961) estudaram várias condições que afetam a pro­

dução de poliÓis por essa levedura .. Utilizando um meio com 30% 
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de glicose, os autores verificaram que bons rendimentos de ál 

coois polihÍdricos eram obtidos, mesmo na presença de eleva -

das concentrações de fosfato inorgânico (2% de KH2Po4) no meio

de cultura, ao contrario do que sucedeu com Zygosaccharomyces 

(PE/I1ERSON e colaboradores, 1958) e com Torulo-psis me.G:noliae 

(HAJNY e colaboradores, 1960). Estudando a influência de vá­

rias fontes de nitrogênio tais como, ácido casamino, extrato 

de levedura, ácido L-glutânico e lactato de amÔnio, em níveis 

de 0,1% a 4,0%, os autores verificaram que à medida que o ní­

vel de nitrogênio, independente da fonte utilizada, atw1entava 

no meio, a produção de poliol decrescia. Este efeito, entre -

tanto,mostrou-se mais acentuado nos meios em que extrato de 

levedura foi utilizado .. Estes resultados levaram os autores a 

salientar a SÍfoni ficância da relação C:N no meio para produ 

ção de poliÓis por Pichia misoe Analisando o efeito do extra­

to de levedura sobre a produção de poliÓis,verificaram que o 

aumento desse componente, de 0,1% para 4,0%, levava o micror­

ganismo a, pràticamente, produzir apenas etanol em concentra­

ção marcadamente elevada., Verificaram também,que vitaic.inas e 

elementos traços não mostraram ter influência na :produçao de 

poliÓl,por esta levedura .. Utilizando jarros fermentadores, no 

sentido de uma maior aproximação às condições :i.n.dustriais,obti 

veram um.a produção de poliÓis comparável à obtida em frascos ele 

cultura sob agitação. Os autores sugeriram também composições 

de meios que poderiam ser utilizados na exploração co.::nercial .,
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Gl-UJ{JJ1 ( 1961) patentou um processo para produção de 

D-arabitol por Eansenula subuelliculosa, em meio contendo gli-

cose, frutose ou sacarose, sugerindo melaços como fonte mais 

adequada àeste Último açúcar, o que constitui uma grande vanta 

gem do processo .. Carboidratos, na porcentagem de 10, O a 40,Cf;S, 

uma fonte de nitrogênio assimilável por Hansenula, juntamente 

com fatores de crescimento e elementos minerais, constituiram 

o meio de cultura .. Os elementos minerais podem ser adiciona-

dos na forma de fosfatos, cloretos e outros sais, e os fatores 

de crescimento, na forma de vitaminas puras, extrato de levedu 
, " 

-
ra ou agua ae maceraçao de milho. Preferivelmente indicou um 

meio contendo ur�ia, melaço e água de maceraç�o de milho, o 

qual, para m�ima produção de D-arabi tol por inoculação de Han­

senula subnelliculosa, num tempo variável de 2 a 1+ dias, deve 

ser incubado a uma temperatura de 30-35
º
C debaixo de condições 

de aeração .. .Adicionalmente, um processo para recuperaçao do 

D-arabitol do meio de cultura foi descrito na patente ..

A verificaçao da possibilidade de aumento da produ-
,,, 

çao de D-arabi tol por Hansenula sub1)elliculosa em n:..eio de mela 

ço de cana ou de beterraba, através da variação da concentra -

ção de fosfato no meio, foi aproveitada por 11E.EVELL\N (1961) pa 

ra o estabelecimento de u.m processo aperfeiçoado a partir do 

processo de GRiJIAN (1961) .. Num meio contendo de 10,0 a 20,0% 

de açúcar, fontes assimiláveis ele nitrogênio e outros nutrien­

tes, a concentraç�o ele fosfato foi ajustada de tal forma a con 
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trolar a proporção da utilização da fonte de carbono, evitando 

que uma certa proporção mínima fÔsse excedida, o que resulta­

ria na formação de álcool etílico e acetato de etila, em detri 

mento da produc:ão de D-arabi tol .. Nestas condições, um rendi-

mento de 40,0 a 55,0% de D-arabitol sobre o açúcar contido no 

meio, acentuadamente maior que o obtido por GRAHAN, foi obtido 

após 48 a 72 horas de fermentação. 

O efeito de altas concentrações de cloreto de so-

dio, na produção de poliálcoois por leveduras osmofÍlicas, foi 

investigado por ONISHI (1963). Nesta ocasião, este autor, ob 

servou que Pichia mis.2,, desenvolvida em um meio com 10% de gli 

cose e 6%, ou mais, de cloreto de sódio, produziu somente gli­

cerol, enquanto que, a menores concentrações desse sal, D-ara-

bitol também foi produzido. Em um meio contendo 30% de glic.2, 

se, sem suplementação de cloreto de sódio, verificou uma produ 

çao adicional de eritritol. ·utilizando outros sais inorgâni-

cos, em elevadas concentrações no meio, o autor verificou que 

a adição de KCl e Na2so4 influenciam a produção qualitativa 

dos poliÓis da mesma maneira que o cloreto d.e sódio.. O efei­

to do cloreto de sódio na produção de poliÓis por leveduras 

dos gêneros Candida, Toru � e pebaryomy�, foi também es-

tudado ., Essas leveduras, que produziam apenas D-arabitol ou 

eritritol, ou ambos, em um meio sem adição de cloreto de 

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

concentração de 9% de elo.reto de sódio., 

so-

uma 
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HAJNY (1964) estudou as melhores condições para pro­

dução de altas concentrações de D-arabitol, como único álcool 

polihÍd.rico, por Enclomyconsis chodati. Observou, em primeiro 

lugar, que a temperatura de incubação desse microrganismo, pa­

ra a produção ele D-arabitol situava-se entre 30 e 35°c. Estu 

dando, em seguida, a influência da concentração do extrato de 

levedura sobre essa produção, num meio contendo 109G de glicose, 

verificou que seu aunento de 0,25 a 2,0%, resultava num mais 

rápido consumo de glicose, acompanhado de um decréscimo da pro 

dução de D-arabi t·o1. A concentração Ótima de extrato de lev� 

dura nessa concentração de glicose foi considerada como sendo 

de 0,5%, a qual permitia o máximo consumo de glicose em 72 ho-

ras, com um rendimento em D-arabitol de 32,05b sobre o açucar 

consumido., O aumento da concentração de glicose para 20 e 

30%, no meio de cultura contendo 0,5% de extrato de levedura , 

levou a um aumento do tempo de fermentação., Este inconvenien 

te pÔde ser eliCTinado quando a concentração do extrato de leve 

dura, nesses meios, foi aumentada de tal forma a manter a rela 

ção entre extrato de levedura e glicose do meio de 10% de gli-

cose ., Uma aeração de 200 m moles de O�/litro/hora, e.. mostrou

ser a mais adequada para produção de poli6is, independentemen­

te da concentração de aç�car usada, desde que a referida rela­

ção entre extrato de levedura e glicose fosf,e mantida,. Melaço 

e água de maceração de milho foram estudados como substitutos 

do extrato de levedura. 'I'endo observado que uma concentração 
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de 10% de melaço no meio, substituia satisfatoriamente o extra 

to de levedura, permitindo uma produção de 32,1% de D-arabitol 

sobre o açúcar conswr1ido, utilizou-a em uma série de fermenta­

çoes, nas quais o nível de nitrogênio, na forma de uréia ou 

lactato de ailÔnio foi variado. Observou, neste caso, que a

produção de D-arabitol decresceu com o aumento do conteúdo de 

nitrogênio, independentemente da fonte utilizada. Comparando 

os resultados obtidos em meio de melaço, suplementado com 

uréia ou lactato de amÔnio, com aqueles obtidos em meio com ex 

trato de levedura, concluiu que nitrogênio deve estar entre 

0,07 e 0,086% para Ótima produção de D-arabitol em meio conten 

do concentrações de glicose pr6ximas de 10%. Em relação à i]l 

fluência de fosfato sobre a produção de D-arabitol, observaram 

que concentrações crescentes de YJ12Fo4, até 0,3 g/1, determin�

ram aumento na produção do poliol, aumento do desenvolvimento 

celular e da velocidade de utilização de glicose. Acima dessa 

concentração, a produção de D-arabitol decresceu. Adição de 

pot�ssio e magn&sio ao meio de cultura, aos nfveis de 0,1 a 

1 g/1 de KCl e 0,05 a 0,5 g/1 de NgS04 ,.7n2o, não determinou va

riação na fermentação. Ensaios de fermentações em escala pi-

loto revelaram um rendimento de 40% de D-arabitol, sobre o açú 

car contido em um meio de melaço, suplementado com uréia .,

Estudando a adequabilidade de caldo de cana de açú -

car corno substrato para a produção de D-arabitol por .Endomy-

2.2.12s.�.ê. burtonii 1. FAL.i\HGHE e CARUSO ( 1972) relataram as dif eren 
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tes produções de D-arabitol, em função de variadas concentra -

ções de carboidratos, nitrogênio, magnésio, fósforo e potássio, 

no meio de cultura. Utilizando um meio contendo 50% de caldo 

de cana de açúcar, adicionado unicamente de 0,09% de uréia, ob 

tiveram. um 
,, . 

,Il él:X: l fil O re:c.di.mento, 42% de D-arabitol sobre o açúcar 

consumido, depois de 48 horas de fermentação. Nestas condi 

ções, as concentrações de fósforo, magnésio e potássio, prese_g 

tes no caldo de cana de açúcar contido no meio de cultura, mo.s_ 

traram-se as mais adequadas para a melhor produção de D-arabi­

tol. 
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3 - MATERIAL E MfTUDOS 

3.1. - Isolasento e identificacão de leveduras 

osmof:Í.licas 

As leveduras osmofÍlicas, utilizadas neste trabalho, 

foram obtidas de a:nostras de melaço, armazenado ou recém obti-

do, da indústria de açúcar demerara, e de amostras de melado 

comercializado, por isolamento em meio seletivo .. Os meios lÍ 

quidos, utilizados para o isolamento seletivo dessas leveduras, 

continha.'TI 1,0% de extrato de levedura, 0,1% de uréia e concen­

trações variáveis de 40,0, 50,0, 60,0 ou 65,0% (p/p) de glico­

se dissolvida em água destilada, por aquecimento em banho ma-

ria. Os meios sólidos utilizados foram de igual composição , 

exceto pela adição de 2,0% de ágar .. As amostras de melaço ou 

melado, diluídas ou sem diluição, foram transferidas, num volu 

me de O,l ml, diretrunente a os meios seletivos sólidos contidos 

em placas de I'etri ou aos meios seletivos lÍquiclos .. 

cubação por 48 horas a 28°C, alíquotas do meio líquido 

, . 

Apos 1.n-

foram 

transferidas para placas d.e 1--'etri contendo meio sólido.. As 

colonias que se desenvolveram nos meios sólidos, a:pÓs 48 horas 

em 

de 

de incubação a 28° 0, foram conservadas, após purificação, 

tubos com meio de cultura inclinado, constituído de 20,0% 

glicose e igual concentração de extrato de levedura, uréia e 
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ágar e:mpregac�a no meio seletivo. As leveduras isoladas nas 

diferentes concentrações de glicose foram., em seguida, estuda 

das com relação à sua capacidade de crescimento em concentra-

ç.Ões de glicose ifo;uais, acima, e abaixo, àquelas nas quais 

foram isoladas, na faixa de 40 a 70% (p/p). Posteriormente , 

procedeu-se a sua identificação, de acordo com LODDER (1970). 

3.2 .. - Desenvolvinento das leveduras, em cultu­

ra submersa, PRra produção de noliálcoois 

O inÓculo, para o desenvolvimento das leveduras,foi 

obtido por suspensão com 2,0 ml de água destilada e esterili­

zada, das células de uma cultura desenvolvida por 48 horas a 

30
°
c, em meio de mesma composição que o de conservação@ A su� 

pensão de células, assim obtida, foi transferida para 50 ml de 

meio líquido, de mesma composição no qual foram desenvolvidas, 

contido em frasco l:;rleruneyer de 500 ml., A boca do frasco foi 

vedada por uma delgada can12,da de algodão envolvida em gaze, e 

presa ao frasco nor elástico@ Em seguida, este frasco foi 

colocado em um agitador rotatório, de 2,5 cm de excentricida­

de, desenvolvendo 2L+-O r .. p .. m .. , a uma temperatura de 30
°
c, por 

48 horas., O inóculo assim obtido foi transferido, num volume 

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

poliálcoois, contidos em frascos Erlenmeyers de 500 ml, com 

o mesmo tipo de tanpão acima referido,. As culturas, em tDdos 
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os experinentos, foram desenvolvidos sob as mesmas condições 

de agitação à nesma tenperatura utilizadas para o desenvolvi­

mento do inÓcl.:..lo.. .As culturas, isoladas e identificadas,tiv� 

ram sua caraciclade de produção de poliálcoois avaliadas, após 

desenvolv o por 48 horas, em meio líquido contendo 10,0 %

ele glicose, 0,5% de extrato de levedura e 0,1% de uréia. Nos 

estudos posteriores, as amostras para análises foram coleta­

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

horas .. 

3 .. 3. - Meios de cultura na.ra orodução de pol_i_ -

álcoois uor Saccharomvces rouxii. 

3e3.l - Bfeito da variação da concentra­

ção de extrato de levedura, uréia 

e glicose 

Concentraç5es de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% de ex­

trato de levedura forar11 adicionadas a meios de cultura conten 

do 10,0% de Glicose e 0,1% de uréia, a fim de se observar o e 

feito dessas concentrações na produç.ão de poliálcoois por 

Saccaromycor, rouxii ., 

O efeito da concentração de uréia,na produção de PQ. 

liálcoois por essa levedura, foi determinado em meios ccK1tendo 

10,0% de Glicose, 0,75% de extrato de levedura, sem adição de 

lll,éia ou adicionados de uréia nas concentrações de O, 05, O, 10 
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À variação da produção de poliálcoois, em função de 

concentrações 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 uréia, em cada meio, foram ajustados a 

fim de se ma.Y1ter, em todos os meios, a mesma relação entre 

glicose e esses nutrientes. Disso resultaram os meios com as 

composições abaixo: 

l"leio I I1eio II Meio III

Glicose, g/1 • • • • e • • • • • • • • 100,0 200,0 300,0 

Extrato de 

Uréia, g/1 

levedura, g/1 •• 7,5 15,0 22,5 

• • • • • • e • • • • • • • • 0,5 1,0 1,5 

3.3.2 - Efeito da variação da fonte de 

nitrogênio 

A produção de poliálcoois por� rouxii, 

em função de diferentes fontes de nitrogênio no me io de cul -

tura, foi estudada pelo confronto dos resultados previamente­

obtidos nos neios contendo uréia, com aqueles obtidos em meios 

contendo tartarato de runÔnio, sulfato de amônio ou fosfato 

de a.r,1Ônio mono básico, em quantidades tais que, resultaram em 

nfveis de n itrog�nio iguais �queles dos meios contendo dife -

rentes concentraç5es de ur�ia. 
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3.3.3 - Efeito da adição de cloreto de

sódio 

O efeito da adição de cloreto de sódio, ao meio de 

cultura, na produção de poli�lcoois, 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 utilização êe meios de igual compo 

siç;o, adicionados de 5,0%, 10,0% e 15,0% (p/v), de 

de sódio, respectivamente. 

cloreto 

3.3.4. - Efeito da variação do volume do 

meio de cultura 

O volume de um meio com 10% de glicose, 0,759·b de ex 

trato de levedura e 0,05% de uréia, foi variado de 20 a 50 ml 

em frascos Brlenmeyrs de 500 ml, a fim de se obter diferentes 

aerações, durante a fermentação. 

Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho 

foram sempre esterilizados sob pressão, a 121°c, por 15 minu­

tos .. 

3.4 .. - Métodos analíticos 

A determinação do volume de células das leveduras 
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foi obtido após centrifugação de alíquotas de 10 ml das amo� 

tras do meio fermentado, a 2.000 r.p.m. durante 15 minutosº 

A glicose foi determinada pela utilização do rea -

gente cÚprico-alcalino de SOHOGYI (1945) e do reagente de ar 

senomolibdato de Hi.L:::.;o:;.ç (1944) º 

Os poliálcoois foram determinados, como glicerol , 

pelo método de Liü·lBEHCl1 e N.2ISH (1950) e, sua identificação 

foi feita por cromatografia em papel (HOUGH, 1950)º Como sis 

tema de solvente utilizou-se fenol-água (4�1, p/v) sendo os 

poliálcoois detectados segundo TREVELY.AN e colaboradores -

(1950) .. Os cron.atogramas foram sempre obtidos pela utilizQ_ 

ção de 10 microli tros de amostras previ2illlente desproteiniza­

das .. 

Todas as determinações colorimétricas foram prece­

didas de desproteinização das amostras, com sulfato de zinco 

a 25% e hidróxido de sódio 5 N, de acordo com SOI-10GYI(1930)º 

O nitrogênio total, no extrato de levedura utilizQ_ 

do, foi determinado pelo método Micro Kjeldahl (R-o.ILL:t�Y, 

1967) º 

Todos os resultados obtidos neste trabalho repre -

sentam a média de duas repetiçõesº 
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4 - RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4 .. 1 .. - Isolar:iento e identificacão das leveduras 

osmofÍlicas 

Dada a seletividade dos meios de isolamento, de um 

grande número de amostras de melaço e melado, utilizadas neste 

trabalho, somente vinte e oito colônias de leveduras puderam 

ser isoladas. Pela observação dos dados constantes da Tabela 

I, verificou-se que, das vinte e oito culturas, doze pudera.11 

ser isoladas do meio contendo 40, 09,;; de glicose, oi to do me:iD con 

tendo 50,0%, sete do meio contendo 60,096 e uma do meio conten-

do 65,0% de glicose. Com relação à sua capacidade de cresci -

mento em meio contendo 60,0% de glicose, verificou-se que, de­

zessete delas foram capazes de crescer a essa concentração, en­

quanto as onze restantes não apresentaram nenhum crescimento.Em 

concentrações de 40,0 e 50,096, 65,0 e 70,0%, todas as leveduras 

apresentaram cre1:-3cimento nas duas prime iras concentrações e au 

sência de crescimento nas duas Últimas. As leveduras isoladas, 

de acordo com o que se observa na Tabela II, foram classifica� 

das no g&nero Saccharonyces, compreendendo sete esp�cies e tr;s 
"

. variedades dessas especies. 
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TAB.í:LA I - Origem, meio de isolamento e crescimento a 609l de 

glicose, das leveduras isoladasº 

Cultura 
01 
iO r;licose no meio Crescimento em 

NQ 
Origem 

de iso lai11ento 60% glicose 

1 Melaço 40,0 + 

2 li 40,0 + 

3 li 40,0 
4 helado 40,0 + 

5
11 50,0 

6 1"1e1aço 60,0 + 

7 helado 50,0 
8 he1aço 40,0 

helado 50,0 
10 rí.elaço 60,0 + 

11 li 40,0 + 

12 helado 40,0 + 

13 Helaço 60,0 + 

14 rielado 65,0 
15 .Melaço L.1 .. 0,0 + 

16 li 50,0 + 

17 Melado 50,0 
18 lf 40,0 
19 helaço 50,0 + 

20 1! 40,0 
21 li 40,0 + 

22 ti 40,0 
23 !t 60,0 + 

2LI- li 60,0 + 

25 11 50,0 + 

26 li 50,0 
27 li 60,0 + 

28 
li 60,0 + 

(+)= crescimento 

(-) = não crescimento 
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TA.BELA II - Classificação das leveduras isoladas. 

Nº da 

cultura 

1, 2, 4, 6, 
10,11,12,13, 

15, 16, 21, 2L}, 

25 e 28 

5, 7, 9, 
17 e 18 

14 e 26 

19, 23 e 27 

8 

22 

3 e 20 

Espécie 

Saccharomyces rouxii Boutroux 

Saccharomyces bisnoru� (Naganishi) Lodder et 

Kreger van Ri.j var.. 2.,-} sporus 

Saccharomyc_es� � Lindner var .. bailii 

Saccharorrq_:� bailii Lindner var.. or:;mophillus 

Va..'1. der Wal t 

.§.§,ccharomyce_s_ �'1I. Beijerinck 

Saccharom:vces � ( Guillierr.1ond) Lodder et 
Kreger van Hij 
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leveduras 

Na Tabela III são apresentadas as produções de poli 

'1 . , l 
' ' a. cooJ.S aas . eveaaras, apos 48 horas de fermen tação. Pelos re

sultados obtidos, verificou-se que algumas leveduras consumi 

ram, pràticamente, todo o açúcar nas 48 horas de fermentação • 

Essa diferença foi notada, inclusive, entre diferentes linha-
, . gens de uma mesma especie. As melhores produç5es de poliál-

coais foram observadas entre as linhagens de Saccharomyces rou­

xii, entre as quais, encontramos a linhagem 16 que, embora con 

sumindo glicose moderadamente
., 

produziu o maior teor de poli-

álcool ( 2, 586%, p/V) .. 
,,

Ainda, entre as lin...11.agens desta espe-

cie, a linhagem 13 apresentou o melhor Índice de conversão de 

glicose em poliálcoois, demonstrado pelo alto rendimento de 

52, 77%, porém, o pequeno constuno de glicose, resultou em baixo 

teor de poli�lcoois no meio (1,219%, p/v)., Entre as demais 

, . . 1 1 
~ 

t 1 . 1-e spec1.es J.so. acJ.as, nao encon ramos .c.lnüagens que apresentassem 

tão altas produções de poliálcoois, muito embora a linhagem 7,

li:i. va1-- ., bailii, 
-

var .. bisnorus e a lLt- .. Baccharomvces bai:-
�--- li ------� -

tenha.TJ apr,)sentaclo uma boa produção .. Tendo em 

vista o interesse por leveduras que produzam boas quantidades 
, ,f ' ~ ~ 

de polialcoois, er:1 u.r:1 perioao de fermentaçao nao muito longo , 

observou-se que, das linhagens que consumiram, pràticamente 
, 

todo o açuca.r em 48 horas, as linhagens 1+ e 12 destacaram-se 



TABELA III - Produção de poliálcoois pelas leveduras

isoladas .. 

Li::1hage::J. Glicose Poliál 
Ini�ial :B'inal cool * 

}'TQ 
,. 
ecie Ol 

/O (p/v) %(p/v) %(p/v) 

1 Sª rouxii 9,80 8,76 0,358 
2- _!_/_ 

9,80 6,17 1,471 
4 li 9,82 0,87 1,962 
6 li 9,82 4,57 2,353 

10 li 9,80 6 "2 ' ( 1,316 
11 li 9,82 8,04· 0,735 
12 li 9,82 0,81 2,105 
13 ll 9,80 7 , L�9 1,219 
15 li 9,82 3,83 2,432 
16 li 9,82 4,12 2,586 
21 li 9,80 7 ,8L.J .. 0,593 
24 li 9,80 6,26 1,618 
25 li 9,80 5,68 1,636 
28 li 9,80 6,08 1,623 

5 s .. biST)Orus var .. bisno.rus 9,80 0,30 1,095 
li li 9,82 1,60 1,457 

9
li li 9,82 1,87 o,s22 

17 li li 9,80 2,71 1,023 
18 lf li 9,80 0,'77 1,081 
14· Sº bailli var. bailli 9,80 1,02 l, L+-15 
26 ------rr- li 9,80 3,06 0,964 
19 

"' bailli var. osmonhillus 9,82 2,55 L,061 �e 

23 
-�·11

li 9 80 0,12 O, L�73 - , 

27 li li 9,80 2,81 0,987 
8 s 9,82 1,33 Ü 1 3J'.,L2 

22 9,80 "" LL ') 0,305 " J. ' • L.-

"' 
9,82 5,01 0,614 

20 9,82 5,40 0,705 

* - Expresso como glicerol

** Poliálcool em função da glicose co:nsuJ]Üda .. 

-2?-

Rendi-
mento** 
%(p/p) 

34,42 
40,52 
21,92 
411-, 81 
42,72 
41,29 
23,36 
52,77 
1+0, 60 
45,36 
30,42 
45,71 
39,71 
43,63 
11,52 
17,73 

7,82 
14·,42 
11,97 
16,12 
14,30 
14 ., 59 

LJ:.,88 
14,12 

1+ ,03 
3,64-

12,77 
15,95 
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das demais.. Porém, melhores produções foram observadas para -

as linhagens 6, 15 e 16, as quais, consumiram cêrca de 50 a fJJ;la 

da glicose disr,onível .. Estas trocas intermediárias de consumo 

de glicose, nos permitirwci supor que, u.ua pequena extensão do 

tempo de fermentação, ensejaria um aumento do consumo de glic,2. 

se e, consequente au.rr:.ento de produção de poliálcoois, por es­

tas leveduras .. Ho caso da linhagem 13, não obstante seu eleva 
,, 

do rendimento, o seu baixo consumo de açucar levou-nos a consi 

derar que,.na melhor das hipóteses, somente um tempo demasiada

mente longo, poderia proporcionar elevada produção de poliál-

coois .. Dentro do grupo de leveduras que apresentaram maior 

produção de poliálcoois, com consumo intermediário de glicose, 

selecionamos a cultura de levedura §..é::c.ch_ar_om:;y:ce_� rouxii, linl1,,2; 

gem 16, de produção de poliálcoois ligeiramente mais elevada , 

para os posteriores estudos deste trabalho. 

L�. 3.. - Efeito da variacão da concentração de ex-

_trato de levedura, sobre a produ-"c_ã_o ___ d--'-e 

Poli�lcoo1� no� Saccharo□vces rouxii c:t_ , -º � .!.. 
�-

Os efeitos da variaç�o da concentraç�o de extrato de 

levBdura na produç�o de poli�lcoois, podem ser observados pe-

los resultados apresentados na Tabela IV .. Verificou-se que , 

o consumo de glicose e o desenvolvimento celular estão relacio

nados com a concentração de extrato de levedura no meio de cul 
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TJ�BELA IV - Efeito da variação da concentração de extrato de 

levedura sobre a produção de Poliálcoois por Sac-

:2,xtrato Volt�me Glicose Poliál Rendi-
de ê D 

''-' 

Tem110 levedura células pH Inicial Residual cool* mento** 

h %(p/v) % (v/v) o.1
/O (p/v) Oi 

/O (p/v) %(p/v) %(p/p) 

24 0,25 2,5 3,27 10,09 7,79 1,014 44,08 
'+-8 0,25 3,0 3,20 10,09 7,40 1,493 55,50 
72 0,25 3,0 3,22 10,09 5,95 2,204 53,24 
96 0,25 3,0 3,15 10,09 5,03 2,698 53,32 

24 0,50 L1.,0 3,35 10,05 6,80 1,174 36,12 
48 0,50 5,5 3,36 10,05 L�, 63 2,327 1+2, 93 
72 0,50 5,5 3 , 1�2 10,05 2,09 3,382 42,49 
96 o, 50 6,0 3 , L!-6 10,05 0,39 4,068 42,11 

24 0,75 7,0 3,44 10,39 4,89 1,231 22,38 
48 0,75 8,0 3 , 11-0 10,39 1,79 2,760 32,09 
72 O 7r-' 7 8,0 7-. r:, ') 

./ ' _,,e.. 10,39 0,06 3,691 35,73 

96 0,75 8 ,5 3,57 10,39 0,05 ;z, 4°6 _,,,, e_ 33,13 

21+ 1,00 7,0 3,58 10' 51� 3,67 1,372 19,97 

1+8 1,00 9,0 -:z_ 54 ./, .. 10, 5L!- 0,21 2,433 23,55 

?2 1,00 9,0 ,: 58 J, ' 10,54 0,06 2,199 20,98 
96 1,00 10,0 3,73 10,54 0,07 2,433 23, 21+ 

* sso como 0licerole
** })oli{llcool produzido em fun.ção da glicose consumidaº
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tura. i::-iuando essa concentração foi de 1,0%, a fermentação 
' 

pràticamente, completou-se em 48 horas e, o volume de células 

prod11zido foi �ais elevado do que aqueles obtidos em todas as 

demais concentrações. Para a concentração de 0,25% de extra 

to de levedura, após 96 horas de fernentação, apenas 50% da 

glicose inicialmente disponível foi consumida, com o mais bai 

xo desenvolvimento celular, em relação às demais concentra 

çoes, Pelos rendimentos obtidos obsêrvou-se que, à medida 

que as fermentações fora'Il mais rápidas, pelo aumento da con -

centração ele extrato ele levedura no meio, a conversão de gli­

cose em poliálcoois decresceu. 

Êsse mesmo efeito foi observado, para diferentes le 

veduras osmofÍlicas, em trabalhos realizados por PETERSOH e 

colaboradores (1958), HAJNY e colaboradores (1960) e HAJNY 

(1964) .. Os resultados obtidos por ONISHI e colaboradores 

(1961) para Pichia so mostraram que o aill'uento da concentra-
--·-

çao de extrato de levedura no meio, resultou em uma diminui 
~

çao do consumo de glicose .. 

quanto à produção absoluta de poliálcoois� a conce2, 

tração de 0,75% de extrato de levedura, foi considerada a 

mais indieada para a levedura estudada, pois, a maior produ -

<:<ão desses álcoois foi obtida nessa concentração, após ?2 ho-

ras de .f.' 
~ 

.1.ermentaç.ao,. __,_., - ,p ,.., • 
d " �ssa produçao so roi supera a a concen-

tração de 0,50%, a custa de wu prolongamento da fermentação -

por 21+ horas .,
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4.4. - Efeito da concentração de uréia sobre a

�rodução de poliálcoois por Saccharomyces 

rouxii .. 

Pelos resultados apresentados na Tabela V, verifi-

cou-se que, a adição de uréia, nas diferentes concentrações 

não alterou grandemente os rendimentos obtidos após 24, 48 e 

72 horas de fermentação, pois, embora a elevação da concentra-
~ , . çao de ureia no meio, geralmente determinasse discretos aumen-

tos na produção de poliálcoois, estes foram obtidos a custa de 

um mais elevado consumo de açúcar. Efeitos semelhantes, dete� 

minados pela presença de uréia no meio de cultura, foram. tam -

bém observados por SPENCER e SALLliNS ( 1956) com outra linhagem 

de .§. .. Fº.�1:?Si�, debaixo de diferentes condições de cultura., A 

presença de uréia no meio de cultura, entretanto, abreviou o 

tempo de fermentação de S@ rouxii, como observado por HAJNY e 

colaboradores (1960), com ,'.to�ulo]2_§is .!E.?,gnoliae. 

Desde que, pela variação das concentrações de , . ureia 

os rendimentos não foram grandemente afetados, não se torna ne 

cessário adicionar· ao meio mais que O, 05% de uréia .. 

4.5� - Efeito da concentracão de glicose na pro= 

_slngáo d.e polic:ücoois por 

rouxii 

Saccharomyces 

A influência da concentração de glicose no meio de 
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cultura sobre a produção de poliálcoois, pode ser observada .ê: 

través dos resultados constantes da �abela Vlo O aumento da 

concentração de 10,0% de glicose no meio para 20,0 e 30,0% 

resultou em um decréscimo na taxa de conversão de glicose a 

poliálcoois, con10 revelado pelos menores rendimentos obtidos 

às concentrações mais elevadas de glicoseº Nos três casos 
' 

as fermentações foram completadas a 72 horas, pois, aos < 
ni-

veis de 10,0 e 20,0% de glicose, o meio se apresentou, pràti­

canente, esgotado a este intervalo de tempo e, ao nível de 

30,0%, num prolongamento da fermentação por 24 horas não re-

sultou em consumo adicional de glicose. A concentração de 

10,0% de glicose, apresentou-se, pois, como a mais indicada 

para a produção de poliálcoois por _Saccharomvces rouxii, após 

72 horas de fermentação, a não ser que se considere compensa­

dora a maior produção absoluta de poliálcoois, ao nível de 

7,Q QOl 
_,, ' 10, a custa de um mais elevado consumo de glicose. 

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

Utili 

observou 

maiores rendimentos na produção de poliálcoois, em meios con­

tendo 30, O a 40, O% de glicose, enquanto SPEJWER e colaborado­

res (195?) não observaram variação na conversao de glicose a 

poliálcoois, por Saccharornyces rouxii nem mesmo a concentra­

ção de glicose a 30%. 



TABELA VI - Bfeito da concentração de glicose sobre a produção 

de poliá.lcoois por Saccharomyces rouxii. 

'1:8I2I)O Volume Glicose Poliál Rendi-
de de 

l'Ieio * fermentação células pH Residual cool** mento*** 

h oi, (v/v) oi (p/v) %(p/v) %(p/p) /0 /O 

24 5,5 3 '
Lt-C) 5,07 1,140 24,25 

48 6,5 3,28 2,03 2,493 32,00 
I 72 8,0 3,28 0,05 3,143 32,33 

96 7,0 3,37 0,05 3,100 31,89 

24 8,0 3, 56 8,05 1,681 14,78 

48 9,0 3,70 1,59 3,037 17,02 
II 72 11,0 3,74 O,l3 2,864 14, 8Lt-

96 9,0 3,84 0,15 2,992 15,51 

24 8,0 3,86 13,78 1,363 9,89 

48 ?,O 4-,16 5,95 4,329 20,04 
III 

72 7,0 4,18 3,66 4,238 17,73 

96 6,0 4,23 3,77 4,179 17,57 

* Os meios I, II e III continham, respectivail.Lente, 9, 77,

19,43 e 27,55% de glicose inicial.
** - l:.:xpresso como glicerol

*** - Poliálcool produzido eD função da glicose consu_;_'Uida.



-35-

4.6. - Efeito da variação da fonte de nitrogênio 

na produção de poliálcoois por Saccharo­

mz;:ces ro1L""Cii .. 

Pela observação da Tabela VII _verificou-se que varia 

das concentrações de tartarato de amÔnio, quando utilizado em 

substituição à uréia, não influirfu� sobre o tempo de fermenta­

ção, pois esta completou-se em 72 horas para os três níveis de 

nitrog�nio utilizados. Entretanto, as melhores produções de 

poliálcoois foram obtidas nos meios contendo 0,306 e 0,612% de 

tartarato de amÔnio. A capacidade do microrganismo de conver 

ter glicose em poliÓis nesses dois meios, após 72 horas de fer 

mentação, mostrou-se comparável àquela apresentada no meio con 

tendo 0,05% de uréia (Tabela V) como revelam os rendimentos ob 

tidos nesses três meios. Estas concentrações de tartarato de 

amônio, entretanto, resultaram numa maior concentração de ní -

trogênio no meio do que aquela obtida pela adição de 0,05% de 

uréia, como mostram os dados das Tabelas V e VII. Os maiores 
'

rendimentos obtidos as 24 e 48 horas de fermentaçã.o, quando 

tartarato de amÔnio foi utilizado no meio em substituição 

uréia (r:L1abela V e VII), aos mesmos níveis de nitrogênio, foram 

consequência de um retardamento no consumo de glicose pela le­

vedura, na presença desse sal, acompanhado de uma maior capaci 

dade de convers�o de glicose a poli�lcool. 

A substituição da uréia por sulfato de amÔnio, como 
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podemos observar pelos resultados constantes das Tabelas V e 

VIII, resultou em um consumo mais lento de glicose e uma pro-

nunciada redução na produção de poliálcoois, que se acentua 

com o alL�ento da concentração de nitrogênio no meio, como tam 

bém. observado por ,Sl_)blJCER e .GJ-;LLJJ-{3 ( 1956) para outra linbagem 

de (1 
De rouxii, etfoora debaixo de outras condições de cultura .. 

A adição de nitroe;ênio aos meios de cultura, na 

forma de fosfato de amÔnio mono básico, em substituição à uréia, 

levou a u.wa drástica redução na produção de poliálcoois que 

se pronunciou nas duas concentrações 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 produção celular, sempre inferior àquelas obti­

das com as demais fontes de nitrogênio utilizadas (Tabelas V, 

VII, VIII e IX),. Observa-se também, pelos dados da Tabela -

IX que, aos níveis mais elevados de fosfato, a fermentaçãom_ 
' ,,. ,., 

de ser considerada terminada as 24 horas, pois, apos esse pe-

ríodo d.e tempo, os resultados relati vos ao conslrno de glicose 

e produção de poliálcoois, pràticmr.ente não se alteraram. Ao 

menor nível de fosfato, poder-se-ia dizer que a fermentação -

prosseguiu após 24 horas, entretanto, apenas pelo au.11ento dos 

poliálcoois" 

Observando-se os resultados obtidos quando tartara 

to, sulfé�to e .fosfato de amÔnio foram adicionados ao meio (1ra 

belas VII, VIII I7'\ e ),.; ' em confronto com aqueles obtidos 
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quando utiliza.1"".l.Os un meio contendo apenas glicose e extrato 

de levedura (Tabela V), verifica-se que pela adição de tarta-

rato de a�Ônio ao meio de cultura, o consumo de glicose 

s .. rou:x:ii aunenta enquEmto que a produção de poliol nao 

por 

grandemente alterada, como previamente observado em meio con-

tendo uréia,. Por outro lado, verifica-se que a adição de fo� 

fato e sulfato de amónio resulta em Ui� decréscimo no consumo 

de glicose e, de modo geral, em sensível diminuição na produ-

ção de poliol. Resultados semelhantes foram obtidos por 

SFENCER e SALL.A.NB ( 1956), exceto pelo maior consumo de açúcar, 

observado por esses autores, no meio contendo sulfato de amo

nio .. 

4e7• - Efeito da adição de cloreto de s6dio na 

2rod�9ão de poliálcoois por Saccharomy -

ces rouxii .. 

Os dados constantes da Tabela X revelam que a adi­

çao de cloreto de sódio ao meio de cultura resultou em um con 

sumo mais lento de glicose, o qual se acentuou com o aUcrnento 

da concentraç�o de cloreto de s6dio@ A ta.xa de conversão de 

glicose em poliálcoois, como revelam os rendimentos obtidos , 

foi crescente à medida que a fermerrtaçã_o prosseguiu até 72 

horas no 

se sal .. 

meio sem cloreto de sódio e no meio contendo 5 O%des ' -

O menor teor de poli�lcoois determinado �s 96 ho-- ' 
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TABELA X - Efeito da adição de cloreto de sódio sobre a produ -

ção de poliálcoois por Saccharomyces rouxii. 

Cloreto Volu.:."ae Glicose Poliál Rendi-
de de 

Tempo SÓdio células pH Inicial Hedisual cool* mento** 

h 
o/ 
;o (p/v) % (v/v) % (p/v) % (p/v) %(p/v) %(p/p) 

24 o,o 5,0 3,20 10,49 5,44 0,881 17,45 
48 o,o 7,0 3,25 10,49 2,65 1,979 25,37 
72 o,o 8,0 3,16 10,49 0,07 3,148 30,21 
96 o,o 8,0 3,25 10,49 0,05 2,848 27,28 

24 5,0 4 O 
' 

3,39 10,11 7,75 0,696 29,49 
48 5,0 6,5 3,33 10,11 4,88 1,652 31,59 
72 5,0 7,5 3,32 10,11 2,37 2,592 33,49 
96 5,0 8,0 3,30 10,11 0,29 2,931 29,85 

24 10,0 2,0 3,65 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 7,5 3,22 10,18 2,78 1,342 18,14 
96 10,0 7,5 3 7.0 

'..,, 10,18 1,06 1,918 21,03 

21+ 15,0 0,5 4,14 10,22 9,76 0,461 100,22 
Lt-3 15,0 4,0 3,52 10,22 7,07 1,035 32,86 
72 15,0 7,5 3,45 10,22 4,30 1,041 17,58 
96 15,0 7,0 3 ,1+0 10,22 2,45 1,351 17,39 

* - Expresso como glicerol

** Poliálcool produzido em função da glicose consumida. 
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ras no meio sem adição de cloreto de sódio sugere que, quando 

o açúcar está em muito baixa concentração, tal como ocorreu 
) neste meio a este intervalo de tempo, o microrganismo possi 

velmente cor:1eçou a consurn.ir poliálcool, determinando assim 
' 

um decréscimo no rendimento, assim como anteriormente observa 

do por J:i'P..Li\.NGHE e CilRU0O ( 1972), na produção de D-arabi tol por 

Endomy_c
:..
C?J•Sis burtoni .. .tsse consumo de poliálcoois, às 96 

horas, não foi entretanto observado nos meios com adição de 

cloreto de sódio, nos qliais existe maior disponibilidade de 

glicose. O baixo desenvolvimento celular observado, às 24 ho 

ras de fermentação, nos meios contendo 10,0 e 15,0% de clore­

to de sódio, revelam uma dificuldade de desenvolvimento do 

microrganismo a essas elevadas concentrações do sal.. Neste 

caso, as poucas células produzidas apresentarr.un uma elevada 

capacidade de conversão de glicose a poliálcoois, como revela 

do pelos rendimentos obtidos* A adaptação do microrganismo 

a esses dois meios, revelada pelo maior desenvolvimento celu­

lar, nos intervalos de tempo seguintes resultou, por outro ll:, 

do, numa diminuição drástica dessa capacidade de conversao .. 

O aumento mais moderado da conversão de glicose a 

poliálcoois, no meio com 5% de cloreto de sódio, como permite 

observar o confronto dos rendimentos obtidos às 24 horas de 

f ..j.. ~ � • • 
7'T e"\ ~ f • ermen�açao nessç meio e no meio sem �a �, nao oi, entretan-

to, diminuído mas ao contrário, auraentado durante a adaptação, 

como observado acima, permitindo que, aos intervalos de tempo 
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~ 

subsequentes, a conversao continuasse melhor do que nos meios 

sem adição de liaCl, embora a diferença entre os rendimentos do 

meio com 5% e do meio sem cloreto de sódio, fosse gradativa -

mente decrescendo com a adaptação do microrganismo ao cloreto 

de sódio,. 
-

A surpreendente taxa de conversao de glicose a poli 

álcool, nas primeiras 24 horas de adaptação do microrgarlismo 

ao meio com 15% de cloreto de sódio, sugere estudos sobra a 

possibilidade de fixação dessa característica, por obtenção 

de um mutante capaz de crescer em meio com 15% de cloreto de 

, , . soaio, da mesma forma que a cultura original em meio sem clo-

reto de sódio ,. 

408. - Efeito da aeraçao na nroduGão de noliál-

coois nor Saccharomyces rouxii .. 

Pela observação dos resultados constantes da Tabela 

XI verifica-se que w'Il aumento na aeraçao do meio de cultura 

determina um mais 1ento consumo de glicose que, associado a 

uma maior produção de poliálcoois, resulta em rendimentos cre2, 

centes .. Verifica-se assim que a canacidade de conversão de 
-

� 

glicose a poliálcoois pela levedura, é favorecida pelo aumen-

to da aeração, dentro dos limites estudados. Estes resulta-

dos estão de acordo com os obtidos por SPENCER e SHU (1957) , 

quando ensaiaram variadas condições de aeraçao para a produ 

ção de poliol, com outra linhager:i da mesma levedura. 
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TABELA XI - Efeito da aeraçao na produção de poliálcoois por 

.Saccharo:;:nvce s rouxii. 

Volume Volume Glicose Poliál Rendi 
de de 

Tempo meio células 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 

96 20 9,0 3,52 11,16 0,08 4,071 36,74 

2L� 35 5,5 3,23 10,89 5,99 1,210 24,69 

48 35 7,5 3,10 10,89 1,55 2,386 25,54 

72 35 8,5 3,41+ 10,89 0,07 3,790 35,02 

96 35 9,0 3,57 10,89 0,06 3,359 31,01 

24 50 5,0 3,24 10,53 5,64 1,007 20,59 

48 50 7,0 3,15 10,53 1,41 2,302 25,24 

72 50 s,o 3,30 10,53 0,06 2,746 26,22 

96 50 8,0 3,58 10,53 0,06 2,584 24,68 

'1' - E:1.rpresso cor10 glicerol 

* * Polítücool produzido em função da glicose consumidaº



3, 4 e 5 

-45-

4. 9 .. - Análise auali tati va de poliálcoois produ­

zidos por Saccharomyces rouxii. 

Os cromatograrnas esquematizados nas figuras 1, 2 
' 

revelam a análise qualitativa dos -poliálcoois produ 
- -

zidos por Saccharomyces rouxii, em meios contendo variadas 
~ , A 

concentraçoes de extrato de levedura, ureia, tartarato de am;2_ 

nio, sulfato de a.mÔnio e fo1:1fato de amÔnio, respectivamente • 

Pela observação da figura 3, verifica-se que os meios conten­

do tartarato de amÔnio, em todas as concentrações experimenta 

das, induziram a levedura a uma ponderável formação de glice-

rol, juilta..-rn.ente a D-arabi tol .. Nos demais meios o microrga 

nismo restringiu-se, pràticamente, a produção de D-arabitol , 

pois como podemos observar pela esquematização dos cromatogr� 

mas, apenas traços de glicerol puderam ser detectados. 

O exame do cromatograma esquematizado na figura 6 ,

referente a produção de poliÓis por Baccharomyces rouxii em 

presença do cloreto de sódio, revela que a adição de 5, 10 e 

15% desse sal no meio de cultura, determina 1J.m ponderável au­

mento na produção de glicerol por esse microrganismo como ob-

servado por ONIBHI (1959) com outra linhagem de s .. rouxii 

concentração de 18;b de cloreto de sódio no meio. 

e

O esquema representativo do cromatograma de amos"b:as 

de meios de cultura contendo 10, 20 e 30% de glicose, fermen­

tados por �accharomyces rouxii, revela q_ue as diferentes con-
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centrações de glicose não influem sobre as produções qualita­

tivas dos poliÓis, sendo D-arabitol o principal produto da 

fermentação em todas as concentrações de glicose. 

Todos os cromatogramas executados, a partir de amos 

tras retiradas de mesmo meio de cultura experimentado, aos de 

mais intervalos de fermentação, mostraram os mesmos r esulta -

dos. 
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Fig. 1 - Esquema da cromatografia dos poliálcoois pr2_ 

duzidos após 96 h de fermentação por S. �­
xii, em meios contendo diferentes concentra­

çoes de extrato de levedura. 
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5 - CONCLUSÕES 

a - As vinte e oito leveduras osmofÍlicas isola

das de arnostras de melaço e melado, foram classificadas em: 

Saccharom;Yces �& Boutroux, Saccharomyges bisnorus (Na -

ganishi) Lodder et Kreger van Rij var. bisnorus, Saccharo­

El-J.Ce�� bailii Lindner var .. bailii, Saccharomyce.:2, bailii Lind 

ner var,. osmophillus van der Walt, Saccharomyces uvaru.m Bei 

jerinck, Saccharomyces chevalieri G-uilliermond e Saccharo -

!� Eº�tl (Guilliermond) Lodder et Kreger van Rij.

b - Todas as leveduras classificadas como s. rou­

xii e S .. bailii ,rar. osmo-ohillus apresentaram crescimento 

em meio contendo 60% de glicose, enquanto que as demais não 

apresentaram crescimento à concentração mais elevada que 

5050 de glicose .. 

e - O comportamento em relação ao consumo de gli­

cose e produção de poliálcoois, das leveduras classificadas 

neste trabalho, foi variável não somente entre as diferen -

tes 
,. . especies, 

, ,. . como ta.Inbe:m entre linhagens de mesma especie º 

d - As melhores produções de poliálcoois foram ob 

servadas e11tre as linl1agens de Sº romcii .. 

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

produziu maior teor de poliáleool, e a que apresentou me-
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lhores perspectivas para aumento de produção em função das 

condições de cultura. 

f - O rendimento em poliálcoois, em função do açú 

car consumido, foi decrescente com o aumento da concentra -

ção de extrato de levedura de 0,25% a 1,0% no meio de cultu 

ra, enquanto seu desenvolvimento celular foi crescente. O 

consumo de glicose mostrou-se dependente da concentração de 

extrato de levedura no meio .. 

g - A adição de uréia ao meio de cultura não alte 

rou grandemente os rendimentos em poliálcoois apresentados 

por s .. rou:-:::ii, porém, sua presença abreviou o tempo de fer­

mentação. 

h - O aumento da concentração de 10% de glicose 

no meio de cultura, para 20 e 30% resultou em um decréscimo 

no rendimento em poliálcool, por S .. rou:x:i:h .. 

i - Tartarato de amÔnio pode substituir uréia no 

meio de cultura, 

por l2,.. rou"'"'{ii .. 

. ( , 
sem preJuizo dos rendimentos em polialcool 

j - A substituição éle uréia por sulfato de amônio 

no meio, resultou, geralmente, em maiores rendimentos em 

poliiücool e menores consumos de r,licose, por S .. rouxii .. 

k - A substituição de uréia por fosfato de amónio 

monobásico, no meio de cultura, resultou em uma fraca fer -

mentação por Q- rouxii, que pràticamente se interrompeu a-



,pos 24 horas, apresentando mais elevado rendimento e reduzi-

do consumo de e;:licose. 

1 - A adição de cloreto de sódio ao meio de cultu­

ra, determinou m1a elevação do rendimento em poliálcool, por 

S r ' v'; _.. 0 \,À.Al....,' enqua.n.to este microrganismo não se adaptou comple 

tamente ao meio .. Neste caso, o consumo de açúcar e a produ 

ção celular foram tanto menores quanto maior a concentração 

desse sal .. 

m - A linhagem de s. rouxii apresentou maior capa­

cidade de conversão de glicose a poliálcool sempre que a com 

posição do meio de cultura dificultou o seu desenvolvimento. 

n - O aumento da aeração do �eio de cultura, den -

tro dos limites estudados, resultou em maiores rendimentos em 

poliálcoois e menores consunos de glicose, por o. rouxii. 

o - A produção de poliálcool por s. rouxii, na 

maioria dos meios utilizados neste trabalho, restringiu- se 

pràticanente a D-arabi tol., Nos meios contendo cloreto de 

sódio ou tartarato de amÔnio, o microrganismo produziu D-ar� 

bi tol e apresentou ponderEtvel aumento na produção de glice -

rol .. 

p - A linhagem de s .. rou�g, utilizada neste traba 

lho, apresentou um rendimento em :poli.álcool de 30 a 32%, so­

bre a glicos€ consmnida, quando desenvolvida por 72 horas, a 

30°c, em meio contendo 10% de glicose, 0,75% de extrato de 
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levedura, 0,05% de uréia ou 0,306% de tartarato de amÔnio , 

em agitador rotatório, com 2,5 cm de excentricidade, desen­

volvendo 240 r .. p .. m .,
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6 - RESUNO 

Vinte e oito leveduras osmofÍlicas, representando 

sete espécies do gênero R.?:9charomyces, isoladas de melaço e 

melado de ca..."'1.a-de-açúcar
,, 

foram selecionadas quanto a sua ca 

pacidade d.e produção de poliálcoois. Neste estudo prelimi­

nar verificou-se que a produção de poliálcoois é fm1ção nao 

somente das diferentes características individuais das espé­

cies de levedura como também de suas linhagens. 

Diferentes condiç5es de aeração, concentraç5es de 

extrato de levedura, de uréia e de outras fontes de nitrogê­

nio, assim como concentraç5es de glicose e cloreto de �bdio 

nos meios de cultura, foram est1.1dadas em relação a produção 

de poliálcoois por uma linhagem selecionada de .s .. rouxii .. 

Uma correlação entre a capacidade de conversao de 

glicose a poliflcoois pelo microrganismo e o seu desenvolvi­

mento celuJ.ar em função da composição do meio foi evidencia 

da neste trabaJ.ho. 

Nas .fermentações realizadas, a produçã_o de :poliál­

coois restringiu-se, pràticamente, a D-arabitol porém, a pr2_ 

sençr1. de cloreto de sódio ou de ta..rtnrato de a."llÔnio no meio 

induziu u1na ponderável formação de glicerol .. 

Em um meio cont'endo 10,0% de gJ.icose, 0,/l55b de ex-
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trato de levedura e 0,05% de uréia ou 0,306% de tartarato de 

amÔnio, a linhagem de s. rouxii utilizada neste trabalho, a­

presentou um rendimento em poliálcoois de 30-32% sobre o açú­

car consumido em 72 hora.s de .fermentação. 
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T;•rnnty eir;ht osmophilic yeasts of the genus Sae­

charo:myce s representing seven species isolated from sugar 

ca.�e molasses and concentrated sugar cane juice - 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 

different individual characteristics of the yeasts 

but also of their strains. 

of the 

species 

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 

.§. .. rouxii .. 

A correlation between the ability to convert gluc� 

se to polyhydric alcohols and the cell r,roéuction 

function of media composition, was found .. 

as a

D-arabi tol showed to be the main product oi' the 

fermentations run in this work, however the presence of 

sodium chloride or amnonium tartrate in the ned.ia induced 

larger glycerol formation .. 

I1edium containing 10';,b of glucose, O .. 75% of yeast 
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extract and 0.05% of u.rea or 0.306% 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 S., rouxii showed a polyol yield of 30-32% based on 

sugar consumed after 72 h of fermentation. 
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