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1. INTRODUÇÃO

Desde as investigações de Pasteur e Buchner, as leved� 

ras têm sido o material biológico mais utilizado para pesquisas, 

quer seja da fisiologia da célula intacta, quer seja do comport� 

mento de seus diferentes sistemas enzimáticos. 

Através desses estudos, muitos fenômenos bioquímicos e 

biológicos foram grandemente elucidados. 

Do ponto de vista econômico, as transformações de ce� 

tos subprodutos em produtos de importância, realizadas à custa 

de microorganismos, tanto em fermentações como por oxidações pa� 

ciais com o crescimento das culturas, têm trazido importantes 

subsídios ao desenvolvimento das fermentações industriais, res 

pensáveis por produtos capitais à medicina, as indústrias alimen 

tícias e aos complementos nutritivos. 

Particularmente para a região de Piracicaba onde as a 

tividades agro-industriais ligadas ao cultivo da cana-de-açúcar 

são essenciais à econômia local, o estudo dos microorganismos im 

plicados na fermentação alcoólica reveste-se de fundamental im 

portância como base dessas explorações. 

Pensava-se,a principio,que a levedura Saccharomyces e� 

revisiae predominasse de maneira quase absoluta na totalidade 

das fermentações naturais ocorridas na região e que de suas pr� 

priedades oxidativas e fermentativas dependia praticamente, todo 

andamento da fermentação. 

A literatura concernente à flora natural de cana-de-a 

çúcar, caldo de cana fresco e em fermentação é ainda bastante re 

duzida, prrncipalmente em nosso meio. 

Em trabalho conduzido por SHEHATA(1960) e citações em 

VALSECHI (1960) e CAMARGO (1966). foi encontrado um levantamento 

das leveduras ocorrentes no caldo de cana fresco e no mosto em 

fermentação de algumas destilarias da região. 

Em caldo de cana fresco, 26 espécies foram identifica 

das, porém, somente 8 mostraram-se predominantes. a saber: Sac 

charomyces carZsbergensis, Saccharomyaes cerevisiae, Pichia mem 

branaefaciens, Candida krusei, Torulopsis stelZata, Candida guil 

Ziermondii, Pichia fermentans e Candida intermedia. 

No mosto em fermentação, apenas 3 espécies mostraram 

se predominantes: Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces e� 

revisiae e Schizosaccharomyces pombe, sendo esta Última,coletada 
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apenas na parte alta dos fermentadores, Segundo SHEHATA, a pr� 

dominância dessas 3 espécies no mosto em fermentação poderia ser 

comparativamente atribuida ao alto poder fermentativo dessas le 

veduras, 

temperaturas. 

requisitos nutricionais ou à sua tolerância a altas 

Os dados obtidos por NEOER (1957) em seu estudo 

sobre leveduras regionais e seu valor industrial confirmam esses 

resultados. 

Percorrendo a literatura verifica-se que consideráveis 

problemas ainda envolvem o conhecimento dos pa9rões metabólicos 

apresentados por S. carZsbergensis. 

A levedura utilizada no presente trabalho de tese, um 

"strain" isolado de dornas de fermentação,onde ocorre predom! 

nando frequentemente sobre outras espécies, segundo VALSECHI 

(1960). SHEHATA (1960) e CAMARGO (1966). não tinha sido ainda es 

tudada de modo suficiente quanto a sua atividade metabÓlica,quer 

sob condições de respiração quanto de fermentação anaeróbica. P� 

lo seu interesse prático, visto a larga utilização dessa levedu 

ra pelas indústrias alcooleiras e aguardenteiras, e também pelo 

cariter científico, como subs{dio ao conhe�imento de algumas pr� 

pr i edad e s f is io 1 Ógi ca s d e. S. a.arZsbe.rgensis" fo.i pr e,sent emente 

estudado alguns parâmetros de sua atividade metabólica. 



2. REVISÃO DA LITERATURA

Grande número de microorganismos obtem a energia nece� 

sária para seus processos metabÔlicos em reações de degradação i� 

completa de compostos orgânicos. Essas reações ou "fermentações" 

se dão usualmente em meio anaerÕbico e os compostos orgânicos a 

tuam como doadores ou aceptores de hidrogênio em uma sequência 

ordenada de reações enzimáticas. A principal peculiaridade fi 

siolÓgica das leveduras está na sua capacidade de efetuar fermen 

tação alcoólica de açúcares na ausência de ar. Em sua presença, 

como acontece com outros organismos, podem oxidar os 

por "respiraç;o » . Nas oxidações aer6bicas completas 

açucares 

de subs 

tratos orgânicos,atuam sistemas multienzimáticos que catalisam a 

oxidação dessas substâncias, o transporte de eléctrons e a ativa 

ção de oxigênio, até a formação de água e dióxido de carbono. 

O consumo de oxigênio ou produção de etanol e co 2 oco� 

rido na ausência de qualquer substrato constitui um processo a 

que se denomina de respiração ou fermentação endógena, respect� 

vamente, e que na levedura corresponde a um consumo de carboidra 

tos de reserva da célula cujo conteúdo decai naturalmente duran 

te a operação. 

Tal utilização dos carboidratos de reserva pelas lev� 

duras, tem sido objeto de inúmeros trabalhos.por vezes conflitan 

tes. deixando em aberto ainda muitos aspectos da questão. 

Por muito tempo pensou-se que o substrato endógeno fos 

se consumido apenas aerobicamente. 

MEYERHOF (1925) estudando o efeito do oxigênio na fer 

rnentação alcoólica, com leveduras prensadas, observou que nos 

frascos sem nutrientes usadas como controle, o quociente respir� 

tório era constantemente menor ou próximo da unidade, indicando 

haver assim pouca ou nenhuma .fermentação aeróbica em ausência de 

substrato externo. 

STIER e STANNARD (1936a) estudando a taxa respiratória 

de dois "strains" de Saccharomyces cerevisiae cultivadas aerobi 

camente revelou que, em meio �em nutriente, houve um período de 

constante consumo de oxigênio e produção de dióxido de carbono 

(R.Q. =1), caracterlstica de células com amplo material de reser 

va. Esse quociente respiratória, praticamente igual� unidade, 

manteve-se durante a maior parte do ensaio, declinando quando a 

taxa de respiração decresceu a aproximadamente 1/4 de seu valar 
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inicial, tornando-se então proporcional à concentração do subs 

trato, possivelmente glicogênio, Essas fases da respiração endÓ 

gena mostraram-se dependentes da idade da cultura e da quantid� 

de disponível de substrato. 

STIER e STANNARO (1936b) relataram ainda que nas lev� 

duras estudadas, a liberação anaerÓbica de co
2 

foi em níveis ne

gligenciáveis e que o catabolismo das reservas de carboidratos 

se deu por processo puramente respiratório. 

WINZLER e BAUMBERGER (1938) pesquisando a quantidade 

de energia calorífica produzida durante o metabolismo de células 

de levedura ,concluiu que em ausência de substrato.sob condições 

anaerÓbicas, suspensões de células produziam muito pouco ou ne 

nhuma quantidade de calor. 

SPIEGELMAN e NOZAWA (1945), procurando dados que perm! 

tissem maior generalização dos fenômenos até então estudados, u 

tilizaram-se também de outras leveduras. Conduziram seus en 

saias com dois "strains" de S. oerevisiae, um de S. oar'labergen 

ais.um de Sohizosaooharomyoes pombe,um de Schizosaccharomyces oc 
. 

-

tosporus e um de Saccharomycodes 'ludwig ii. As culturas ensaiadas 

foram sempre desenvolvidas por 48 horas e em todos os casos as 

medidas efetuadas foram somente da primeira hora, antes da taxa 

respiratória iniciar a cair. Os dados desses ensaios revelaram 

que o metabolismo endógeno de todas as leveduras estudadas era 

de natureza puramente aeróbica; nenhuma delas possuia habilidade 

para fermentar quantidades apreciáveis de sua reserva interna de 

carboidratos, embora possuíssem ativo sistema fermentativo de 

glicose. 

STICKLANO (1956), estudando a respiração endógena e os 

polissacarídeos de reserva,em leveduras prensadas de panificação, 

observou que quando estas re�piravam sem adição de substrato, 

seu quociente respiratório era de 0,85. Concluiu também, que o 

substrato para respiração em ausência de material oxidável exter 

no não deveria ser constituída de carboidratos, não havendo po� 

tanto fermentação, corroborando. assim dados de pesquisadores pr� 

cedentes. 

BRADY et al (1956) encontraram que somente o estabele 

cimento de condições anaerÓbicas, sem adição de agentes como azi 

da, 2:4-dinitrofenol ou arsenito, já conduzia a uma pequena mas 

ainda definida queda nas reservas de carboidratos. Álcool e diÓ 
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xido de carbond eram produzidos mas em quantidades inferiores às 

esperadas,em relação à quantidade de carboidrato de reserva desa 

parecido. 

CHESTER (1959a) utilizando-se de um "strain" de S. ae 

Pevisiae encontrou que as res�rvas de carboidratos foram degrad� 

das por processo fermentativo tanto sob condições aeróbicas como 

anaerÓbicas. Como resultado dessa fermentação, o conteúdo total 

de carboidratos da levedura decresceu em pelo menos 50% nas 5 h� 

ras seguintes à coleta do meio de cultura. O decréscimo da fra 

ção de trealose e de glicogênio foi estimada como a perda total 

em carboidratos. 

Em ensaios sob condições anaerÓbicas, o decréscimo de 

carboidratos foi de 85 a 100% da quantidade calculada para lib� 

ração de dióxido de carbono. O etanol acumulado correspondeu a 

cerca de 70% da quantidade esperada de dióxido de carbono. 

Sob condições aeróbicas, a fermentação endógena evide� 

ciou-se por alto quociente respiratório inicial e produção de e 

tanol. O etanol foi acumulado durante 2 horas, desaparecendo a 

seguir do sistema. O aparente coeficiente respiratório caiu ra 

pidamente para valores em torno de 0,6 e após cerca de 3 horas e 

levou-se até um valor mais ou menos constante em torno de 1. 

CHESTER (1959b) jã observara que um "strain" de S. ce 

revisiae utilizava o carboidrato de reserva por um mecanismo fe� 

mentativo. Procurando investigar o efeito do oxiginio na fermen 

tação endógena com essa levedura, encontrou dificuldades em fun 

ção da oxidação de etanol e liberação de dióxido de carbono da 

respiração. Utilizou-se então de um mutante deficiente respir� 

tório provtdo de um sistema, no qual a respiração residual nao 

interferia em quantidades significativas. Experimentos com um 

desses mutantes mostraram que o oxigênio estimulou a fermentação 

endógena. 

O mutante deficiente respiratório foi obtido pelo cu! 

tivo da levedura em meio contendo 0,006% de sulfato de cobre. A 

levedura deficiente respiratória foi cultivada do mesmo modo que 

as células normais, em frascos sem agitação, a 25 9 C e coletadas 

na fase estacionãria de cultivo quando a concentração de glicose 

caiu para cerca de 1%. As condições de cultivo foram substan 

cialmente anaeróbicas. 

O desaparecimento de carboidratos, a produção de eta 

nol e de dióxido de carbono sob condições aeróbicas e anaeróbi-
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cas foi comparado em frascos manométricos de Warburg a 28 9 C. Hou 

ve maior degradação de carboidrato sob condições aeróbicas mas 

essa degradação foi acompanhada pela produção de maior quantid� 

de de etanol e dióxido de carbono. 

Quando foi usado so�ente oxigênio corno fase gasosa dos 

frascos manornétricos, em lugar de ar atmosférico, a taxa de de 

gradação foi aumentada e mais dióxido de carbono foi liberado. A 

taxa de oxigênio consumido foi também maior do que com ar. Nesse 

ensaio, em particular, a degradação de carboidrato por frasco du 

rante a primeira hora foi 0,42 mg, sob atmosfera de nitrogênio, 

0,59 mg sob ar atmosférico e 0,87 mg sob atmosfera de 100% de o 

xiginio. Tais resultados indicam que para o "strain" de levedu 

ra utilizado no experimento, a fermentação endógena foi estimul� 

da pela presença de oxigênio e o estimulo foi maior com o aumen 

to da tensão de oxigênio, O nível de consumo de oxigênio elevo� 

se com o aumento da tensão de oxigênio mas ainda assim esse ní 

vel permaneceu baixo. 

EATDN (1960) estudou fermentação endógena em S. cerevi

siae, relatando que o substrato endógeno era constituido de três 

grupos metabólicos distintos. Dois grupos seriam de glicogênio, 

sendo que um requeria presença de oxigênio para sua utilização 

enquanto outro era metabolizado aeróbica e anaerobicarnente. O 

terceiro era a trealose utilizada só anaerobicamente. Ainda se 

gundo EATDN, os lipidios não tiveram nenhuma ação corno substrato 

para respiração endógena, como se poderia supor a partir dos re 

sultados encontrados por STICKLAND (1956). 

CHESTER (1963) trabalhando com um "strain" de S. aere

visiae observou o efeito das condições de aerobiose e anaerob�� 

se, duranti o desenvolvimento da cultura, no armazenamento de 

carboidrato de reserva. Os carboidratos de reserva, glicogênio 

e trealose, foram responsáve�s por cerca de 40% do peso seco das 

leveduras cultivadas anaerobicamente durante 48 horas. A concen 

tração de glicose residual no meio de cultura foi menor que 0,5%. 

A análise da cultura após 72 horas mostrou que o carboidrato de 

reserva foi utilizado depois q�e toda a glicose do meio havia si 

do fermentada, 

Quando a levedura foi cultivada aerobicamente, a glic� 

se no meio de cultura foi utilizada a taxas menores e apos 48 ho 

ras, a concentração da glicose residual foi de 2,3%. Essa baixa 

utilização de glicose indica que a levedura mostrou efeito Pas 



teur normal. Toda a glicose tinha sido utilizada quando as célu 

las foram coletadas a 72 horas e menos de 10% de seu peso seco 

pôde ser apontado como devido a carboidratos de reserva. A qua� 

tidade de trealose nessa cultura foi extremamente pequena. 

O etanol formado sob condições anaerÕbicas pelas leve 

duras foi 80-100% da quantidade calculada segundo a equação de 

Gay-Lu�sac. O diÕxido de carbono liberado sob condições anaeró 

bicas correspondeu totalmente com a quantidade calculada. 

Sob condições aeróbicas. muito mais carboidrato desap� 

receu durante o período experimental. O etanol liberado durante 

os 15 minutos iniciais foi o esperado pela equação de Gay-Lussac, 

porém. à hora seguinte foi somente 20% do esperado em relação ao 

carboidrato desaparecido. 

PANEK (1962) estudou a síntese de trealose em células 

de S. cerevisiae, relatando que a formação de trealose ocorre na 

fase de adaptação quando a fonte de carbono externa é exaurida e 

antes das células iniciarem crescimento com etanol como substra 

to. Foi verificado também, que a trealose formada tendia a ser 

rapidamente utilizada quando a segunda fase exponencial era ini 

ciada. Esses fatos dão consistência aos resultados observados 

por CHESTER (1963). 

A possibilidade de inibição da síntese de trealose p� 

la glicose é excluida desde que em células em repouso é grande a 

capacidade de síntese desse dissacaridio a partir de glicose e� 

terna, ocorrendo a condição Ótima para a síntese de trealose ju� 

tamente em condições de não proliferação ou de repouso das célu 

las. 

P�NEK (1963) relatou que trealose e glicogênio, carboi 

dratos de reserva de S. cerevisiae sao formados em células nao 

proliferantes na proporção de 5:1, Durante a exaustão. sob con 

diçÕes aeróbicas, a trealose · nao foi utilizada pelas células e. 

pelo contr�rio, durante a fase de "lag" inicial de uma curva de 

crescimento essa reserva foi rapidamente mobilizada e consumida 

em cerca de 90%. Sua degradação conduz grandemente à formação 

de co2 e a energia liberada é ·usada possivelmente para divisão

celular. 

OPERTI e PANEK (1968), estudando o metabolismo de tre� 

lose em leveduras, constatou que S,carlsbergensis sintetiza 

trealose durante a primeira fase exponencial de crescimento, de 
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gradando-a levemente antes da fase estacionária e tornando a a-

cumulá-la na segunda fase exponencial. Em ensaio experime� 

tal. os resultados mostraram degradação de 64,5% da trealose a 

cumulada durante a primeira hora de crescimento. em s. cartsber

gensis, ao passo que em S. ce·revisiae, esse total correspondeu a 

95%. Por outro lado, ambos os tipos de leveduras não metaboli 

zaram suas reservas de trealose durante um período de mais de 6 

horas de exaustão. O conteúdo de trealose, após esse período, 

permaneceu praticamente constante. Assim, algumas diversidades 

de comportamento entre essas duas espécies de levedura bem p� 

dem corresponder a certas diferenças essenciais em seu metabo 

lismo. 

Ourante a utilização de um substrato, a célula incor 

pora certa quantidade da mesma, sem 

ou liberação de co 2, conforme sejam

Quando um microorganismo 

que haja consumo de oxigênio 

as condições ambientais. 

está em crescimento, parte 

da fonte de carbono e utilizada para a síntese de material celu 

lar. Em condições em que a reprodução celular é impossível, a 

assimilação também se ver"ifica pe'lo menos durante um certo p� 

rÍodo. 

LUNDIN (1923) verificou que células de levedura colo 

cadas em meio contendo glicose, não aumentaram em numero mas so 

mente em tamanho. Não foi notada síntese de proteina ou de li 

pÍdio. e aldéidos e ácidos orgânicos foram muito pouco produzi 

dos. O co2 formado correspondeu a cerca de 33% do carbono do a

çucar utilizado e a quantidade de etanol foi menor que a encon 

trada em fermentações típicas. A máxima quantidade foi encon 

trada imediatamente apos o desaparecimento da glicose, 

do em seguida. 

diminuin 

MEYERHOF (1925), em seu estudo sobre o efeito do oxi 

gênio na fermentação alcoólica, observou que, com leveduras 

prensadas, cerca de 50% do açúcar que tinha desaparecido do 

meio sob condições aeróbicas não foram estimados pela soma da 

fermentação aeróbica e da oxidação do substrato, sob condições 

anaerÓbicas, essa discrep;ncii foi de cerca de 25%. 

MEYERHOF e SCHULZ (1936) determinaram o co
2 

produzido 

pela completa fermentação da glicose, por uma suspensão de lev� 

duras em tampão fosfato e verificaram que o co 2 produzido co�

respondia a 75-80% do valor teórico esperado. Os dados analfti 

cos mostraram que o conteúdo de carbono total das células aumen 



ta em quantidade equivalente à assimilação de 18% do açúcar adi 

cionado e que uma quantidade de álcool equivalente ao co
2 

era 

produzida. 

WINZLER e BAUMBERGER (,938) mostraram que o calor pr� 

duzido durante a fermentação da glicose. por um "strain" de leve 

dura de panificação. foi 63.2% do valor teórico embora todo subs 

trato houvesse desaparecido. e que uma grande porcentagem de gl! 

cose que desaparece do sistema na presença de oxigênio é utiliza 

da para síntese de carboidrato intracelular. A concentração crf 

tica d• glicose foi considerada como sendo 2.2s x 1 □-
3 M. acima

da qual a produção de calor foi independente da concentração do 

substrato. Abaixo desse valor a taxa foi diretamente proporei� 

nal à concentração de glicose. A partir do calor de formação e 

dos produtos principais medidos em respiração de substrato exte� 

no. foi encontrado que 2 6,5% da glicose desaparecida do meio 

foi oxidada e 73,5% armazenada. Similarmente, 58,7% do acetato-

desaparecido foi oxidado e 41,3% assimilado. Em fermentação al 

cólica, 70,5% da glicose foi fermentada e 29,5% assimilada. 

Resultados semelhantes foram obtidos por VAN NIEL e AN 

DERSON (1941) estudando a fermentação de diversos açúcares, en 

tre os quais, glicose, fructose, mannose, sacarose e maltose.que 

conduziram à produção de quantidades equimolares de co
2 

e etanol, 

os quais juntos somavam somente cerca de 70% do carboidrato con 

sumido. Essa discrepância foi considerada como sendo devido à 

assimilação fermentativa. 

FALES e BAUMBERGER (1948) pesquisando a assimilação fe� 

mentativa da glicose por S. aerevisiae,assinalaram que durante _a 

fermentação' efetuada com "strain" comercial dessa levedura, 20% 

do açúcar adicionado foi assimilado e 70% foi convertido em co
2 

e etanol. O restante foi transformado possivelmente em glicerol. 

ácido succínico, entre outros produtos. 

Alguns ensaios foram efetuados com leveduras que ti 

nham sido levadas à exaustão através de aeração do meio durante 

seis dias. Nessas condições, as células assimilaram a mesma pr� 

porçao do açúcar adicionado, em relação às células com conteúdo 

normal de glicogênio, embora essa assimilação tivesse ocorrido 

mais rapidamente durante o processo. Grande quantidade de prod� 

tos intermediários foi acumulado durante as fases iniciais da 

fermentação. Foi assinalado, pela diferença entre o desaparec! 

menta da glicose e a formação de produtos finais, que cerca de 
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40% do açucar ·1nicial surgia nas células como produtos interme 

diários. 

Pesquisas conduzidas por SWANSON e CLIFTON (1948) mos 

traram que os estágios iniciais na utilização de glicose, de sa 

carose ou de maltose, por culturas em ativa proliferação de al 

guns "strains" de S. cePevisiae . cultivados aerobicamente,ocor 

ria por processo de assimilação fermentativa. Pouco ou nenhum o 

xigênio foi utilizado durante os estágios iniciais e foi observa 

da alguma indicação de que o oxigênio exercia uma ação inibit6 

ria. Células lavadas de culturas "jovens" nao consumiram oxig� 

nio com qualquer dos açúcares mencionados como substrato, mas 

fermentaram aerobicamente, enquanto células de culturas mais "ve 

lhas" utilizaram prontamente o oxigênio. A assimilação fermenta 

tiva predominou no sistema até que os açúcares desaparecessem do 

meio, quando então ocorreu uma assimilação oxidativa dos prod� 

tos intermediários da dissimilação, incluindo etanol, até pratl 

camente todos terem sido utilizados, com exceção dos ácidos org� 

nicas. 

Investigando a assimilação e a degradação de carboidr� 

tos pelas células de S. aerevisiae, FALES (1951) procurou desc� 

brir a natureza dos produtos que chamara de intermediários dos 

primeiros estágios da fermentação, em estudo anterior (FALES e 

BAUMBERGER, 1948)� Concluiu tratar-se de um carboidrato de re 

serva diferente de glicogênio e da trealose e que se formava 

transitoriamente no curso da fermentação. Segundo FALES, trata 

va-se de um carboidrato passível de ser oxidado ou fermentado en 

dogenamente em razões proporcionais a sua concentração, sinteti 

zadas e degradadas em taxas mais rápidas que os carboidratos so 

lÚveis em álcalis,como o glicogênio e a trealose, além de ser in 

solúvel em álcali como hidróxido de potássio a 30%. 

SLONIMSKI (1949) fez um estudo comparativo da fisiolo 

gia de dois "strains" de S. aerevisiae, um dipl6ide e outro ha 

p16ide obtido a partir do primeiro.e dois "strains" mutantes, 

de mesma origem dos anteriores, um espontâneo e outro obtido p� 

la ação da acriflavina . 

Estudando a fermentação anaerÓbica de glicose, pôde 

concluir, após séries de experiências, que a liberação de co2 �

ra diretamente proporcional à quantidade de leveduras. A rela 

ção entre a idade da levedura e o poder fermentativo foi também

estudada. As células com 24 e 48 horas de cultivo, isto é, em 
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pleno crescimento,utilizam a glicose praticamente com a mesma in 

tensidade. Ensaios análogos foram realizados com diferentes con 

centrações de açúcar (0,2 a 4,0%) e com culturas mais velhas (48 

a 72 horas) e os resultados obtidos foram os mesmos: ausência de 

diferença na fermentação anae�Õbica dos nstrains n comparados; di 
• N minuiçao do ºco2 com a idade das leveduras. 

Em ensaios de respiração e fermentação aeróbica pôde 

concluir que a absorção de oxigênio é diretamente proporcional à 

quantidade de células. Grupos de experiências sobre respiração 

e fermentação aeróbica com culturas com 48 horas. em presença de 

glicose em solução a 4,0%, puzeram em evidência diferenças mui

to claras entre os ttstrains" normais e mutantes. As células nor 

mais apresentaram alta respiração endógena enquanto que nas mu 

tantas ela foi quase nula. Em presença de açúcar, as células 

normais consumiram muito mais oxigênio que as mutantes. A ferme� 

tação aeróbica das células normais foi nitidamente inibida pelo 

oxigênio enquanto as mutantes não foram influenciadas de maneira 

perceptível. Essas mesmas diferenças foram encontradas em condi 

çoes experimentais variadas. em concentrações diferentes de gl! 

cose e diferentes idades de cultivo. 

LEMOIGNE et al (1954), estudando a taxa de crescimento 

de S. cerevisiae sob condições aeróbicas e na presença de altas 

concentrações de glicose, encontraram uma fase de crescimento i 

nicial rápida,envolvendo intensa fermentação, de cerca de 75% da 

glicose presente. A curva ·de crescimento apresentou duas fases 

distintas.num típica fenômeno de diauxia; o álcool formado acumu 

lou-se na meio e após o desaparecimento da glicose foi assimil� 

da pela levedura. Sendo a taxa de crescimento sabre glicose e 

sobre álcool, nitidamente diferentes, as dados vêm confirmar que 

o etanol é um produto latera� que se forma quando a glicÓlise é

muito mais rápida que a síntese de material celular. Quando as

leveduras foram colacad9s em presença de baixas concentrações de 

glicose, a diauxia não ocorreu e o álcool não se acumulou. Dada 

a condição experimental adotad�, de abundante oxigenação, can 

cluiu-se que a aeraçãa sozinha não pôde inibir completamente a 

formação de álcool.por leveduras de panificação em proliferação. 

AUBERT e MILHAUD (1956), estudando a metabolismo de e 

tanol em presença de glicose, efetuaram ensaias em aparelho can 

vencianal de Warburg, colocando 3 mg de leveduras em 2 ml de tam 

pão fosfato 0,025 M, em presença de 5,2 �M de glicose e de 5 pM 
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de etanol 1,2 - 14
c (5 µCl. Após 25 minutos, as análises mostr�

ram que houve consumo de 3,6 µM de o2, 3,7 µM de glicose, com

formação de 0,1 µe de co2 radioativo, comprovando então o metabo

lismo de álcool em presença de glicose. Admitindo-se que 2/3 

da glicose tenha sido transformada em ilcool, pode-se ter idéia 

aproximada da quantidade de álcool metabolizada. Foram encontra 

das, ainda, incorporadas às células, 0,12 µe de radioatividade 

donde se pôde concluir que cerca de 0,2 µM de álcool foi meta 

boli?ado nesse tempo. 

A capacidade de leveduras como S aerevisiae e S. aarls 

bergensis oxidar glicose e acetato rapidamente,já havia sido -

relatada por NOVELLI e LIPMANN (1950). 

EATON e KLEIN (1954), estudando a influência do está 

gio de desenvolvimento da cultura no momento da coleta, encontra 

ram consideráveis diferenças na capacidade oxidativa de substra 

tos como a glicose, o etanol e o acetato. 

Cilulas "jovens" de S. aerevisiae, coletadas durante 

os primeiros estágios da fase logarítmica de crescimento mostra 

ram capacidade para oxidar glicose, comparável à células coleta 

das no fim da fase logarítmica ou na fase estacionária de cresci 

menta. Todavia, essas células mostraram pequena capacidade de� 

xidação de etanol e de acetato. Ao contrário, células "velhas" 

mostraram possuir capacidade de oxidar etanol e acetato rapid� 

mente, à mesma razão de consumo de glicose. 

EAT0N e KLEIN (1957) pensaram, inicialmente, que a i� 

capacidade de células "jovens" oxidarem acetato, etanol e piruv� 

to poderia estar ligada à deficiência de citocromos e que a oxi 

dação de glicose poderia se dar por intermédio do sistema flavi 

na transportador. Entretanto, nenhuma diferença pôde ser encon 

trada no espectro dos citocromos de células "jovens" e "velhas". 
N 

O 1 4 Foi acompanhada oxidaçao de glicose com C nas pos! 

çôes 3 e 4 por c�lulas "jovens" e a quantidade total de glicose 

metabolizada �erobicamente pôde ser estimada desses dados. Trin 

ta minutos após a adição do substrato, aproximadamente 85% do 

e -3 e e -4 d a g l i c o s e f o i l i b era-d o • todavia. durante esse tempo, 

somente pequena fração do oxigênio total foi consumido. Dada a 

r�pida liberação inicial de C-3 e C-4 da glicose e o pequeno co� 

sumo de oxigênio durante os estágios iniciais, era de se esperar 

que alguma quantidade de etanol houvesse sido formado, mesmo em 
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condições aeróbicas, Realmente. grandes quantidades de álcool fo 

ram acumuladas no sistema, as quais desapareceram durante os Úl 

times estigios da oxidaç�o da glicose. Foi constatado que a 

quantidade de etanol formada era quase equivalente. em bases mo 

lares, à quantidade de co
2 

formada a partir de C-3 e C-4 da gl! 

cose. Desses dados pôde-se calcular que cerca de 85% da glicose 

foi degradada com etanol como intermediário. Desde que 60-70% do 

carbono total da glicose puderam ser recuperados como co
2

.apare� 

temente. o etanol formado da glicose pode ser oxidado, mesmo co� 

siderando-se que células "jovens" não possuem capacidade para o 

xidar tal componente quando fornecido como Único substrato. 

Foi observado ainda. que para além da primeira hora. a 

maior porçao do oxigênio consumido foi utilizado para oxidar et� 

nol ao nível de acetato ou acetaldeido. Células "jovens" cult! 

vadas em meio sintético liberaram cerca de 70% do carbono das p� 

sições 3 e 4 da glicose como co
2

• Entretanto, somente 44% da 

glicose adicionada pôde ser estimada como etanol. 

em células cultivadas em meio semi-sintético, 

Em contraste, 

a quantidade de 

co
2 

de C-3 e C-4 da glicose foi essencialmente igual ao total de 

etanol produzido. Pode-se deduzir, então, que 26% da glicose 

foi degradada para algum componente c
2 

que não foi o etanol. Pos 

terior oxidação desse componente c
2 

foi inibido pelo fluoroaceta 

to.o que sugeriu participação do ciclo dos ácidos tricarboxÍli 

cos. Essa hipótese foi confirmada quando descobriu-se que glic� 

se marcada foi oxidada e atividade específica do co
2 

produzido 

de C-1. C- 2, C-5 e C-6, foi comparável àqueles dos ácidos trica� 

boxílicos isolados das células. A oxidação do acetato acumulado 

é de natur�za adaptativa; sua taxa aumenta durante a degradaçãó

de glicose. 

KLEIN (1955), estudando síntese de lipidios em S. aere 

visiae relatou que células ·cultivadas sob condições aeróbicas, 

contém quantidades consideravelmente mais altas de ácidos graxos 

e lipídios não saponificáveis do que células cultivadas anaerób! 

camente. A adição de acetato ao sistema não causou aumento na 

formação de lipídios, mas, glicose quando adicionada serviu para 

estimular a síntese de grande quantidade de lipÍdios,os quais se 

formaram quase que exclusivamente da fonte de carbono externa. � 

interessante notar-se,ainda,que quando se utilizou meio para cul 

tiva contendo peptona 2%, glicose 2%, e extrato de levedura 1%, 

em condições aeróbicas, as células apresentaram conteúdo muito 
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menor de lipídios do que células cultivadas em meios mais sim 

ples ou sintéticos. 

FALES (1960) fez um estudo comparativo do metabolismo 

aeróbico de células de leveduras de panificação, não prolifera� 

tes, com o uso de dois difer•ntes sistemas de aeraçio. Num dos 

sistemas o ar foi rapidamente borbulhado através da suspensão e 

no outro, a aeração foi operada pela agitação de um respirômetro 

convencional de Warburg, com ar como fase gasosa. O padrão met� 

bÓlico foi marcadamente diferente sob as duas condições exper! 

mentais. 

Sob condições de alta tensão de oxigênio. a fermenta 

ção aeróbica foi fortemente inibida e o máximo acréscimo em car 

boidrato celular foi equivalente a 40% do açúcar adicionado e um 

acréscimo de cerca de 40% em comparação com a síntese observada 

no ensaio sob agitação do respirSmetro de Warburg. Sob agitação 

do respirômetro de Warburg, houve intensa fermentação aeróbica e 

o incremento no conteúdo de ácidos graxos das células correspo�

deu a mais que 100% em relação ao observado no ensaio sob alta

tensão de oxigênio. O consumo total de oxigênio estimado no en

saio sob alta tensão de oxigênio, foi equivalente à oxidação de

cerca de 30% do açúcar adicionado, enquanto o equivalente a cer

ca de 43% do açúcar foi oxidado no ensaio sob agitação do resp!

rômetro de Warburg. A taxa de consumo de glicose em ambas as

instâncias foi consideravelmente menor que a observada sob condi

çoes anaerÓbicas.

A medida operada em respirômetro de Warburg mostrou um 

período de 10 minutos de »lag" fase e nos 35 minutos subseque� 

tes o RO observado foi 2, indicando intensa fermentação aer� 

bica. Nos 25 minutos seguintes houve um período de transição -

de 55 minutos onde o RQ caiu para 0,67,qué é o RQ teórico para o 

catabolismo do etanol. O per.iodo transicional de catabolismo de 

glicose e álcool foi iniciado consideravelmente antes da conce� 

tração da glicose tornar-se limitante. Após o período de oxid� 

ção de álcool, o RQ entrou em nova fase de transição,aumentando 

até atingir o valor em torno de 1, após 3 horas. Esses dados con 

firmam plenamente aqueles obtidos por SLONIMSKI (1949). 

Entretanto, a produç;o total de co
2 

após a terceira ho 

ra superou em 13,7% em· relaç;o ao oxiginio consumido. Tal fato 

sugere que uma porção do álcool inicialmente formado não foi ox! 

dado a co
2 

e água, mas foi convertido em outros produtos. Os da 



=15= 

dos de produção de ácidos graxos são consistentes com a hipótese 

de considerável eonversão de álcool a ácidos graxos durante a f� 

se de oxidação de etanol. Esses fatos contribuem para confirmar 

os resultados de KLEIN (1955) e EATON e KLEIN (1957). 

HABOUCHA e MASSCHELEIN (1960) estudaram um caso de de 

ficiência respiratória em S. aarZsbergensis. Foi constatado um 

tempo de geração "g" igual a 1 hora e 20'minutos para.S. aerivi 

siae e 2 horas e 20 minutos para S. aarZsbergensis. S. aarZsber 

gensis apresentou fenômeno de diauxia durante o crescimento em 

meio contendo gl�cose na concentração de 8,25 �moles por ml. No 

platB, após a primeira fase exponencial, toda a glicose havia si 

do consumida. Admitindo-se que 25% da glicose inicial tenha si 

do utilizada para síntese de polissacarídios, o teórico esperado 

para formação de etanol seria 12,48 µmoles, caso o metabolismo 

de S. aarZsbergensis ocorresse exclusivamente por glicÓlise fe� 

mentativa. O valor encontrado foi de 11,5 µmoles. confirmando 

essa hipótese. 

Os ensaios para determinação do poder respiratório de 

glicose, etanol e acetato após crescimento aeróbico com glicose, 

revelaram fraco poder oxidativo quando comparado com S. cerevi 

siae, indicando que S. aarZsbergensis utiliza a glicose, princ! 

palmante por fermentação. Com células colhidas na segunda fase 

exponencial, o poder respiratório foi bastante aumentado, aprox! 

mando-se aos valores encontrados para S. eerevisiae. Essa obser 

vação permite considerar que a defici�ncia respiratória deve ser 

de natureza adaptativa. 

O estudo cinético da redução do citocromo �• bem como 

da oxidação do succinato no extrato livre de células, revelou 

que o local da deficiência deve estar ao n!vel da desidrogenase 

succínica. O funcionamento do ciclo dos ácidos tricarboxílicos 

em S. earZsbergensis é considerado como sendo relacionado à ati 

vidade obtida pelas desidrogenases, succinica e isocítrica. 

Estudos sobre as diferentes fases do crescimento celu 

lar e sua correlação com formação de mitocôndrias, enzimas resp! 

ratórias e rapressão da respir�ção,foram efetuadas por SLONIMSKI 

(1956), EPHRUSSI et al (1956), YOTSUYANAGI (1962) entre outros. 

POLAKIS et al (1964) pesquisaram o crescimento de S. 

cerevisiae em condições aeróbicas e anaerÓbicas, em diferentes 

concentrações de glicose. a respiração nas diferentes condições 

e o respectivo conteGdo de enzimas. A estrutura das células foi 
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estudada por microscopia eletrônica. 

As células da levedura converteram glicose, aerobic� 

mente, em massa celular mais eficientemente à baixas concentra 

çoes. A respiração e a atividade do citocromo c-oxidase, NADH2
oxidase, NA□ H2-citocromo c-ox.ido-reductase, desidrogenase succ!

nica e desidrogenase isoc!trica variaram inversamente com a con 

centração da glicose, na qual as células foram cultivadas as pr! 

meiras 12 horas. Após 12 horas de cultivo, as leveduras puderam 

oxidar glicose e etanol mas nao acetato. Após 24 horas de culti 

vo, acetato foi oxidado pelas células a taxas que variaram inver 

sarnente com a cancentração de glicose, originalmente presente no 

meio de cultivo. Após 36 horas de cultivo, a capacidade de oxi 

dação de acetato foi perdida mas a respiração com glicose ou eta 

nol foi mantida. 

Nenhuma estrutura mitocondrial pôde ser vista em leve 

duras cultivadas anaerobicamente. Em células cultivadas aerobi 

camente em glicose ou cultivadas anaerobicamente mas que tinham 

desenvolvido respiração, surgiram estruturas vacuolares quando-

essa respiração se desenvolveu. 

Mitocôndrias surgiram nas leveduras quando o acetato 

pôde ser oxidado. O número de mitocôndrias diminuiu quando a ca 

pacidade de oxidar acetato foi perdida. 

POLAKIS e BARTLEY (1965) 

zimas do ciclo do ácido cítrico, 

estudaram a atividade das en 

do ciclo do glioxilato e alg� 

mas outras enzimas com ação nos substratos desses ciclos, em cé 

lulas de S. cerevisiae, durante o cultivo aeróbico sob diferen 

tes fontes de carbono e em diferentes meios de cultivo. Dos re 

sultados obtidos, pôde-se concluir que os açúcares induziram um 

padrão anaerÓbico de metabolismo, medido pela produção de etanol. 

Glicose foi mais efetiva que galactose na indução de padrão ana� 

rÓbico de metabolismo. Produção de etanol por células cultiva 

das em piruvato foi muito pequena. Glicose foi também mais efe 

tiva repressor de enzimas do ciclo do ácido cítrico que a gala� 

tose embora fossem igualmente efetivas na repressão quase com 

pleta de enzimas do ciclo do glioxilato. O desaparecimento de a 

çúcares do meio de cultivo resultou em aumento na atividade de 

enzimas do ciclo do ácido cítrico e aparecimento de substancial 

atividade das enzimas do ciclo do glioxilato. 

POLAKIS et al (1965) revelaram que S. aarlsbergensis 

quando desenvolvido em baixa concentração de glicose 0,09% ou 
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galactose 0,9% , sintetizava enzimas respiratórias e possuia m! 

tocôndria funcional. Em contraste. células crescendo em prese� 

ça de glicose 0,9% não continham mitocôndrias reconhecíveis e 

somente baixo nível de enzimas respiratórias foram detectadas. 
" 

Trabalho semelhante- foi conduzido por GORTS (1967), e� 

tudando o metabolismo de carboidrato em s. aerevisiae. O autor 

verificou acentuada influência da concentração e da natureza do 

carboidrato no padrão metabólico. A presença de glicose no meio 

induziu a atividade catabÓlica por processo predominantemente 

glicolítico. 

Cilulas "jovens", em estado de não proliferação, cult! 

vadas em meio contenda �licose a 2% e coletadas quando ainda ha 

via glicose, mostraram, em ensaios respirométricos em aparelho 

convencional de Warburg, r�pido consumo de glicose sob condiç5es 

aeróbicas. produzindo co
2 

e etanol em iguais quantidades durante 

a primeira hora. Depois desse tempo, a produção de co
2 

decre� 

ceu levemente e a concentração de etanol diminuiu lentamente. 

Houve baixo consumo de oxigênio e parece que tal fato se deve, 

pelo menos parcialmente, à oxidação de etanol a acetato que foi 

acumulado vagarosamente no meio. Cilulas de culturas mais ve 

1 ha s, nas quais glicose já houvera sido exaurida, mostraram p� 

drão metabólico mais oxidativo. Durante os 30 minutos iniciais 

a razão de consumo de glicose foi de 60% em relação �s células 

"jovens", enquanto o consumo de oxiginio foi 2,5 a 3 vezes maior. 

O c □
2 

aeróbico foi maior que o etanol acumulado, o que sugere r� 

pida oxidação de etanol ou oxidação direta de piruvato. Em célu 

las com mais tempo de cultivo, esse efeito foi mais pronunciado. 

As enzimas .como a-glicosidase, enzimas do ciclo do ácido cítriôo, 

a c a d e ia r e s p ir a t ó r i a.. o c i c 1 o d o g 1 i o x i l a t o • 1 o c a 1 i z a d a s na m i 

tocôndria permaneceram em baixo nível, 

mente após a depleção de toda glicose. 

aumentando consideravel 

Esses resultados confir 

mam os dados obtidos por POLAKIS et al (1964). 

O efeito repressor da glicose sobre o sistema respir� 

tório é conhecido de longa data (CRABTREE, 1929). Esse fenômeno 

é conhecido como "contra afeita Pasteur" por ser o corol;rio do 

efeito Pasteur ou, como é mais conhecido, "efeito Crabtree". 

SWANSON e CLIFTON (1948) já haviam feito observações 

sobre o crescimento aeróbico de leveduras em glicose, verifican 

do que as mesmas utilizavam principalmente a via fermentativa. 

LEMOIGNE et al (1954),encontraram fenômeno da diauxia quando cul 
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tivavam leveduras em altas concentrações de glicose. constatando 

intensa fermentação aeróbica na primeira fase exponencial •. Em 

baixas concentrações, tal fato não se verificou. EPHRUSSI et al 

(1956), iniciando cultura em presença de glicose em solução a 3% 

com organismos inteiramente a�aptados a condições aeróbicas ob 

servaram que a taxa de fermentação aeróbica aumentava rapidame� 

te durante a fase de crescimento exponencial e que nesse mesmo 

tempo a taxa de respiração decrescia a valor muito baixo. Poucas 

geraçoes antes do fim da fase exponencial, quando a glicose já 

não mais saturava o sistema de fermentação, O oC02 
decresceu a

baixo valor e. simultaneamente. o o0 aumentou. Esse experime�
2 � 

to mostrou claramente que o efeito Crabtree e parte importante 

da fisiologia de leveduras. 

glicose. 

crescendo em altas concentrações de 

OE OEKEN (1966) relatou que quando S. aerevisiae cres 

eia exponencialmente em glicose ou fructose como fonte de ener 

gia, em presença de ar, a degradação da glicose era procedida 

principalmente pela fermentaç�o aeróbica. Quando estas eram cul 

tivadas em mannose ou galactose,a degradação se processava simu! 

taneamente por respiração e fermentação. Essa situação resultou 

de uma repressão parcial mas constante do sistema respiratório. 

HOMMES (1965) observou que »strain" de S. aarZsberge� 

sis crescendo em meio com 0,6 e 2,0% de glicose,exibiu diferen 

tes mecanismos de controle durante a glicÓlise aeróbica, ainda 

que a cinética de consumo de oxigênio tivesse sido quàlitativ� 

mente a mesma. Contudo a cinética dos transportadores de cadeia 

respiratória foi encontrada como sendo diferente, embora a con 

centração qe citocromos fosse igual em ambos os casos. Segundo 

HOMMES, com levedura cultivada nas condições mencionadas de con

centração de glicose. redução nos transportadores de eletrons d� 

rante o efeito Crabtree, indica a possibilidade de controle pelo 

fosfato ou aceptor de fosfato. 

Ainda HOMMES (1966), analisando o mecanismo do efeito 

Crabtree concluiu que na levedura cultivada em meio com 0,6% de 

glicose, o efeito Crabtree pode ser devido a uma inibição alost� 

rica da fosfofrutoquínase causada por alta concentração de ATP e 

uma baixa concentração de ADP. A baixa concentração de ADP ofe 

'rece uma explicação para as observações anteriores da redução de 

citocromos,durante o efeito Crabtree. Um ponto de controle na 
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conversão de fosfoenolpiruvato a piruvato pôde ser identificado. 

resultando numa falta de substrato mitocondrial. Isso pode ex

plicar a oxidação de citocromos observada durante o período de e 

feito Crabtree nas culturas com 2% de glicose. 

Vários exemplos são. conhecidos de fenômenos biológicos 

que mostram periodicidade. isto é, 

periódicos de tempo. 

gios biológicos. 

funcionando. 

que se repetem a intervalos 

assim. como verdadeiros reló 

Verificou-se que quando uma suspensão de células de S.

aarZsbergensis, entra em transição de aerobiose para anaerobiose, 

as trocas verificadas na óxido-redução dos citocromos são monotô 

nicas. enquanto que a concentração intracelular de NAD-reduzido 

flutua de forma cíclica, dando uma sucessão de ciclos sinusoidais 

onde NAD-reduzido se oxida e se reduz. de modo sucessivo, em ci 

elos que podem variar de amplitude até se extinguirem. 

Estudos procedidos no sistema glicolítico de S. earls 

bergensis �emonstraram que durante a transição de Pasteur, oco� 

rem flutuações nas concentrações dos intermediários glicolíticos 

que tem direta correlação com o fenômeno das oscilações biológl 

cas. Foi verificado que o sistema glicolítico, pelo menos des 

sa levedura, é constituido por diversos pares de osciladores bio 

lógicos (veja BACILA, 1966). 

BETZ e CHANCE (1965). verificaram que a oscilação do 

nível de piridina-nucleotídios reduzidos, em células de S. carls 

bergensis, durante o período de transição aerobiose-anaerobiose, 

pode ser paralisado pelo dinitrofenol, arseniato ou deoxi-glic� 

se, bem como com acetaldeído e acetato. Tal fato, sugere que tan 

to o sistema do ATP-AOP como o sistema NADH-NAO, aos quais tem 

sido postulado funções de controle da glicÓlise, estão envolvi 

dos na geração das oscilações. A frequência dos ciclos possui 

amplo coeficiente de temperat,ura, sendo sensivelmente constante 

entre 20 9 e 40 9 C mas �randemente distinto na faixa de temperat� 

ra abaixo de 20 9 C. 

HESS e BOITEUX f1968) mostraram que a indução de asei 

lações glicolíticas em células de levedura é independente do e� 

tado biológico das leveduras e que oscilações podem ser obtidas 

com uma variedade de substratos, em células crescendo sob condl 

ções aeróbicas ou anaerÓbicas. na fase logarítmica ou na fase 

estacionária e com numerosos substratos de cultivo. A indução 
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da máxima oscilação. em extrato livre de células. é obtida em ex 
-, 

tração com tampão fosfato de potássio. pH s.s. Foi verificado 

que a resposta oscilatória em sistemas glicolíticos está ligada 

somente aos componentes já bem conhecidos da glicÓlise. 

Entre outros trabalhos que tem contribúido para o estu 

do da cinética de fase dos intermediários glicolíticos e o meca 

nismo das oscilações em S. aaPZsbergensis, estão CHANCE et al 

(1965), BETZ (1966) e GHOSH et al (1971). 



3. MATERIAL E MtTODOS

3.1 Microorganismo 
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A levedura utilizada foi Saaaharomyaes oartsbergensis 

Hansen, I.Z. n 9 1831, procedente da Micoteca do Instituto Zimo 

técnico "Prof. Jayme Rocha de Almeida" da Escola Superior de A 

gricultura "Luiz de Queiroz". 

Culturas estoques foram mantidas em tubos com meio de 

cultivo inclinado, com a seguinte composição: glicose 2%, pept� 

As culturas foram na 2%, extrato de levedura 1% e agar 1,2%. 

mantidas por 24 horas a 30 9 C e repicadas mensalmente. 

3.2 Meio de cultura 

O meio de cultura utilizado foi essencialmente o mesmo 

daquele preparado para conservação da cultura ou seja: glicose 

2%, peptona 2% e extrato de levedura em po 1%. Para tornar o 

meio sólido, foi adicionado agar na concentração de 1,2%. A es 

terilização foi processada por autoclavagem, a 120 9 C por 20 minu 

tos. O pH do meio foi 5,6. Esse meio foi empregado em sua for 

ma sólida para contagem de células em placas de Petri. 

3.3 Condições de cultivo celular 

As células foram cultivadas por 24 horas em tubos de 

ensaio contendo meio sólido inclinado, incubadns a 30 9 C e a se 

guir retiradas com urna alça, inoculadas em 200 ml de meio líqui 

do, previamente esterilizado, 

de capacidade. 

em frascos Erlenmeyer com 500 ml 

- + 

A cultura foi incubada em sala de fermentaçao a 29 -

1,5 9 C, sobre agitador recíproco, 

24 horas. 

a 90 oscilações por minuto.por 

Alíquotas de 1 ml dessa suspensão de células foram ino 

culadas em frascos contendo 200 ml do meio de cultura e incuba 

das em condições idênticas às acima descritas, por um período 

que variou de 24 a 120 horas. 
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Apôs cada período de cultivo pré-estabelecido, as cél� 

las foram coletadas por centrifugação, em tubos de 250 ml de ca 

pacidade, à aproximadamente 2.500 rpm por 15 minutos. 

As células foram lavadas 2 vezes com uma solução de 

KCl 0,154 M, centrifugando-se cada vez e ressuspensas em 100 ml 

da mesma solução, retornando às condições de crescimento, ou se 

ja. permanecendo 24 horas em agitador recíproco.a 90 oscilaç5es 
+ 

por minuto, em sala de fermentação a 29 - 1,5 9 C, para permitir � 

ma redução da taxa de.respiração endógena a níveis negligenci� 

veis. Decorrido as 24 horas de exaustão, as células foram cole 

tadas por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com solução de 
"

KCl 0,154 M e  a seguir suspensas em tampão fosfato de Sorensen 

com pH igual a 5,6 até dar absorbância igual a 1,00 a 430 mm em 

espectrofotômetro Beckman-OU. Esta suspensão foi utilizada para 

determinações manométricas e viabilidade das células. 

3,5 Determinação da viabilidade ceZulaP 

A viabilidade celular foi determinada, somente apos a 

padronização da suspensão de células, antes da operação em apar� 

lho convencional de Warburg. A determinação foi feita pelo pr� 

cesso de diluição em série, com plaqueamento de 0,1 ml da susp�� 

sao. conv�nientemente diluida, sobre meio sólido. em placas de 

Petri. Estas, foram incubadas 30 horas em estufa a 30 9 C, sendo 

então contadas as colonias que aí se desenvolveram. A contagem 

do total de células foi feit� em câmaras de contagem tipo Fuchs-

Rosenthal. Foram utilizadas sempre 10 placas para a contagem de 

colonias e as células contadas em câmara de contagem correspond� 

ram a 4 amostragens por alíquota. 

Para estimativa do número de leveduras existentes na 

suspensão. foram tomadas 2 alíquotas de 1 ml da suspensão previ� 

mente padronizada e diluidas de 1:2 em solução de lactofenol a 

zul, segundo CARDOSO (1971). para posterior contagem em camaras 

tipo Fuchs-Rosenthal. 
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As contaminações quando ocorreram, 

gligenciáveis. 

foram em níveis ne 

3.6 Determinação do ritmo de crescimento ceZuZar 

Células de S. carZsbergensis foram repicadas para tubo 

de ensaio contendo meio de cultura sólido, inclinado, e perman� 

cidas em incubação durante 2 4 horas a 30 9 C. Partindo-se do tubo 

de ensaio, células foram transferidas, com alça de Drigalsky, p� 

ra frasco Erlenmeyer de 500 ml de capacidade, contendo 200 ml de 

meio de cultivo liquido, esterilizado, e colocado em agitador re 
,. - +

c1proco, a 90 oscilaçoes por minuto, a 29 - 1,5 9 C durante 2 4 ho 

ras. Desse frasco, foram transferidas alíquotas de 1 ml para 

frascos Erlenmeyer contendo meio de cultura, esterilizado, onde 

permaneceram em cultivo, por período máximo de 120 horas, em agf 

tador recíproco, tal como nas condições acima descritas. 

Após períodos de cultivo de 12, 18, 24, 48, 72, 96 e 

120 horas foram tornadas alíquotas de 10 ml da suspensão e centri 

fugadas em tubos graduados de 15 rnl de capacidade, a 2 .500 rpm 

por 10 minutos e o volume de células sedimentadas foi observado. 

3.7. Determinações manométricas 

As determinações manométricas foram efetuadas em apar� 

lho convencional de Warburg; 

Foram utilizados 2,5 ml da suspensao de leveduras em 

frascos de Warburg com um braço lateral contendo 0,2 ml de uma 

solução de glicose, correspondente a 10 umoles de substrato. o

volume final de fluido do sistema foi de 2,85 ml. 

A temperatura do b�nho foi fixada em 30 9 C e o conjunto 

sofreu 100 oscilações por minuto. 

A absorção de co
2 

foi efetuada por 0,15 ml de uma sol� 

ção de KOH a 20% colocada juntamente com uma tira de papel de 

filtro no poço central. Ouandn nio se utilizou KOH a 20%, esse 

volume foi substituido por 0,15 ml de tampão fosfato. 

A liberação de co
2 

em aerobiose foi calculada pelo me 

todo direto de Warburg (UMBREIT et al, 1 959). 

O tempo de equilíbrio antes da adição de substrato ao 

sistema foi de 20 minutos. 
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Para operações em aerobiose, a atmosfera no interior 

dos frascos foi ar e quando se utilizou de ambiente anaeróbico, 

foi passado um fluxo de nitrogênio livre de oxigênio, durante 15 

minutos. 

3.8 Determinações analltiaas 

Clarificação do meio fermentado: o método seguido foi 

aquele descrito em BACILA (1960). 

Nitrogênio total foi determinado pelo processo micro 

Kjeldahl segundo descrição em TASTALOI (1965). 

Carboidratos totais 

reaçao de antrona, 

(1959). 

segundo o 

foram medidos como glicose pela 

método descrito em UMBREIT et al 

Etanol foi estimado pela taxa de redução de NAO em pr� 

sença de desidrogenase alcoólica, segundo BRINK et al (1954). 

Acido láctico foi dosado colorimetricamente segundo me 

todo descrito em NEISH (1952). 

3.9 Drogas e reagentes 

As seguintes drogas e meios de cultura foram utiliza 

das corno parte deste trabalho: Glicose para meio de cultivo 

(Reagen); como substrato para respiração ou fermentação (Difco). 

Peptona (Maknur Laboratories, Canadá). Extrato de levedura 

(Fisher). Agar (Oxoid n 9 3). Nicotinamida adenina dinucleotí-

dia e desidrogenase alcoólica (Calbiochem, Inc., U.S.A.). Lacta 

to de lítio (OEEL-Tenant Química). P-Hidroxidifenil (BDH - The 

British Drug Houses, ltd., Inglaterra). 

As substâncias inorgânicas foram todas de boa procedê� 

eia e se tratam de reagentes 'pró-análise. 

3.10 Análise estat{stiaa 

A análise da variância foi efetuada seguindo-se o es 

quema conforme delineamento em parcelas subdivididas. 

Tempo d e cu 1 t i v o ( horas ) • par e e 1 a 

Tempo de incubação (minutos): sub-parcela 

Nos ensaios de respiração foram utilizadas 3 repeti-
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ções, com uma observação por sub-parcela. 

Nos experimentos de fermentação foram utilizadas 2 re 

petições, com 2 observações por sub-parcela 

com a média das 2 observações). 

(análise efetuada 

sendo: 

Esquema gerai da análise da variânaia 

Fontes de variação 

Repetições 

Tempo d e eu 1 ti v o ( H ) 

Erro (a) 

Tempo de incubação (T) 

H X T 

Erro (b) 

Total 

r = n 9 de repetições; 

(r 

( h 

h (r 

G.L.

r - 1

h - 1

- 1 ) ( h

t - 1

- 1 ) (t
- 1) (t

rht - 1

h = n 9 de tempos de cultivo ensaiados e, 

t = n 9 de tempos de incubação ensaiados. 

-

-

-

1 ) 

1 ) 

1 ) 

Conduziram-se análises complementares onde foram testa 

dos os efeitos de tempo de cultivo, tempo de incubação e 

H x T, com exclusão dos dados tomados a 24 horas. Tal. análise 

foi feita com base numa hipótese estabelecida num ensaio prelimi
nar, no qu�l se havia verificado existir um comportamento metaBÓ 

lico semelhante a partir de 48 horas de cultivo. 

Outra análise foi feita para avaliar o efeito dos tem 

pos de incubação dentro de cada tempo de cultivo. 

Em caso de parcelas perdidas o resíduo a foi estimado 

excluindo-se o tratamento que apresentou a parcela perdida. 

O esquema utilizado para a análise da variância segue 

aquele recomendado por STEEL e ·T□RRIE (1960). 
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4.1 Condições de auZtivo de Saaaharomyaes aarZsberaensis 

Para que fosse possível estabelecer as condições de 

cultivo a que eram submetidas as células de S. aarlsbergensis, 

várias experiências foram levadas a efeito. 

4.1.1 Relação entre a viabilidade aelular e tem

po de aultivo 

A fim de conhecer o estado fisiológico da população de 

células desenvolvidas aerobicamente nos cultivas de s. carZsber 

gensis, levadas a efeito em tempos que variaram de 24 a 120 ho 

ras, determinações de viabilidade das diferentes amostras foram 

conduzidas e os resultados obtidos sao mostrados na Fig. 1. 

A variação ocorrida na viabilidAde celular durante os 

vários tempos de cultivo foi pequena. Os resultados mostraram 

que houve um pequeno acréscimo na viabilidade celular, de 14 a 

72 horas, e uma queda muito leve quando as células atingiram de 

96 a 120 horas de cultivo. 

4.1.2 Ritmo de crescimento aeZuZar 

Paralelamente, determinou-se o ritmo de crescimento ce 

lular, tomando-se como base o volume de células sedimentadas por 

centrifugação, a partir de uma alíquota de 10 ml de suspensão r� 

tiradas do meio de cultivo. 

na Tabela I. 

Os resultados obtidos são mostrados 

Como pode ser observado, há um crescimento intenso du 

rante as 24 horas iniciais. atingindo um platô praticamente após 

48 horas de cultivo, onde a concentração de glicose se torna 1! 

mitante. Após esse período, o acréscimo na massa celular é po� 

co intenso. 
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120 

Figura 1 - Percentual de células viáveis de s. oarts 

bergensis, em relação ao tempo de cultivo 

Células cultivadas em caldo contendo glicose 2%, pepto 
na 2% e extrato de levedura 1%, em tempos que variaram de 24 ã

120 horas,· a 29 ± 1,5 9 CJ em agitador recíproco.a 90 oscilações 
por minuto. Coleta das células feita por centrifugação, seguida 
de 2 lavagens com KCl 0 ,154 M, esterilizado, sendo ressuspensas 
em 100 ml de KCl 0,154 M e  conservadas em jejum por 24 horas, em 
condições de temperatura e agitação acima descritas. Após essa o 
peração, as células foram novamente coletadas por centrifugação� 
lavadas mais 2 vezes com solução de KCl 0,154 M e em seguida, 
suspensas em tampão fosfato 0,067M, pH 5,6, até obter-se absor 
bância igual a 1,00 , em espectrofotômetro Beckman-DU. Uma alíquÕ 
ta dessa suspensão foi retirada para estimativa do número de ce 
lulas,por contagem em câmara tipo Fuchs-Rosenthal, e outra ,apói 
conveniente diluição em solução fisiológica (NaCl em solução a 
0,85%),foi semeada em placas de Petri,contendo meio de cultivo 
sólido,para contagem de células viáveis, Foram utilizadas 10 
placas para contagem de colonias, ap6s incubaç;o de 30 horas em 
estufa a 30 9 C. Para contagem em câmara, 2 alíquotas foram dilui 
das de 1:2 em lactofenol azul e 10 vezes em água. Para cada alI 
quota foram efetuadas 4 contagens. 
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Tabela I - Crescimento de Saccharomyces carlsbergensis 

em meio contendo glicose 1,6% a 2,0%, peptona 2% e extrato de l� 

vedura 1%. Partiu-se de um tubo contendo meio sólido. o qual,� 
pós repicagem,foi incubaQo por 24 horas a 309C. Deste tubo foi 
transferido uma alça de cultura para frasco Erlenmeyer de 500 ml 
de capacidade contendo 200 ml de meio de cultivo. O frasco per 
maneceu incubado a 29 � 1,59C por 24 horas em agitador recÍprocÕ, 
a 90 oscilações por minuto. Após crescimento por 24 horas, este 
frasco serviu de inóculo padrão. Um ml desta suspensão foi trans 
ferido para frascos onde se cultivaram as leveduras até 120 hÕ 
ras. Em tempos pré-estabelecidos, alíquotas de 10 ml da suspen 
são foram retiradas e centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos� 
e o volume de células sedimentadas foi observado para se ter i 
déia do ritmo de crescimento. 

Tempo de cultivo Volume de células/10 rn 1 ; rn e io Volume médio de 
(horas) contendo 1,6% de glicose células/10 ml 

Repetições 

12 O. 1 2 O, 1 3 O, 1 6 O, 1 3 0,14 

18 O, 1 6 O, 1 8 O, 1 9 O, 1 7 0,18 

24 O, 1 8 0,20 O, 1 9 0,22 0,20 

48 0,22 0,21 0,23 0,21 0,22 

72 0,21 0,22 0,20 0,22 0,21 

96 0.21 0,24 0,21 0,22 0,22 

120 0,23 0,22 0.20 0,23 0,22 

Tempo de cultivo Volume de células/10 ml; meio Volume médio de 
(horas)' contendo 2% de glicose células/10 ml 

Repetições 

24 0,21 O, 21 0,20 0,22 0,21 

48 0,24 0,26 0,28 0,29 0,27 

72 0,30 0,32 0,27 0,29 0,29 

96 0,32 0,32 0,27 0,29 0,30 

120 0,28 0,30 0,30 0,34 0,30 
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Consumo de glicose durante o crescimento 
celular e produção de etanol 

Foram efetuadas medidas da glicose residual ao longo 

d o per :! o d o d e c u 1 t i v o d a 1 e v e-d u r a , a f i m d e s e e s ta b e 1 e c e r e o r r e 

lação entre o consumo de carboidrato e o crescimento celular. Pa 

ralelamente foi efetuado dosagem de etan�l formado durante o p� 

r:!odo de cultivo em estudo, os quais podem ser vistos na Fig. 2. 
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Figur-a 2 - Relação entre aonsumo de aarboidrato, prod� 
-

çao de massa aeZular e de etanol ao longo do tempo de aultivo. 
Células foram cultivadas em meio contendo glicose 1,6%, peptona 
2% e extrato de levedura 1%, em tempos que variaram de 12 a 120 
horas, a 29: 1,59C, em agitador recÍproco,com 90 oscilações por 
minuto. Em períodos pré-estabelecidos, amostras foram retiradas 
e centrifugadas para separação de células e o sobrenadante foi a 
nalisado após prévia clarificação. Glicose residual foi determi 
nada pela reação com antrona,e etanol foi dosado enzimaticamente. 



4.2 Dissimilação aeróbica da glic;se 
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Várias experiências· foram levadas a efeito com a fina 

lidada de estudar a capacidade da levedura Saccharomyees carls 

bergensis de dissimilar glicose aerobicamente. 

Para tanto,foram usadas partidas de células cultivadas 

aerobicamente em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedura 1%, 

de 24 a 120 horas. levadas à exaustão em estado de não prolifer� 

ção por 24 horas. Em experimentos respirométricos foram medidos, 

oxigênio consumido, dióxido de carbono produzido e em alíquotas 

retiradas aos 15, 30, 60 e 120 minutos. foram 

ções analíticas para glicose residual, etanol 

produzidos. 

feitas determina 

e ácido láctico 

A fim de avaliar, conjuntamente, o oxigênio consumido

por respiração e o dióxido de carbono liberado pela soma da fer 

mentação aeróbica e da respiração, foram utilizados, em determi 

nações manométricas, pares de frascos, um contendo KOH a 20% e 

outro sem, para todos os tempos de incubação. No frasco com KOH 

a 20%, foi medido oxigênio consumido pela suspensão de leveduras 

e no outro. assumindo-se que a mesma quantidade de oxigênio tenha 

sido consumida, foi calculada a quantidade de dióxido de carbono 

liberada. Considerando-se que o padrão metabólico em ambas as 

instâncias tenha sido essencialmente o mesmo, os valores encon 

trados nas determinações analíticas foram dados em bases a média 

obtida em ambos os frascos. 

As Figuras 3 a 7 mostram os resultados obtidos com a 

presente série de experimentos. 
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Figura 3 - Medida da respiração e da fermentação aeró 

biaa por Saacharomuoes carZsheraensis cultivada por 24 horas. Cé 
lulas cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedurã 
1%, por 24 horas a 29 t 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto, em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas 2 vezes com cerca .de 5 volumes de KCl 0,154 M,esterili 
zado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de KCT 
0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de aeração 
e de temperatura idênticas às acima descritas. Foram a seguir co 
letadas novamente por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com ã
solução de 'Kcl 0,154 M. · Após esta operação, as células foram 
suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterilizado.até ab 
sorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckman-OU. As de 
terminações manométricas foram efetuadas em aparelho convencia 
nal de Warburg. Sistema: 2:s ml da suspensão de levedura; sol� 
ção de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço lateral; 
solução de KOH a 20%, 0,15 ml no poço central, e quando se me
diu conjuntamente a fermentação aeróbica.a solução de KOH a 20% 
foi substituída por 0,15 ml de tampão fosfato. Temperatura 30 9 C. 
100 oscilações por minuto. Te,mpo de equilíbrio antes da adição 
de substrato, 20 minutos. Fase gasosa no interior dos frascos: 
ar atmosférico. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,441 mg. 
Para cada determinação aos 15, 30, 6íl e 120 minutos foram utili 
zadas 3 repetições. Para determinações analíticas, após a operã 
ção manométrica, as células foram separadas por centrifugação, ã
baixa temperatura, e o sobrenadante foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em fmoles do produto ensaiado. 



25 

5 

GZiaose 
residual, 

15 30 

EtanoZ 

Tempo de inaubação 
(minutos) 

=32= 

,, 

120 

Figura 4 - Medida da respiração e da fermentarão aeró

bioa por Saooharomµaes aarZsberaensis cultivada por 48 horas. cê 
lulas cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedurã 
1%, por 46 horas a 29: 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto, em agitador recíproco, foram coletadas oor centrifugação 
e lavadas 2 vezes com cerca de 5 volumes de KCl 0,154 M,esterili 
zado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de KCT 
0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de aeração 
e de temperatura idênticas às acima descritas. Foram a seguir ço 
letadas novamente por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com ã

solução de KCl 0,154 M. Após esta operação, as células foram 
suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterilizado,até ab 
sorbância igual a 1,00* em espectrofotômetro Beckman-DU. As de 
terminações manométricas fo�am efetuadas em aparelho convencia 
nal de Warburg. Sistema: 2,5 ml da suspensão de levedura; sol� 
ção de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço lateral; 
solução de KOH a 20%, 0,15 ml no poço central. e quando se me 
diu conjuntamente a fermentação aeróbica, a solução de KOH a 20% 
foi substituida por 0,15 ml de tampão fosfato. Temperatura 30 9 C. 
100 oscilações por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição 
de substrato, 20 minutos. Fase gasosa no interior dos frascos: 
ar atmosférico. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,479 mg. 
Para cada determinação aos 15, 30, 60 e 120 minutos foram utili 

� .... � ""' 
-

zadas 3 repetiçoes. Para determinaçoes analiticas, apos a opera 
.-, � - _,SY, N ---

çao manometrica, as celulas foram separadas por centrifug�çao, a 
baixa temperatura, e o sobrenadante foi examinado. 

Todos os resultados constantes na r1gura acima estão 
expressos em µmoles do produto ensaiado. 
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Figura 5 - Medida da respiração e da fermentação aeró 

bica por Saccharomil.1!.!!.§.. carlsberaensis cultivada por 72 horas. Cf 
lulas cultivadas em glicose 2%. peptona 2% e extrato de levedura 
1%, por 72 horas a 29 ! 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto, em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas 2 vezes com cerca de 5 volumes de KCl 0,154 M,esterili 
zado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de KCl 
0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condiç5es de aeração 
e de temperatura idênticas às acima descritas. Foram a seguir co 
letadas novamente por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com ã 
solução de KCl 0,154 M. Após esta operação, as células foram 
suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterilizado.até ab 
sorbância igual a 1,00, em espectrofotômetro Beckman-DU. As de 
terminações manométricas foram efetuadas em aparelho convencio 
nal de Warburg. Sistema: 2,5 ml da suspensão de levedura; solÜ 
ção de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço lateral; 
solução de KOH a 20%, 0,15 ml no poço central, e quando se me 
diu conjuntamente a fermentação aeróbica, a solução de KDH a 20% 
foi substituida por 0,15 ml de tampão fosfato. Temperatura 30 9C. 
100 oscilações por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição 
de substrato, 20 minutos. Fase gasosa no interior dos frascos: 
ar atmosfirico. ConteGdo de nitroginio total igual a 0,441 mg. 
Para cada determinação aos 15, 30, 60 e 120 minutos foram utili 
zadas 3 repetições. Para determinações analíticas, após a operã 
ção manométrica, as células foram separadas por centrifugação, a
baixa temperatura, e o sobrenadante foi examinado. 

Todos os resultados constantes na figura acima estão 
expressos em fmoles do produto ensaiado. 
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Figura 6 - Medida da respiração e da fermentação aeró 

bica por Saaaharomyces carlsberaensis cultivada por 96 horas. ci

lulas cultivadas e�--glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedurã 
1%, por 96 horas a 29 � 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto, em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas 2 vezes com cerca de 5 volumes de KCl 0,154 M,esterili 
zado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de KCl 
0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de aeração 
e de temper�tura idênticas às acima descritas. Foram a seguir co 
letadas novamente por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com ã
solução de KCl 0,154 M. Após esta operação, as cilulas foram 
suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterilizado.até ab 
sorbância igual a 1,00, em e?pectrofotômetro Beckman-DU. As de 
terminações manométricas foram efetuadas em aparelho convencia 
nal de Warburg. Sistema: 2,5 ml da suspensão de levedura; solu 
ção de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço lateral7 
solução de KOH a 20%, 0,15 ml no poço central, e quando se me 
diu conjuntamente a fermentação aeróbica, a solução de KOH a 20% 
foi substituída por 0,15 ml de tampão fosfata. Temperatura 30 9 C. 
100 oscilaç6es por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição 
de substrato, 20 minutos. Fase gasosa no interior dos frascos: 
ar atmosférico. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,450 mg. 
Para cada determinação aos 15, 30, 60 e 120 minutos foram utili 

� 
' 

M "i' • ""' -

zadas 3 repetiçoes. Para determinaçoes anal1t1cas, apos a opera .., .... -- .... ".:-

çao manometrica, as celulas foram separadas por centrifugaçao, a 
baixa temperatura, e o sobrenadente foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em µmoles do produto ensaiado. 
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Figura 7 -Medida da respiração e da fermentação aeróhi 
. 

-

ca por Saccharomyces carlsberpensis cuZtivada por 120 horas.Cé 
lulas cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedurã 
1%,por 120 horas a 29: 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto, em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas 2 vezes com cerca de 5 volumes de KCl 0,154 M,esterili 
zado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de KCT 
0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de aeração 
e de temperatura idênticas às acima descritas. Foram a seguir co 
letadas novamente por centrifugação e lavadas mais 2 vezes com ã

solução de KCl 0,154 M. Após esta operação, as células foram 
suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterilizado.até ab 
sorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckman-DU. As de 
terminações manométricas forám efetuadas em aparelho convenciÕ 
nal de Warburg. Sistema: 2,5 ml da suspensão de levedura; sol� 
ção de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço lateral; 
solução de KOH a 20%, 0,15 ml no poço central, e quando se me 
diu conjuntamente a fermentação aer5bica. a solução de KOH a 20i 
foi substituida por 0,15 ml de.tampão fosfato. Temperatura 30 9 C. 
100 oscilações por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição 
de substrato, 20 minutos. Fase gasosa no interior dos frascos: 
ar atmosférico. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,460 mg. 
Para cada determinação aos 15, 30, 60 e 120 minutos foram utili 
zadas 3 repetições. Para determinações analíticas, após a operã ,,., .... .. - � 
çao manometrica. as celulas foram separadas por centrifugaçao. a 
baixa temperatura, e o sobrenadante foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em pmoles do produto ensaiado. 
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Produção de ácido láctico durante a dissi 

milação aeróbica da glicose 

Foram feitas determjnaç5es da produção de ácido lácti 

co ao longo da dissimilação aeróbica da glicose, por células cul 

tivadas em tempos que variaram de 24 a 120 horas. 
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Os dados estão mostrados na Fig. 8 e Tabelas II a VI. 

48 horas 

120 horas 
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120 

Figura 8 - Relação entre ácido láctico produzido e te� 

po de cultivo. Células foram cultivadas aerobicamente em meio 
de cultura contendo 2% de glicose. em tempos variáveis de 24 a 
120 horas. Determinações respirométricas da dissimilação da gli 
cose foram efetuadas durante 120 minutos e alíquotas foram retI 
radas após 15, 30, 60 e 120 minutos da adição do substrato. As 
células foram separadas da suspensão. por centrifugação, e o so 
brenadante foi analisado determinando-se a concentração de ácidÕ 
láctico formado. 

Os dados apresentados estão expressos em µmoles de áci 
do láctico. 
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4.3 Balanço de aarbono na dissimilação aeróbiaa da gli 

cose 

O comportamento me�abÓlico de Saaaharomyaes aarZsbe� 

gensis cultivado em período variável de 24 a 120 horas. no que 

diz respeito à dissimilação de glicose. em condições aeróbicas, 

foi estudadà em base a cálculos procedidos sobre os resultados a 

nalíticos mostrados nas Figuras 3 a 7. As Tabelas II a VI contém 

os resultados obtidos e a Tabela VII mostra os valores de F obti 

dos na análise da variincia. 

Tabela II - Dissimilação aeróbica de glicose por aéZ� 

las cultivadas por 24 horas. As células foram cultivadas por 24 
horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% e extra 
to de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em KCl 
0,154 M. suspensas em tampão fosfata 0,067 M, pH 5,6 e levadas a 
determinações manornitricas em Warburg convencional. a 30 9 C e 100 
agitações por minuto. O volume final do sistema foi 2,85 ml. A 
pós a operação manornétrica, as amostras foram centrifugadas a 
2.500 rpm por 15 minutos, à baixa temperatura, para separação
das ce!ulas. O sobrenadante foi analisado, determinando-se eta 
nol enzimaticamente, glicose residual e ácido láctico, colorime 
tricamente. O cálculo de liberação de co

2 
foi feito pelo métodÕ 

direto (UMBREIT et al. 1959). 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Ácido láct�co produzido 

Oxigênio consumido 

co
2 

produzido 

Glicose assimilada 

Percentual de assi

milaão de glicose ( % ) 

Tempo 

1 5 

8,30 

1, 5 O 

0,04 

º · ºº 

,0,74 

1, 07 

6 2 ,· 1 6 

de incubação em minutos 

30 60 120 

6,99 3,46 0,71 

2,91 6,09 7,99 

0,08 O, 1 6 O, 1 8 

º· ºº 0,07 1 , 20 

3,09 8,46 1 6, 1 8 

1,49 3,02 3,84 

49,34 46,18 41, 33 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado, m;dia de 3 repetiç5es. 
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Tabeta III - Dissim.ilação aeróbiaa de gliaose por cél'!f:_ 

las auttivadas por 48 horas. As células foram cultivadas por 48 
horas em meio de cultura contendo glicose 2%. peptona 2% e extra 
to de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em KCl 
0,154 M. suspensas em tampão fosfato 0,067 M. pH 5,6 e levadas a 
determinações manométricas em Warburg convencional. a 30 9 C e 100 
agitações por minuto. O volume final do sistema foi 2,85 ml. A 
pós a operação manométrica, as amostras foram centrifugadas ã
2.500 rpm por 15 minutos, à baixa temperatura, para separação 
das células. O sobrenadante foi analisado, determinando-se eta 
nol enzimaticamente, glicose residual e ácido láctico, colorime 
tricernente. O cálculo de liberação de co

2 
foi feito pelo métodÕ 

direto (UMBREIT et al, 1959). 

Substrato e Tempo de incubação em minutos 
Produtos da 
Dissimilação 1 5 30 60 120 

Glicose residual 4,80 2,53 O, 7 5 0,50 

Etanol produzido 3,93 6,41 7,76 6,59 

/\cido láctico produzido 0,06 O, 14 0,23 O, 1 5 

Oxigênio consumido O, 11 0,96 3,59 8,78 

co
2 

produzido 4,05 1 O, 28 17,55 24,26 

Glicose assimilada 3, 1 9 3,55 3,62 3, 1 9 

Percentual de assi-

milação de glicose ( % ) 61,25 47,52 39,17 33,53 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado, média de 3 repetições. 
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Tabela IV - Dissimilação aeróbica de glicose por cél� 

las cultivadas por 72 horas. As células foram cultivadas por 72

horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% e extra 
to de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em KCl 
0,154 M, suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e levadas a 
determinações manométricas em Warburg convencional, a 30 9 C e 100 
agitações por minuto. O volume final do sistema foi 2,85 ml. A 
pós a operação manométrica, as amostras foram centrifugadas ã

2.500 rpm por 15 minutos, à baixa temperatura, para separação 
das células. O sobrenadante foi analisado, determinando-se eta 
nol enzirnaticamente, glicose residual e ácido láctico, colorime 
tricamente. O cálculo de liberação de co

2 
foi feito pelo métodÕ 

direto (UMBREIT et al, 1959). 

Substrato e Tempo de incubação em minutos 
Produtos da 
Dissimilação 1 5 30 60 120 

Glicose residual 4,94 2,80 0,55 0,32

Etanol produzido 4,75 6, 1 O 7,35 6,67 

Acido láctico produzido o.os O, 1 O O, 1 7 O, 1 5 

Oxigênio consumido 0,28 1 , 07 3,24 9,80 

co
2 

produzido 4, 1 5 1O,48 17,47 25,04 

Glicose assimilada 2,76 3,37 4,00 3, 21 

Percentual de assi-

rnilação de glicose ( % ) 54,55 46,81 42,38 33,13 

Todos os dados acima apresentados correspondem a �moles do prod� 
to ensaiado, média de 3 repetições. 
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Tabela V Dissimilação aeróbica de glicose por cél� 

las cultivadas por 96 horas. As células foram cultivadas por 96 
horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% e extra 
to de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em KCT 
0,154 M, suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e levadas a 
determinações manométricas em Warburg convencional, a 309C e 100 
agitações por minuto. O volume final do sistema foi 2,85 ml. A 
p6s a operaçio manomitrica, as amostras foram centrifugadas i
2.500 rpm por 15 minutos, à baixa temperatura, para separação 
das células. O sobrenadante foi analisado, determinando-se eta 
nol enzimaticamente, glicose residual e ácido láctico, colorime 
tricamente. O cálculo de liberação de co

2 
foi feito pelo métodÕ 

direto (UMBREIT et al. 1959) 

Substrato e Tempo de incubação em minutos 
Produtos da 
Dissimilação 1 5 30 60 120 

Glicose residual 5,72 2,97 0,84 0,54 

Etanol produzido 4,73 6,91 8,29 6,50 

J!:cido láctico produzido o.os O, 14 0,22 0,21 

Oxigênio consumido 0,07 0,67 2,35 8,47 

co
2 

produzido 4, 13 10,36 17,75 24,72

Glicose assimilada 1.99 2,93 3,33 3,07 

Percentual de assi-

rnilação de glicose ( % ) 46,50 41,69 36,34 32,43 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado, média de 3 repetições. 
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Tabela VI - Dissimilação aeróbica de glicose por cél� 

las cultivadas por 120 horas.As células foram cultivadas por 1 20 
horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% e extra 
to de levedura 1%. submetidas a exaustão por 24 horas em KCl 
0,154 M, suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e levadas a 
determinações manométricas em Warburg convencional, a 309 C e 100 
agitações por minuto. O voluma final do sistema foi 2,85 ml. A 
pós a o p.ara ç ão ma nom étrica, as amostras foram e ant ri f ugad as ã 
2.500 rpm por 15 minutos, à baixa temperatura, para separação 
das células. O sobranadante foi analisado, determinando-se eta 
nol enzimaticamente. glicose residual e ácido láctico, colorim� 
tricamente. O cálculo de liberação de co

2 
foi feito pelo método 

direto. (UMBREIT et al, 1959). 

Substrato e Tempo 
Produtos da 

de incubação em minutos 

Dissimilação 15 30 60 120 

Glicose residual 5,68 3,30 0,93 O, 51 

Etanol produzido 4,56 7, 01 8,72 6,74 

Ácido láctico produzido O, 1 O 0,14 0,21 O, 1 6 

Oxigênio consumido 0,04 0,47 1. 93 8, 1 5 

co
2 

produzido 4,17 1 O, 04 17, 61 24,47 

Glicose assimilada 2,06 2,62 3, 1 2 3,09 

Percentual de assimilação 

de glicose ( % ) 47,57 3 9, 1 O 34,44 32,51 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado, média de 3 repetições. 
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4.4 Dissimilação fermentativa da gZiaose 

=43= 

A fim de se estudar a capacidade da levedura Saaaharo 

myaes aarZsbergensis de dissimilar glicose anaerobicamente,alg� 

mas experiências foram levadas a efeito. 

Para esse estudo, partidas de células foram cultivadas 

aerobicamente, em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 

2% e extrato de levedura 1%, nas mesmas condições dos ensaios de 

respiração, anteriormente descritos, cultivadas de 24 a 120 ho 

ras, levadas à exaustão em condições de não proliferação por 24 

horas. Através ensaios manométricos foi medido o co2 liberado e

em alíquotas retiradas aos 15, 30, 60 e 120 minutos foram feitas 

determinações analíticas de glicose residual, de etanol e de áci 

do láctico produzidos. 

As Figuras 9 a 13 mostram os resultados obtidos com a 

presente série de experimentos. 



20 

() �
;::$ 

'"t$ 
() 1 �
t.::I.. 

<:>-
'"t$ co 

\1) 
C)N 

1 ti ()
'>,I:::
�..:- 10 

4-) 
• .,l,::'. 

\1) 
t) 
l,::'. 
o 

e_:, 

5 

,I 

�
X 

o 15

G'licose 

residuai 

�

30 

. Etanoi 

Tempo de incubação 
(minutos� 

=44= 

Figura 9 - Medida da fermentação anaeróbioa de gZicose 

por Saooharomuces cartsbergensis cuttivada por 24 horas. Célu 
las cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedura 
1%, por 24 horas a 29 ! 1,59C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas duas vezes com cerca de cinco volumes de KCl 0,154 M 
esterilizado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 mi de 
KCl 0,154 M e  conseriadas por mais 24 horas, em condições de ae 
ração e temperatura idênticas às acima descritas. Foram a se 
guir coletadas novamente por centrifugação e lavadas mais duai 
vezes com soluçio de KCl. 0,154 M. Ap6s esta operação, as cilu 
las foram suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6. esterili 
zado, até absorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckmam 
OU. As determinações manométricas foram efetuadas em aparelho 
convencional de Warburg. Sistema: suspensão de leveduras, 2,5ml; 
solução de glicose contendo 10 �moles em 0,2 ml. no braço late 
ral; 0,15 ml de tampão fosfato no poço central, totalizando volÜ 
me final de fluido de 2,85 ml, A fase gasosa no interior dai 
frascos foi nitroiénio, obtido pela passagem de nitroginio livre 
ds oxigênio durante 15 minutos� Temperatura 30 9C. 100 oscila
ções por minuto. Tempo de equilibrio antes da adição do substra 
to, 20 minutos. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,553 mg: 
Para cada amostra foram utilizadas 2 repetições. Para determina
ções analíticas, após a, operação manométrica, as células foram 
separadas por centrifugação, à baixa temperatura. e o sobrenada� 
te foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em �moles do produto ensaiado. 
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120 

Figura 10 - Medida da fermentação anaerÓbica de glicose 

por Saocharomyces carZsbergensis cultivada por 48 horas. Cilu 
las cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedura 
1%, por 48 horas a 29: 1,5 9 C. com agitação de 90 oscilações por 
minuto em agitador recíproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas duas vezes com cerca de cinco volumes de KCl 0,154 M 
esterilizado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de 
KCl 0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de ae 
ração e temperatura idinticas �s acima descritas. Foram a si 
guir coletadas novamfunte por centrifugação e lavadas mais duas 
vezes com solução de KCl 0,154 M. Após esta operação. as célu 
las foram suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterili 
zado, ati absorbincia igual a 1,00 em espectrofotõmetro Beckmin 
OU. As determinaç6es manométricas foram efetuadas em aparelho 
convencional de Warburg. Sistema: suspensão de leveduras,2,5ml ; 
solução de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço late 
ral; 0,15 ml de tampão fosfato no poço central, totalizando volÜ 
me final de fluido de 2,85 ml. A fase gasosa no interior dos 
frascos foi nitrogênio, obtido pela passagem de nitrogênio livre 
de oxigênio durante 15 minutos. Temperatura 30 9 C. 100 oscila 
ções por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição do substrã 
to, 20 minutos. ConteGdo de nitroginio total igual a 0,551 mg7 
Para cada amostra foram utilizadas 2 repetições. Para determina 
ções analíticas. após a operação manométrica, as células foram 
separadas por centrifugação, à baixa temperatura, e o sobrenadan 
te foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em µmoles do produto ensaiado. 
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Figura 11 - Medida da fermentação anaeróbica de glicose 

por Sacaharomyaes oarlsbergensis cultivada por ?2 horas. Célu 
las cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedura 
1%, por 72 horas a 29 ! 1,5 9C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto em agitador reciproco. foram coletadas por centrifugação 
e lavadas duas vezes com cerca de cinco volumes de KCl 0,154 M 
esterilizado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de 
KCl 0,154 M e  conseryadas por mais 24 horas, em condições de a�
ração e temperatura idênticas às acima descritas. Foram a se
guir coletadas novamente por centrifugação e lavadas mais duas 
vezes com golução de KCl 0,154 M. Ap6s esta operação, as célu 
las foram suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterili 
zado, até absorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckmãn 
OU. As determinações manométricas foram efetuadas em aparelho 
convencional de Warburg. Sistema: suspensão de leveduras,2,5 ml; 
solução de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml. no braço late 
ral; 0,15 mi de tampão fosfato no poço central, totalizando vol� 
me final de fluido de 2,85 ml. A fase gasosa no interior dos 
frascos foi nitrogênio, obtido pela passagem de nitrogênio livre 
de oxigênio durante 15 minutos. Temperatura 30 9 C. 100 oscila 
ç5es par minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição do substrã 
to, 20 minutos. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,557 mg.
Para cada amostra foram utilizadas 2 repetições. Para determin� 
ções analíticas, após a operação manométrica, as células foram 
separadas por centrifugação, à baixa temperatura, e o sobrenadan 
te foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em �moles do produto ensaiado. 
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Figura 12 - Medida da fermentação anaeróbioa de glicose 

por Saoaharomuaes aarlsberqensis aultivada por 96 horas. Célu 
las cultivadas em glicose 2%. peptona 2% e extrato de levedurã 
1%. por 96 horas a 29: 1,59 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto em agitador reciproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas duas vezes com cerca de cinco volumes de KCl 0,154 M 
esterilizado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de 
KC1 0,154 M e  conservadas por mais 24 horas, em condições de ae 
ração e temperatura tdênticas às acima descritas. Foram a se 
guir coletadas novamente por centrifugação e lavadas mais duas 
vezes com solução de KCl 0,154 M. Após esta operação, as célu 
las foram suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6, esterili 
zado, até absorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckman 
OU. As determinações manométricas foram efetuadas em aparelho 
convencional de Warburg. Sistema: suspensão de leveduras,2,5 ml; 
solução de glicose contendo fo µmoles em 0,2 ml, no braço lat! 
ral; 0.15 ml de tampão fosfato no poço central, totalizando volu 
me final de fluido de 2,85 ml. A fase gasosa no interior dos 
frascos foi nitrogênio, obtido pela passagem de nitrogênio livre 
de oxigênio durante 15 minutos. Temperatura 30 9 C. 100 oscil� 
ções por minuto. Tempo de equ�lÍbrio antes da adição do substr� 
to, 20 minutos. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,511 mg. 
Para cada amostra foram utilizadas 2 repetições. Para determina 
- .,. ... ,,.,, .,,. .,. -

çoes anal1ticas, apos a operaçao manometrica, as celulas foram 
separadas por centrifugação, i baixa temperatura, e o sobrenadan 
te foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em µmoles do produto ensaiado. 
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Figura 13 - Medida da fermentação anaerÓbiaa de gZiaose 

por Saaaharomyaes carZsberqensis auZtivada por 120 horas. Célu 
las cultivadas em glicose 2%, peptona 2% e extrato de levedurã 
1%,por 120 horas a 29; 1,5 9 C, com agitação de 90 oscilações por 
minuto em agitador reciproco, foram coletadas por centrifugação 
e lavadas duas vezes com cerca de cinco volumes de KCl 0,154 M 
esterilizado. Depois da lavagem foram ressuspensas em 100 ml de 
KCl#0,154 M e  conserya�as por m�is 24 horas, em condições de a�
raçao e temperatura identicas as acima descritas. Foram a se 
guir coletadas novamente por centrifugação e lavadas mais duas 
vezes com solução de KCl. 0,154 M. Ap6s esta operação, as célu 
las foram suspensas em tampão fosfato 0,067M, pH 5,6, esterili 
zado, até absorbância igual a 1,00 em espectrofotômetro Beckman 
OU. As determinações manométricas foram efetuadas em aparelho 
convencional de Warburg. Sistema: suspensão de leveduras,2,5 ml; 
solução de glicose contendo 10 µmoles em 0,2 ml, no braço late 
ral; 0,15 ml de tampão fosfato no poço central. totalizando vol� 
me final de fluido de 2,85 ml. A fase gasosa no interior dos 
frascos foi nitrogênio, obtido pela passagem de nitrogênio livre 
de oxigênio durante 15 minutos. Temperatura 30 9 C. 100 oscila 
çÕes por minuto. Tempo de equilíbrio antes da adição do substrã 
to, 20 minutos. Conteúdo de nitrogênio total igual a 0,519 mg.
Para cada amostra foram utilizadas 2 repetições. Para determina 
ções analíticas, após a operação manométrica, as células foram 
separadas por centrifugação, à baixa temperatura, e o sobrenadan 
te foi examinado. 

Todos os resultados constantes na Figura acima estão 
expressos em µmoles do produto ensaiado. 
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Produção de ácido láctico durante a dissi 

mitação anaeróbiaa da gtiaose 

Foram feitas determinações da produção de ácido lácti 
. 

. 

co ao longo da dissimilação anaerÓbica da glicose por células 
" 

cultivadas em tempos que variaram de 24 a 120 horas. 

Os dados estão mostrados na Fig. 14 e Tabelas VIII a 

XII. 
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Figura 14 - Relação entre ácido láctico produzido e tem 

po de cultivo. Células foram cultivadas aerobicamente em meio de 
cultura contendo 2% de glicose, em tempos variáveis de 24 a 120 
horas. Determinações manométricas da dissimilação fermentativa 
da glicose foram efetuadas durante 120 minutos e alíquotas foram 
retiradas após 15,30,60 e 120 minutos da adição do substrato ao 
sistema. As células foram separadas por centrifugação, e o sobre 
nadante foi analisado, · determinando-se a concentração de ácidÕ 
láctico formado. 

Os dados apresentados estão expressos em µmoles de áci 
do láctico. 
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4.5 Balanço de carbono na dissimilação anaerÓbica da 

gUcose 

A dissimilação anaeróbica da glicose por células de S. 

carlsbergensis cultivadas em períodos que variaram de 24 a 120 

horas, foi estudada com base a cálculos procedidos sobre os re 

sultados analíticos mostrados nas Figuras 9 a 13. As Tabelas 

VIII a XII contém os resultados obtidos e a Tabela XIII mostra 

os valores F obtidos na análise da variância. 

Tabela VIII - Dissimilação anaeróbica da glicose por 

células cultivadas por 24 horas. As células foram cultivadas 
por 24 horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% 
e extrato de levedura 1%, submetidos a exaustão por 24 horas em 
KCl 0,154 M. suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e leva 
das à determinações manométricas em aparelho convencional de War 
burg, a 30 9 C e 100 oscilações por minuto. O volume final do sis 
tema foi 2,85 ml. Após a operação manométrica, as amostras fo 
ram centrifugadas à baixa temperatura para separação das células. 
O sobrenadante foi analisado, determinando-se etanol enzimatica 
mente. glicose residual e ácido láctico, colorimetricamente. 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Ácido láctico produzido 

co
2 

produz�do 

Glicose assimilada 

Percentual de assi

milação de glicose ( % ) 

Tempo de incubação em minutos 

1 5 

8,69 

2,58 

0,06 

1,87 

0,11 

8, 27 

30 

6,89 

5,21 

O, 1 O 

4,52 

0,57 

18,33 

60 

2,83 

1 O, 42 

0,23 

1 O, 51 

1,83 

25,52 

120 

0,09 

1 8, 01 

0,34 

15,19 

1 , 21 

1 2, 1 6 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado. 
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Tabela IX - Dissimilação anaerÓbica da glicose por 

células cultivadas por 48 horas. As células foram cultivadas 
por 48 horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% 
e extrato de levedura 1%, submetidos a exaustão por 24 horas em 
KCl 0,154 M, suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e leva 
das à determinações manométricas em aparelho convencional de War 
burg. a 30 9 C e 100 oscilações por minuto. O volume final do sis 
tema foi 2,85 ml. Após a operação manométrica, as amostras fo 
ram centrifugadas à baixa temperatura para separação das células. 
O sobrenadante foi analisado, determinando-se etanol enzimatica 
mente, glicose residual e ácido láctico, colorimetricamente. 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Acido láctico produzido 

co
2 

produzido 

Glicose assimilada 

Percentual de assi-

milação de ·glicose ( % ) 

Tempo de incubação em minutos 

1 5 

6,53 

5,23 

O. 14

3,6S 

1,05 

3 O, 21 

30 

9,80 

0,35 

8,42 

1,87 

27,79 

60 

0,47 

14, 91 

0,68 

14,48 

1 , 81 

18,96 

120 

0,00 

15,76 

0,86 

15,86 

1 , 67 

16,73 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado. 
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Tabela X Dissimilação anaerÓbiaa da gliaose por 

células aultivadas por 72 horas. As c:lulas foram cultivadas 
por 72 horas em meio de cultura contendo glicose 2%, peptona 2% 
e extrato de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em 
KCl 0,154 M. suspensas em tampão fosfato 0,067 M,pH 5,6 e leva
das i determinações manomitrica� em aparelha convencional de War 
burg, a 30 9 C e 100 oscilações por minuto. O volume final do sis 
tema foi 2,85 ml. Após a operação manométrica, as amostras fo 
ram centrifugadas à baixa temperatura para separação das células. 
O sobrenadante foi analisado, determinando-se etanol enzirnatica 
mente, glicose residual e ácido láctico. colorimetricamente. 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Ácido láctico produzido 

C02 produzido

Glicose assimilada 

Percentual de assi-

m i 1 a ç ã o d e •g 1 i e o s e ( % ) 

Tempo 

1 5 

5,93 

6,11 

O, 11 

4,26 

1. 27

31,16 

de incubação em minutos 

30 60 120 

2,38 0,26 0,06 

12,86 14,68 16,91 

0,31 0,57 0,70 

1O,43 16,02 16,85 

1,44 1, 8 9 1 , 1 5 

18,90 19,42 11 • 5 2 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado. 
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Tabela XI - Dissimilação anaeróbica da glicose por 

células cultivadas por 96 horas. As células foram cultivadas 
por 96 horas em meio de cultura contendo glicose 2 %, peptona 2% 
e extrato de levedura 1%, submetidos a exaustão por 24 horas em 
KCl 0,154 M, suspensas em tampão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e leva 
da� i determinaç5es manométricas em aparelho convencional de wa; 
burg, a 30 9 C e 100 oscilações por minuto. O volume final do sis 
tema foi 2,85 ml. Após a operação manométrica, as amostras fo 
ram centrifugadas i baixa temperatura para separação das célulai. 
O sobrenadante foi analisado, determinando-se etanol enzimatica 
mente, glicose residual e ácido láctico, colorimetricamente. 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Ácido láctico produzido 

co
2 

produzido 

Glicose assimilada 

Percentual de assi

milação de•glicose ( % ) 

Tempo de incubação em minutos 

1 5 

7,27 

O, 1 3 

3,93 

0,62 

22,71 

30 

3,66 

8,99 

0,30 

8,92

1 , 71 

26,92

60 120 

0,75 

12,88 

0,69 

15,79 

1 , 98 

21 , 41 

O, 1 3 

1 5, 1 6 

0,87 

17,30 

1 , 5 O 

1 5, 1 8 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado. 
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Tabela XII - Dissimilação anaeróbica da glicose por 

células cultivadas por 120 horas. As células foram cultivadas 
por 120 horas em meio de cultura contendo glicose 2 %, peptona 2 % 
e extrato de levedura 1%, submetidas a exaustão por 24 horas em 
KCl 0,154 M, suspensas em tamp.ão fosfato 0,067 M, pH 5,6 e leva 
das.à determin�ç5es manomitricas em aparelho convencional de Wa� 
burg, a 30 9 C e 100 oscilações por minuto. O volume final do sis 
tema foi 2,85 ml. Após a operação manométrica, as amostras -
foram centrifugadas à baixa temperatura para separação das célu 
las. O sobrenadante foi analisado, determinando-se etanol enzi 
maticamente, glicose residual e ácido láctico, colorimetricamen� 
te. 

Substrato e 
Produtos da 
Dissimilação 

Glicose residual 

Etanol produzido 

Ácido láctico produzido 

co
2 

produzido 

Glicose assimilada 

Percentual de assi-

m i 1 a ç ão d e ,g 1 i c o s e ( % 

Tempo 

1 5 

6,88 

5,06 

O, 1 3 

4,07 

0,69 

22, 12 

de incubação em minutos 

30 60 120 

3,78 1, D O O, 1 6 

1 O, 61 15,88 1 6, 7 O 

0,27 0,66 O. 91

9,16 1 5, 9 O 17 1 4 6 

1,02 0,73 0,91 

16,43 8,07 9,23 

Todos os dados acima apresentados correspondem a µmoles do prod� 
to ensaiado. 
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5. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS
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Durante o cultivo de S. carlsbergensis em meio conten 

do 1,6% (w/v) de glicose, cerca de 95% da fonte de carbono é con 

sumida dentro de 12 horas de cultivo. Entretanto, o crescimento 

celular máximo só é atingido em tempo que varia de 24 a 48 horas 

de incubação (Fig. 2). Ao longo dos diferentes períodos de cu! 

tiva celular, não houve sensíveis modificações no número de célu 

las viáveis (Fig. 1). 

A curva de crescime�to é talvez explicada peio consumo 

de parte do etanol produzido que, aliás, atinge o máximo de sua 

concentração no meio celular, ao ponto em que a concentração de 

glicose se reduz praticamente ao mínimo verificado. A partir 

desse ponto a concentração do etanol no meio sofre lenta mas con 

tínua diminuição, o que sugere o seu consumo pelas células em 

cultivo. 

o mecanismo de oxidação de etanol por levedura

de panificação. foi estudado por AGUIAR e BACILA (1970), que m� 

dindo o consumo de oxigênio por células de levedura.tendo etanol 

como substrato de oxidação, verificaram que apenas parte do oxi 

gênio consumido corresponde ao co
2 

que resulta do processo, e� 

quanto que o restante é explicado por mecanismo enzim�tico que 
+ 

envolve a oxidação direta do NADH + H ·pela mitocôndria. 

Alguns fatos foram já analisados por VAN RIJN e VAN 

WIJK (1972), com respeito ao efeito do etanol como substrato p� 

ra o crescimento de S. aartsbergensis. Assim, a adaptação da le 

vedura ao etanol parece ser regulada por repressão catabÓlica. 

Em meio contendo maltose e etanol, a adaptação das células para 

fermentar maltose é mais significante do que para consumir eta 

nol. 

Nas condiç6es de cultivo usadas no presente trabalho, 

as concentrações de glicose como fonte de carbono variaram de 

1,6 a 2%. 

Utilizando condição similar e conceÍ'r'ltraçÕes de glicose 

de 0,6 a 2% para o cultivo de um "strain" de S. aarZsbergensis, 

HOMMES (1965) verificou que a célula era capaz de exibir diferen 

tes mecanismos de controle durante a glicÓlise aeróbica. Se bem 

que a cinética de consumo de oxiginio era quantitativamente a 

mesma. a dos transportadores da cadeia respiratória, com igual 
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concentração de citacromos, em ambas as populações de leveduras, 

era diferente. Assim, inibição da respiração na levedura cult! 

vada com glicose a 0,6% era associada com a redução dos transpo� 

tadores que. segundo HOMMES, pode ser identificada com os esta 

dos 3 - 4 de transição,cbmo f�i observado na �itocôndria isolada 

por CHANCE e WILLIAMS (1956).\ 

ESTABRDOK et al (1964) já haviam observado a redução 

do citocromo b na fase inibida da respiração. Por esses fatos, 

HOMMES (1965) concluía que o controle operativo durante o "efe! 

to Crabree" i principalmente via fosfato ou aceptor de fosfato, 

pois é nessas condições que o estado 3 - 4 de transição é obser 

vado na mitocôndria isolada. 

Por outro lado, a fase inibida da respiração com lev� 

duras cultivadas com glicose a 2% foi associada por HOMMES 

(1965) com oxidação dos transportadores, exatamente ao contrário 

do que ocorreria em cultivas com glicose a 0,6%, fato que teria 

origem num ponto de controle da via glicolÍtica, apesar de que 

um controle de fosfato ou de aceptor de fosfato precede à fase i 

nibida da respiração. 

As diferenças respiratórias entre leveduras cultivadas 

com baixas e com altas concentrações de glicose foram explicadas 

ainda por TUSTANOFF e BARTLEY (1964), em termos de uma inibição 

exercida pela glicose, de síntese de lipoproteinas. fato que p� 

deria influir sobre o conteúdo lipídico das estruturas mitocon 

driais, segundo observação de LINNANE (1965). 

A atividade respiratória da levedura cultivada por 

24 horas foi sempre muito baixa, ao longo de todo o período de 

incubação.· Decorridos 15 minutos da adição do substrato, veri 

ficou-se que 17% da glicose havia sido consumida, sem ter sido 

notado, entretanto, qualquer consumo de oxigênio. Foi encontra 

do, porém, formação de etanol, pondo em evidência a oco� 

rência de fermentação aeróbica. Foi verificada, nesse período, 

uma elevada taxa de assimilação, da ordem de 62% da glicose con 

sumida. Após 30 minutos. 30% da glicose adicionada desapareceu 

do meio. tendo sido encontrado quantidades praticamente equim� 

lares de etanol e co
2 

e uma taxa de assimilação de cerca de 50% 

da glicose consumida. Não houve consumo de oxigênio durante 

o citado período. Em torno da primeira hora, foi iniciada fra

ca atividade o�idativa, quando praticamente 2/3 da glicose ji 
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havia sido consumida fermentativamente. Ao· final do experime� 

to. 120 minutos após a adição do substrato. quase toda a glic� 

se ji havia sido consumida e a quantidade de co
2 

liberada foi 

cerca de duas vezes a q�antldade de etanol encontrada no meio. 

O total de oxigênio consumido atingiu apenas 1,20 µmoles, de 

monstrando sua baixa capacidade oxidativa e a taxa de assimila 

ção da glicose declinou vagarosamente com o decorrer do tempo 

de incubação. A medida de ácido láctico formado foi também ve 

rificada e os dados mostram que sua produção foi sempre basta� 

te reduzida. Com células cultivadas por 24 horas, os produtos 

formados pela dissimilação aeróbica da glicose foram sendo acu 

mulados, lenta e gradativamente, pelo menos até o momento consi 

derado como final do ensaio. 

As células com 48 horas de cultivo, mostraram compor-

tamente metabólico consideravelmente distinto das células de 

culturas com 24 horas. sendo que o consumo do substrato ocorreu 

muito mais rapidamente durante o período de incubação. Foi ve 

rificado que, após 15 minutos da adição do substrato, cerca de 

50% da glicose adicionada ao meio havia sido consumida, enqua� 

to em células mais "jovens", esse consumo foi da ordem de 17%. 

Nítida fermentação aer6bica ocorreu nesse período, tendo sido 

encontrado etanol e co
2 

em quantidades iguais, e uma taxa de as 

similação oxidativa correspondente a 61% da glicose adicionada. 

Houve indícios de que se iniciara baixa atividade respiratória. 

Após 30 minutos de incubação, 75% da glicose já havia sido co� 

sumida, ao passo que em células cultivadas por 2 4 horas essas 

cifras atingiram somente cerca de 30%. Todavia, a razão perce� 

tual de as;imilação durahte os primeiros 30 minutos foi bastan 

te próxima para ambos os tempos de cultivo. O consumo de oxigl 

nio permaneceu baixo, não u�trapassando 1 µmal, embora a quant! 

dade de co
2 

liberada fosse quase 1,5 vezes maior que o etanol 

encontrado no meio. Decorridos 60 minutos de incubação, resta 

va no meio apenas 7,5% de glicose residual, comparados a 35% 

em células com 24 horas de cultivo. A capacidade de assimilar 

oxidativamente diminuiu para cerca de 39% enquanto em células 

mais "jovens". esse valor foi em torno de 46%. o co
2 

liberado 

foi mais que o dobro da quantidade de etanol encontrada, tendo 

sido o oxigênio utilizado, quase 4 vezes a quantidade consumida 

aos 30 minutos. A medida de etanol revelou que houve produção 
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quanto houve quantidades ponderáveis de glicose no meio, 
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en 

cain 

do levemente até o final do ensaio. inversamente ao que aconte

ceu com a utilização de 9xiginio, O consumo de oxiginio manteve 

se baixo enquanto houve glicose no meio, aumentando, de modo con 

siderável, após praticamente toda a depleção da glicose. A medi 

da de ácido láctico produzido revelou que este produto se forma 

em baixas concentrações e que, como o etanol, 

minutos, decrescendo a seguir lentamente. 

aumenta até os 60 

As cilulas com 72 horas de cultivo revelaram um compor 

tamento metabólico similar às células cultivadas por 48 horas. 

As análises do consumo de glicose,nas alíquotas retir� 

das após 15, 30, 60 e 1 20 minutos de incubação,mostraram result� 

dos muito semelhantes aos obtidos com células com 48 horas de 

cultivo, ou seja, ao redor de 50, 7 2, 95 e 97% de consumo, res 

pectivamente. A liberação de co
2 

e o etanol encontrado guardam 

praticamente as mesmas proporçoes do ensaio anterior. Pôde-se no 

tar algumas diferenças na taxa de assimilação oxidativa,onde o

correu um decréscimo da ordem de 6,5%, em relação ao ensaio com 

leveduras cultivadas por 48 horas, após 15 minutos de incubação. 

O comportamento metabólico das células cultivadas por 

96 e 120 horas foi muito semelhante ao verificado para células 

com menos tempo de cultivo, isto é, 48 e 7 2 horas, havendo entre 

tanto indícios de que a intensidade de consumo de glicose duran

te os 15 minutos iniciais de incubação decresce, embora a taxas 

reduzidas. Paralelamente, ocorreu também decréscimo da taxa de 

assimilação oxidativa, da ordem de 7%, aos 15 minutos de incuba 

çao, em relação as células cultivadas por 7 2 horas. 

Observando-se a taxa de consumo de oxigênio, ao longo 

do tempo de cultivo, foi possível notar-se pequeno acréscimo na 

intensidade de consumo até 7 2 horas de cultivo, após o que ocor 

reu um ligeiro declínio até 1 20 horas. 

Estudando-se os valores F,obtidos na análise da variân 

eia dos resultados da respiração por células de S. carlsberge� 

sis, pode-se concluir que há uma marcante diferença no metab� 

lismo oxidativo das células,devido ao efeito do tempo de cultivo, 

os quais variaram de 24 a 1 2 0 horas. Glicose e oxigênio consumi

dos e co
2 

liberado forneceram valores F significativos ao nível 

de 0,1% de probabilidade. Etanol produzido mostrou significân -
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eia ao nível de 5% de probabilidade. �cido láctico nao foi siK 

nificativo em relação ao tempo de cultivo. ou seja. as diferen 

ças havidas na formação de ácido láctico não podem ser atribui 

das. seguramente, à idade das leveduras. embora haja indicações 
. . 

que tal produto se forma gradativa�ente, acumulando no meio de 

reação até o final do ensaio.\ com células cultivadas por 24 ho 

ras. e, acumulando até 60 minutos de incubação, decrescendo len 

tamente até o fim do ensaio, com células de 48 a 120 horas de 

cultivo. 

As diferenças ocorridas entre as amostras devido ao 

tempo de incubação foram sempre altamente significativas, ao ní 

vel de 0,1% de probabilidade, 

safadas. 

para todas as características en 

A interação entre tempo de cultivo e tempo de incuba 

çao revelou que para os fatores estudados, existe pronunciada in 

fluência do tempo de cultivo sobre o tempo de incubação. 

A exclusão dos dados referentes ao cultivo por 24 ho 

ras. revelou que o comportamento das células cultivadas por 48 a 

120 horas mostrou-se muito semelhante, sendo as diferenças nao 

significativas para todos os fatores analisados. exceto oxigênio 

consumido que foi significativo ao nível de 5% de probabilidade 

e que as diferenças evidenciadas na análise anterior eram devi 

das ao comportamento das células cultivadas por 24 horas. 

A interação entre tempo de cultivo e tempo de incuba 

çao revelou que somente para ácido láctico produzido e oxigênio 

coniumido houve influincia d6s tempos de cultivo sobre os tempos 

de incubação. 

Ns diferenças havidas entre as amostras devido ao efei 

to do tempo de incubação dentro de cada tempo de cultivo, foram 

sempre muito distintas, sendo significativas ao nível de 0,1% de 

probabilidade, praticamente para todos os fatores e tempos de 

cultivo analisados.como pode ser visto na Tabela VII. 

Os coeficientes de variação obtidos para cada fator a 

nalisado podem ser considerado� normais, sendo muito elevado ap� 

nas para o ácido láctico. 

As m�didas da fermentação anaer6bica de glicose por S. 

aarZsbergensis cultivada durante 24 a 120 horas, foram analisa 

das do mesmo modo que a respiração, em termos de glicose resi 

dual, etanol, ácido láctico e co2 produzidos.
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As cilulas cultivadas aerobicamente por 24 horas, em 

condições similares aos ensaios de respiração, quando em compl� 

ta anaerobiose, mostraram um padrão de fermentação onde a glic� 

se foi consumida quase linearmente, pelo menos durante a primei 

ra hora de ensaio, ao mesmo tempo que se formava etanol e co 2
em quantidades aproximadament'e iguais, também linearmente. Com 

parativamente, a velocidade de consumo de glicose durante a fer 

mentação não diferiu muito daquela observada durante a respir� 

ção, embora a capacidade de assimilar fermentativamente fosse 

sempre muito menor. O ácido láctico produzido pelas células foi 

acumulado gradativamente no msio de reaç�o e ainda que sua qua� 

tidade fosse bastante pequena, foi sempre maior que a encontrada 

quando se processou a respiração. 

As células cultivadas por 48 horas mostraram maior in 

tensidade de consumo de glicose, sendo quase o dobra a quantid� 

de de açúcar consumido durante as 30 minutas iniciais de ensaia, 

em relação às células com 24 haras de cultivo. Mesma observa -

ção pode ser feita para etanol e co2 produzidos.

As células cultivadas por 72, 96 e 120 horas mostraram 

comportamento consideravelmente semelhante às células de 48 ho 

ras, embora haja indícios de que o consumo de glicose ao longo -

do tempo de cultivo tenha sido intensificado até 72 horas, decli 

nando ligeiramente até 120 horas de cultivo. 

Consideráveis diferenças foram notadas, ao longo do 

tempo de cultivo, no que diz respeito à taxa de assimilação fer 

mentativa, o qual será abordado mais adiante. 

Estudando-se os valores F obtidos pela análise da v� 

riância dos resultados colhidos durante a fermentação da glicose 

(Tabela XIII), pôde-se verificar que nenhum dos fatores ensaia 

dos mostrou-se significativo devido ao efeito dos tempos de cul 

tiva, embora haja indicações da diferença de consumo de glicose 

entre células cultivadas por 24 e 48 horas. Aliás, a interação 

entre tempo de cultivo e tempo de incubação mostrou que a glic� 

se consumida foi significativa _ao.nível de 1% de probabilidade , 

e etanol ao nível de 5% de probabilidade, indicando,portanto, in 

fluência dos tempos de cultivo sobre os tempos de incubação. 

A exclusão dos resultados obtidos com células de 24 ho 

ras, mostrou que para os tempos de 48 a 120 horas, todos os fato 

res ensaiados não foram significativos nem para o efeito do tem 



=62= 

po de cultivo, nem para a interação tempo de cultivo e tempo de 

incubação, indicando que os produtos da dissimilação fermentati 

va da glicose são identicamente formados ao longo do citado p� 

riodo e que as diferenças mostradas na análise anterior devem-se 
' . 

ao comportamento das células com 24 horas de cultivo. 

As diferenças havid�s entre as amostras devido ao efei 

to do tempo de incubação foram sempre altamente significativas, 

ao nível de 0,1%, de probabilidade. 

Os coeficientes de variação, para cada fator, foram co� 

siderados normais, excetuando-se o coeficiente de variação encon 

trando para ácido láctico. 
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Figura 15 -Perfis da dissimilação aeróbica da glicose

por Saaaharom�aes aarlsbergensis IZ - 1831, cultivada em tempos 

que variaram de 24 a 120 horas. As condições experimentais que 
levaram à obtenção dos dados mostrados na presente Figura.corre� 
pendem aos das Tabelas II a VI. 
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Uma das mais importantes cara�ter!sticas desenvolvidas 

pelo "strain" de S. caPtsbergensis aqui estudado, diz respeito à 

propriedade que exibe quanto à assimilação oxidativa e à assimi 

lação fermentativa da glicose durante o período de incubação, ao 

longo das experiincias m�nomitricas relatadas� 

Ao analisar os dados relativos ao percentual de glic� 

se metabolisada e de glicose incorporada como material celular. 

tanto durante a glicÕlise aeróbica como durante a atividade fer 

mentativa da levedura (Fig. 15 e 16), verifica-se que, em resp! 

ração, as células cultivadas por 24 a 120 horas possuem elevada 

atividade assimilatória, j� que da glicose do meio que i consumi 

da pela célula, de 48 a 62% são incorporadas como material celu 

lar, quando as medidas sao levadas a efeito aos 15 minutos do i 

nício da experiência, sendo os valores mais altos da atividade 

assimilatória, correspondentes às cilulas mais "jovens". Após os 

15 minutos iniciais de incubação. a assimilação oxidativa ainda 

se mantém considerável, diminuindo, porém, gradativamente.ao lon 

go do tempo de experiência. 

Por outro lado, quando as células sao submetidas a con 

diçÕes anaerÓbicas. próprias da fermentação alcoólica, ainda a� 

sim, levam a efeito razoável atividade de assimilação fermentati 

va. 

Células cultivadas durante 24 horas, comportam-se de 

modo muito distinto em relação is cultivadas por tempo mais pr� 

longado, já que exibem atividade fermentativa muito mais pronu� 

ciada que as demais. Assim, aos 15 minutos de incubação, do t� 

tal da glicose removida do meio, apenas 8,5% é incorporada por 

assimilação fermentativa, enquanto que 91,5% é fermentada a eta 

nol e co2• As células cultivadas por 48 horas, por sua vez, fer

mentaram apenas 70% da glicose tomada ao meio, incorporando, na 

forma de material celular, 3Ó%. 

Analisando os valores encontrados, verifica-se que a 

população de células de 24 horas de cultivo e a de 48 horas, fo 

ram utilizadas em condições perfeitamente comparáveis quanto ao 

peso total de nitrogênio. Nessas condições, a de 24 horas reti 

rou do meio de reação, 2,37 µmoles de glicose por mg de nitrogi 

nio total.em 15 minutos, enquanto que a população de 48 horas,r� 

tinha 6,75 µmoles, cerca de 2,66 vezes mais, portanto. Por sua 

vez, as células de 24 horas fermentaram 91,5% da glicose retira 
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da do meio celular, enquanto que a de 48 horas fermentou apenas 

70%. Em termos absolutos, porém, a célula de 48 horas produz, 

em 15 minutos, mais etanol que a de 24 horas, retendo entretanto 

mais material fermentescível, na forma de glicose, do que a de 

24 horas. 

Além dos aspectos econômicos que esse problema pode e� 

volver, o fato em si, é sem dúvida de interesse bioquímico, co� 
siderando-se os padrões metabólicos distintos exibidos por ambas 

populações de células. Aliás, células cultivadas por 72 horas, 

exibem padrões metabólicos perfeitamente comparáveis com os de 

48 horas. 

50 

25 

o 15

48 horas 

120 horas 

30 

24 horas 

Tempo de incubação 
(minutos) 

120 

Figura 16 - Perfis da dissimilação anaerÓbiaa da gZia� 

se por Saaaharomy�es aarZsberaensis IZ-1831, cultivada em tem 

pos que variaram de 24 a 120 horas. As condições experimentais 
que levaram à obtenção dos dados mostrados na presente Figura
corresponde aos das Tabelas VIII a XII. 
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Merece análise especial, o comportamento metabólico de 

células njovens u, isto é, cultivadas por 24 horas e de células 

"velhas n , ou seja, cultivadas por 120 horas (Fig. 16). Verifica 

se assim. aos 15 minutos de incubação, que o consumo de glicose 

é da ordem de 1,31 a 3,12 µmoles de glicose, com assimilação fe� 

mentativa de 8,27 e 22,12%, respectivamente, para células de 24 

a 120 horas. Já, aos 60 minutos, o consumo de glicose é de 7,17 

e 9,00 ?moles, para células de 24 a 120 horas. respectivamente, 

mas o Índice percentual de assimilação fermentativa se inverte, 

já que as células "jovens" assimilaram 22,55% da glicose consumi 

da, enquanto que as células "velhas" assimilaram apenas 8,06%. 

Aos 120 minutos de incubação, o nível de consumo de glicose é� 

quivalente para ambas as populações de células, com resultado 

global de 12,16% de assimilação para células "jovens" e 9,23% p� 

ra as "velhas". Assim, as células "velhas" se mostraram com 

maior capacidade fermentativa que as "jovens", as quais, entre 

tanto, se mostram altamente eficientes como produtoras de álcool 

etílico no início do processo de dissimilação da glicose. � in 

teressante notar, ainda, que as células de 24 horas de cultivo 

incrementam sua atividade assimilatória, quando em fermentação, 

até os 60 minutos de experiência, voltando depois a intensificar 

o seu trabalho fermentativo até 120 minutos, o que sugere a po�

sibilidade de que parte ponderável da glicose incorporada ao ma

terial celular, fermentativamente, até os 60 minutos de experiê�

eia, seja degradada a seguir, já que no cálculo global efetuado

aos 120 minutos, apenas cerca de 12,16% do total da glicose con

sumida, havia permanecido como material celular, sofrendo o res

tante, fermentação.

Os níveis de ácido láctico encontrados no meio de rea 

ção não são ponderáveis, tanto em células respirantes como nas 

que foram estudadas em fermentação alcoólica, se bem que nesta 

Última situação sempre houve maior produção da substância. En 

tretanto. quando se estabelece relação molar entre etanol e áci 

do láctico produzidos, aos 120 minutos de experiência (Tabela 

XIVJ, verifica-se que a não ser para o caso das células cultiva 

das durante 24 horas, os valores numéricos são da ordem de 40 mo 

léculas de etanol para 1 de ácido laético formados em respiração 

e cerca de 20 de etanol para 1 de ácido láctico, em fermentação. 

Esse fato aparentemente contraditório, pode ser, entretanto, ex 



plicado em termos de utilização do ácido láctico formado durante 

a respiração, 

celular. 

possivelmente pelos mecanismos de gliconeoginese 

Tabela XIV -Retação. moZar entre etanol e ácido Záatiao 

produzidos durante a atividade metabÕZiaa de Saacharomyaes oarls 

bergensis. 

Tempo de Condição da 

cultivo experiência 

(horas) 

Respiração 
24 

Fermentação 

Respiração 
48 

Fermentação 

Respiração 
72 

Fermentação 

Respiração 
96 

Fermentação 

Respiração 
120 

Fermentação 

Etanol Ác. Láctico 

(µmoles) (µmoles) 

7,99 0,18 

18, 01 º·· 34 

6,59 O. 1 5

15,76 o.as

6,67 O, 1 5 

1 6, 91 O. 7 D

6,50 0.21 

1 5, 1 6 0,87 

6,74 0,16 

16;70 0,91 

Relação molar entre 

Etanol e Ácido Lác 

tice 

44 

53 

44 

18 

44 

24 

31 

17 

42 

18 

Os valores indicados referem-se ao total de etanol e de ácido 
láctico formados nas condições das experiências mostradas nas Ta 
belas II a •VI e VIII a X;tI. 

As células de 24 horas, nesse particular, se comportam 

ainda corno melhores fermentadores, já que mostram relação molar 

entre ácido láctico e etanol, da ordem de 53 moléculas de etanol 

produzidas para 1 de ácido láctico, o que em termos de ferment� 

ção alcoólica revela padrão metabólico de muito maior eficiência 

do que o mostrado pelas demais células. � necessário ponderar • 

entretanto, que os altos coeficientes de variação encontrados p� 

ra ácido láctico e os valores F, estatisticamente pouco ou não 

significativos, não impedem que as considerações formuladas dei 

xem de ser feitas. 
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Do presente trabalho podem ser tiradas as seguintes con 

clusões: 

1. A determinação tlo número de células viáveis de Saa

aharomyaes aarZsbergensis IZ-1831, cultivadas na presença de gl! 

cose mostrou que elas se mantém em percentual similar ao longo -

dos cultives de 24 a 120 horas. 

2. Até 12 horas de cultivq. cerca da 95,0% da glicose

do meio é consumida mas o máximo de crescimento celular é atingi 

do entre 24 e 48 horas. Néssas mesmas condições, o máximo de e 

tanol produzido ocorre entre 12 a 24 horas de cultivo. 

3. A partir de 24 horas de cultivo, a concentração de

etanol presente no meio começa a decrescer, acentuando-se.tal fa 

to, entre 96 e 120 horas de cultivo.· 

4. Células em respiração perfazem intensa assimilação

oxidativa. Aos 15 minutos de atividade respiratória, cerca de 

62,0% do total da glicose consumida e incorporada como material 

celular, em populações com 24 horas de cultivo. A atividade as 

similatória continua bastante significativa ao longo de 120 minu 

tos de incubação, decrescendo em intensidade, entretanto, a pa� 

tir de 15 minutos da experiência. 

5. A capacidade de assimilação oxidativa diminui na 

dependência direta da idade do cultivo, já que, populações de ce 

lulas de 48 a 120 horas vão gradativamente perdendo tal capacid� 

de, em relação ao que acontece com células de 24 horas. 

6. Na dissimilação anaerÓbica da glicose, células com

24 horas de cultivo apresentám elevado grau de capacidade ferme� 

tativa, uma vez �ue dissimilam a álcool etílico cerca de 91,5% -

da glicose consumida do meio de reação, nos primeiros 15 minutos 

de incubação. 

7. A capacidade de células, com 24 horas de cultivo •

de assimilar fermentativamente. aumenta até 60 minutos ao longo 

do período de incubação, decrescendo logo a seguir quando a pop� 

lação de células ativa seu processo de fermentação alcoólica. 

8. Em células com 48 a 72 horas de cultivo, a capaci-
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dade de consumir glicose do meio, nos 15 minutos iniciais i

cerca de 2,7 vezes maior que a das células com 24 horas de culti 

vo, assimilando fermentativamente, porém, cerca de 30% da glic� 

se consumida. 

9. Comparando-se � atividade fermentativa das células

"jovens" (24 horas de cultivo) e células "velhas" (120 horas de 

cultivo), verifica-se que ambas apresentam padrões metabólicos -

nitidamente distintos, j� que aos 15 minutos de incubação, as cê 

lulas "jovens" mostram-se altamente fermentativas, aumentando 

sua capacidade de assimilar glicose até aos 60 minutos de incuba 

çio. As cilulas "velhas", por sua vez, aos 15 minutos de incuba 

çao, mostram-se com grande capacidade assimilativa, tornando-se 

altamente fermentativas aos 60 minutos de incubação. 



7. SUMÁRIO

Estudo comparativo do metabolismo aeróbico e anaeróbi 

co de glicose por Saccharomyces carlsbergensis IZ-1831, foi efe 

tuado com células em estado não proliferante, ao longo do tempo 
\ de cultivo que variou de 24 a 120 horas. 

Foi observado que o número de células viáveis mante 

ve percentual similar durante todo o período de cultivo em estu 

do. Cerca de 95,0% da glicose do meio foi consumida durante as 

primeiras 12 horas e o máximo de crescimento celular foi ating! 

do entre 24 e 48 horas de cultivo. A máxima produção de etanol 

ocorreu entre 12 e 24 haras de cultivo e sua concentração decres 

ceu ao longo do período de cultivo, acentuando-se de 96 a 120 ho 

ras. 

Células em respiração promoveram intensa assimilação � 

xidativa. sendo que cerca de 62% do total da glicose consumida 

foi incorporada como material celular, após 15 minutos de incu 

bação. A capacidade de assimilação oxidativa diminuiu na depe� 

ciência direta da idade da cultura. uma vez que, células com 48 a 

120 horas vão gradativamente diminuindo tal capacidade, em rela 

çao as de 24 horas. Células com 24 horas de cultivo metaboliza 

ram anaerobicamente a glicose, apresentando elevada capacidade 

fermentativa. dissimilando a etanol cerca de 91,5% da glicose 

consumida durante os 15 minutos iniciais de ensaio. A capacida 

de de assimilação fermentativa, em populações com 24 horas de 

cultivo, aumentou até 60 minutos ao longo do período de incuba 

ção, decrescentio a seguir. Em células com 48 a 72 horas de cul 

tiva, após 15 minutos de·incubação, a capacidade de consumo de 

glicose do meio foi 2,7 vezes maior do que em células com 24 ho 

ras, tendo assimilado ferment�tivamente, porém cerca de 30% da 

glicose consumida. 

Células "jovens", com 24 horas de cultivo, e células 

"velhas",com 120 horas de cultivo, apresentaram padrões metaból! 

cos distintos. Células "joven�", ap6s 15 minutos de incubação, 

apresentaram-se altamente fermentativas, aumentando sua capac! 

dade de assimilar glicose até 60 minutos de incubação, enquanto 

cilulas "velhas" mostraram grande capacidade assimilativa aos 15 

minutos, tornando-se altamente fermentativas aos 60 minutos de 

incubação. 
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A comparativa study of the aerobic and anaerobic me 

tabolism of glucose by Saaaharomyaes aarlsbergensis(IZ-1831) was 

carried out with nonproiiferating cells during a growth period 

which varied from 24 to 120 hours. 

It was observed that the percentage values of viable 

cells were much the same through the whole growth period. The 

maximum cell growth was reached after 24 up to 48 hours of incu 

bation. However, 95.0% of glucose was consumed within the first 

12 hours. The most significant ethanol yield occured after 12 

-24 hours of growth and its concentration slowly decrease later,

mainly after 96 hours of the growth period. About 62.0% of the

total glucose consumed were incorporated as cellular material

after 15 min. of incubation, by the cells grown for 24 hours.

This assimilation activity decreased during the incubation

period. The oxidative assimilation was observed to depend on the

age of the culturas, since cells grown from 48 to 120 hours

showed slow rates of assimilation as compareci to those obtained

with cells developed for 24 hours. Cells grown for 24 hours

showed a high fermentative capacity by dissimilating,anaerobica!

ly, 91 .5% of glucose to ethanol, during the first 15 min. of in 

cubation. The fermentative capacity in culturas developed for 

24 hours increased up to 60 min., decreasing afterwards. With 

cells developed for 48 to 72 hours, the utilization capacity of 

glucose was 2.7 times higher than those cells developed for 24 

hours, however they assimilated by fermentation about 30% of the 

glucose ut}lized, during the first 15 min. of incubation. Cells 

developed for 24 hours and cells developed for 120 hours showed 

distinct metabolic patterns. The »young » cells, after 15 min. 

of incubation,showed high fermentative activity encreasing their 

glucose assimilation capacity up to 60 min. of incubation, while 

the »old" cells showed high assimilation capacity at 15 min. of 

incubation and a high fermentative activity at 60 min. of incuba 

tion 
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Tabela XV - Glicose consumida durante a dissimilação

aeróbica da glicose por S. carZsbergensis. 

Tempo de Tempo de Repetições 
cultivo incubação 

\ 
Média 

(horas) (minutos) 1� 2� 3� 

1 5 1.96 1 • 51 1,64 1,70 

30 2,93 
24 

3,57 2,54 3, 01 

60 6,70 7,89 5,03 6,54 

120 9,23 9, 1 8 9,48 9,29 

1 5 4,37 5,46 5,76 5,20 

30 6,54 7,89 8,00 7,47 
48 

60 8,74 9,37 9,63 9,25 

120 9,29 9,48 9,74 9,50 

1 5 4,74 4,97 5,46 5,06 

30 6,93 
72 

7,03 7,65 7,20 

60 9,18 9,35 9,83 9,45 

120 9,39 9,69 9,97 9,68 

1 5 4,36 3,48 5,00 4, 28 

30 6,36 
96 

7,05 7,67 7,03 

60 8,69 9,34 9,45 9,16 

120 9 •. 1 2 9,65 9,62 9,46 

1 5 4,57 4,07 4,32 

30 6,26 7, 1 4 6,70 
120 

60 8,92 9,22 9,07 

120 9,31 9,68 9,49 

Os dados da Tabela acima estão expressos em pmoles de glicose.
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Tabe'la XVI- Etanol, produzido durante a dissimilação ae 

róbica da glicose por S. carlsbergensis. 

Tempo de Tempo de Repetições 

cultivo incubação Média 
'· 

(horas) (minutos) 1� 2� 3� 

1 5 1,73 1,82 0,94 1, 50 

30 3,00 3,97 1 , 7 6 2,91 
24 

60 7,16 6,52 4,58 6,09 

120 8,80 7,81 7,37 7,99 

15 3,52 4,58 3,70 3,93 

30 6,25 6,90 6,08 6,41 
48 

60 7,78 8,25 7,25 7,76 

120 6,95 6,22 6,61 6,59 

1 5 4, 61 4,82 4,82 4,75 

30 5,84 6,14 6,31 6, 1 O 
72 

60 7,31 7, 1 O 7,63 7,35 

120 6,32 6,64 7,05 6,67 

1 5 4,38 4,79 5,02 4,73 

30 6,26 S,72 7,75 6,91 
96 

60 8�42 7,80 8,66 8,29 

1 20 6, 4 O 6,14 6,96 6,50 

1 5 4,57 4,55 4,56 

30 6,65 7,37 7, 01 
120 

60 9,04 8,40 8,72 

120 7,25 6,22 6,74 

Os resultados da Tàbela acima estão expressos em µmoles de eta 
nol. 
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TabeZa XVII-Áaido Záatiao produzido durante a dissimi

lação aeróbica da glicose por S. carZsberqensis. 

Tempo de Tempo de 
Repetições 

cultivo incubação Média 
(horas) (minutos) 'a1 - 2� 3� 

1 5 0,07 0,03 0,02 0,04 

30 0,07 0,09 0,07 0,08 
24 

60 O, 21 O, 1 7 0,11 O, 1 6 

120 O, 21 O, 21 O, 12 0,18 

1 5 0,06 o.os 0,07 0,06 

30 0,13 
48 

0,11 O, 1 7 0,14 

60 0,22 0,20 0,26 0,23 

120 0,18 O, 1 3 O, 1 5 O, 1 5 

1 5 0,05 o.os 0,05 o.os

30 0,11 O, 1 O 0,09 O, 1 O 
72 

60 0,17 0,21 0,13 0,17 

120 O, 1 5 O, 1 6 O, 1 5 O, 1 5 

1 5 0,06 0,04 0,05 o.os

30 o I 1 5 0,11 O, 1 6 0,14 
96 

60 0,22 0,20 0,26 0,22 

120 0,24 O, 1 9 0,22 0,22 

1 5 0,13 0,07 O, 1 O 

30 O, 1 6 O, 1 2 0,14 
120 

60 0,24 O, 18 0,21 

120 O, 1 7 O, 1 5 O, 1 6 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de ácido lác 
tico. 



=81= 

Tabela XVIII- co
2 

liberado durante a dissimilação aeróbi 

ca da gli�ose por�- carlsberqensis. 

Tempo de Tempo de 
1Repetições 

cultivo incubação Média 
(horas) (minutos) a1- 2� 3� 

1 5 0,96 1, 1 2 0,14 0,74 

30 3,04 4,63 1 , 5 9 3,09 
24 

60 8,95 11 , 47 4,97 8,46 

120 16,76 16,90 14,87 1 6, 1 8 

1 5 3,26 4,92 3,97 4,05 

30 8,72 12,20 9,93 1 O, 28 
48 

60 16,02 19,63 1 7, O 1 17,55 

120 22,60 26,96 23,90 24,26 

1 5 4,28 4,04 4, 1 2 4, 1 5 

30 1 O, 61 1 O, 38 1O,46 10,48 
72 

60 17,32 17,48 17,62 17,47 

120 24,68 25,60 24,85 25,04 

1 S 4,37 4,05 3,97 4,13 

30 9,78 1O,46 1 O, 84 10,36 
96 

60 17,23 18,39 17,62 17,75 

120 23,92 25,82 24,42 24,72 

1 5 4,05 4,29 4,17 

30 9,63 1O,46 10,04 
120 

60 17,61 1 7, 61 17,61 

120 23,81 2 5, 13 24,47 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de co 2•
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Tabela XIX- Oxigênio aonsumido durante a dissimiZação

aerÓbiaa da gZiaose por S. aarZsberqensis. 

Tempo de Tempo de 
Repetições 

cultivo incubação Média 

(horas) (minutos) 1� 2� 3� 

1 5 O ., 00 O ., 00 º·ºº º·ºº 

30 O ., 00' O ., 00 º·ºº º·ºº 
24 

60 0,07 o.o□ O, 1 4 O, 07 

120 1.29 1, 50 O. 82 1 • 21 

1 S o, 00 0,28 o. □7 O. 11

30 0,74 1, 54 o, 40 O, 96 
48 

60 3,38 4,49 2,90 3,59 

120 8,32 10,64 7,37 8,78 

15 0,35 0,28 0,21 0,28 

30 1, 14 1 , 28 O, 8 O 1 , O 7
72 

60 3. 4 5 3,38 2,90 3,24 

1 20 9. 69 10,30 9,42 9,80 

1 5 0,00 0,21 0,00 0,07 

30 0,47 0,80 0,74 0,67 
96 

60 2,00 2,69 2,35 2,35 

120 8,94 9,07 8,39 8,47 

15 0 ., 07 º·ºº 0,04 

30 0 ., 40 0,54 0,47 
120 

60 2,07 1,79 1 , 9 3 

120 7,84 8,46 8. 1 5

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de oxigênio. 
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Tabela XX - Gtiaose consumida durante a dissimilação a

naeróbiaa da glicose por S. cartsbergensis. 

Tempo de Tempo de Repetições 
cultivo incubação Média 

(horas) (minutos) �� 2� 

15 1,66 1 , 7 9 0,94 0,83 1, 31 

30 3, 4 9 3, 4 5 2,70 2,80 3,11 
24 

60 7,25 7,23 7,52 6,68 7,17 

120 9,76 9,79 1 O, 04 10,05 9, 91 

1 5 3,76 3,56 3,25 3,31 3,47 

30 6,84 6,73 6,67 6,58 6,71 
48 

80 9,30 9,24 9,78 9,78 9,53 

120 9,94 9,93 10,08 10,09 1 O, 01 

1 5 4,15 3,99 4,07 

30 7,65 7,59 7,82 

72 
60 9,74 9,74 9,74 

120 9,94 9,94 9,94 

1 5 2,71 2,16 3,32 2,73 2,73 

30 5,60 5,41 7. 1 5 7,18 6,34 
96 

80 8,92 8,87 9,62 9,60 9,25 

120 9,91 9,90 9,82 9, 8 5 9,87 

15 2,70 2,50 3,74 3,52 3,12 

30 5,73 5,55 6,83 6,75 6,22 
120 

60 8, 4 9 8,55 9, 4 5 9,50 9,00 

120 9,77 9, 7 9 9,89 9, 8 9 9,84 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de glicose. 
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Tabela XXI- Etanol produzido durante a dissimilação � ·

naerÓbiea da glieose por S. earlsberqensis. 

Tempo de Tempo de 
Repetições 

cultivo incubação Média 

(horas) (minutos) �� 2� 

15 2,93 3,52 1,88 2,00 2,58 

30 5,87 6.46 4,17 4,34 5,21 
24 

60 8,80 11, 1 5 1 O. 21 11, 5 O 1 O, 42 

120 18, 1 9 1 7, 61 18,08 18,14 1 8, O 1

15 5,28 5,28 4,70 5,64 5,23 

30 9,39 9,39 9,89 1O.57 9,80 
48 

so 15,85 15,85 13,85 14,09 1 4. 91 

120 15,26 15,85 15,85 16,08 15,76 

1 5 6,34 5,87 6, 11 

30 13,38 12,33 12,86 
72 

60 1 4, 91 14,44 14,68 

120 17,02 16,79 16,91 

1 5 4, 11 4, 11 4,34 4, 11 4,17 

30 7,63 7,04 11, 5 6 9,74 8,9� 
96 

60 11,74 1 2, 91 13,96 12,91 12,88 

120 14,09 15,20 16,20 1 6, 1 8 1 5, 1 6 

15 4,11 5,28 5,58 5,28 5,06 

30 9,39 11,74 9,98 11,33 1 O, 61 
120 

60 16,20 ·16,20 14,67 16,44 1 5, 88 

120 17, 61 1 7 I 61 15,73 15,85 1 6, 7 O 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de etanol.
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Tabela XXII- Ácido láctico produzido durante a dissimi 

lação anaerÓbica da glicose por S. aarlsberqensis. 

Tempo de Tempo de 
Repetições 

cultivo incubação Média 

(horas) (minutos) 1� 2� 

1 5 0,04 o.os 0,06 0,07 o.os

30 0,05 0,06 0,17 O, 1 2 O, 1 O 
24 

60 0,17 0,18 0,28 0,27 0,23 

120 0,39 0,38 0,32 0,29 0,34 

1 S O, 21 0,22 0,07 0,08 O, 14 

30 0,47 0,47 o I 21 0,24 0,35 
48 

60 0,99 0,97 0,40 0,38 0,68 

120 1 , 1 6 1 , 1 6 0,54 0,56 0,86 

1 5 O, 1 O O, 1 2 D, 11 

30 0,30 0,32 0,31 
72 

60 0,57 0,56 0,57 

120 -- 0,69 0,71 0,70 

1 5 0,16 0,18 0,09 O, 1 O O, 1 3 

30 0,29 0,31 0,29 0,31 0,30 
96 

60 0,82 0,90 0,53 0,53 0,69 

120 1,06 1 , 1 3 0,64 0,64 0,87 

1 5 O, 1 4 0,13 O, 11 0,14 0,13 

30 0,27 0,27 0,25 0,28 0,27 
120 

60 0,73 0,72 0,59 0,61 0,66 

120 1, 08 1 , 08 0,74 0,72 0,91 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de ácido lác-
tico. 
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Tabela XXIII - co
2 

produzido durante a dissimilação anae

rÓbica da glicose por s. aarlsbergensis. 

Tempo de Tempo de 
Repetições 

cultivo incubação Média 

(horas) (minutos) 1� 2�

15 2.88 3 • 1 O o.77 0,71 1 • 8 7 

30 6.32 6,45 2,56 2,73 4,52 
24 

60 11 , 3 5 11 • 3 2 9,96 9,41 1 O• 51 

120 14,43 13,33 16,26 16.74 1 5 • 1 9 

15 3,34 3,18 3,96 4. 1 3 3,65 

30 7,97 8,27 8,65 8,80 8,42 
48 

60 13,89 13,54 15,36 1 5, 14 14,48 

120 1 5, 27 16,03 1 5, S 7 1 6, 58 15,86 

1 5 4,35 4, 1 3 4,26 

30 1O,38 10,47 1O,43 
72 

60 -- 15,98 16,06 16,02 

120 16,57 17 1 13 16,85 

1 5 4,1? 4, 13 3,88 3,58 3,93 

30 8,13 7,66 9,71 10,17 8,92 
96 

60 1 5, 21 14,99 16,29 16,67 15,79 

120 17 1 1 o 17,29 17,18 1 7, 61 17,30 

1 5 4, 04' 4,13 4, 1 2 3,97 4,07 

30 8,27 8,42 1 O, 08 9,86 9, 1 6 

120 
60 15,44 15,29 16,59 16,29 15,90 

120 17,02 1 8, 01 17,18 17, 61 17,46 

Os dados da Tabela acima estão expressos em µmoles de co
2

•


