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PRODUQKO DE GLICEROL POR LINHAGENS DE
Saccharomzces
DURANTE FERMENTACAO ALCOOLICA

LUIZ EDUARDO GUTIERREZ'

RESUMO: A pesquisa fol realizada para comparar
os efeitos de diversos fatores (temperatura,
pH, concentracgdo de sacarose, 2,4-dinitrofenol
e fontes de nitrogénio) sobre a produgdo de
glicerol por Saccharomyces uvarum 1Z-1904 e
Saccharomyces cerevisiae (M-300A e de panifica-
¢d80) durante a fermentacdo alcobdlica. A quanti-
dade de glicerol foi fortemente influenciada
pela linhagem da levedura. Com a levedura IZ-
1904 houve menor produgdo de glicerol do que
M-300-A e de panificacdo em todas as condicdes
estudadas. Mais glicerol foi significativamente
formado por fermentagdo a 34°C do que a 25°C e
12°C. Em pH 4.5 houve maior produgdo de glice-
rol do que a pH 3.0. A adigdo de 18 ppm de 2,4-
dinitrofenol provocou decréscimo no glicerol
formado e esse decréscimo foi maior com as
leveduras M-300-A e de panificacdo do que com
IZ-1904. O aumento da concentracdo de sacarose
levou a maior producdo de glicerol.

Termos para Indexacao: glicerol, fermentacéo
alcodlica, Saccharomyces.

GLYCEROL PRODUCTION OF STRAINS OF
Saccharomyces
DURING ALCOHOLIC FERMENTATION

ABSTRACT: This study was carried out to compare
the effects of several factors (temperature,
pH, sucrose concentration, 2,4-dinitrophenocl
and nitrogen sources) on glycerol production by
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Saccharomyces uvarum 12-1904 and Saccharomyces
cerevisiae (M-300-A and baker’s yeast) during
alcoholic fermentation. The strain of yeast
strongly influenced the amount of glycerol.
With IZ-1904 there was lower production of
glycerol than M-300-A and baker’s yeast in all
conditions studied. Significantly more glycerol
was formed by fermentation at 34°C than at 25°C
and 12°C. At pH 4.5 there was higher glycerol
production than at pH 3.0. Addition of 18 ppm
2,4-dinitrophenol decreased the amount of
glycerol formed, and the decrease was dgreater
with M-300-A and baker’s yeast than IZ2-1904.
The increase of sucrose concentrations led to
a higher production of glycerol.

Index Terms: Glycerol, Saccharomyces, alcoholic
fermentation.

INTRODUGAO

As leveduras durante a fermentacgdo
alcoblica produzem além de etanol e gas carbé-
nico, compostos secundarios como glicerol, al-
coois superiores, Acidos pirdvico e succinico,
sendo que o glicerol pode ser considerado como
0 mais importante componente do ponto de vista
quantitativo. Segundo BRUMM & HEBEDA (1988) o
glicerol formado corresponde de 8 a 15g por
100g de etanol enquanto que OURA (1977) relatou
de 0,03 a 0,059 de glicerol por g de glucose.

O processo de formagdo de glicerol
por levedura estd diretamente correlacionado
com o balango de redox da célula, OURA, (1977)
relatou que a formagdo do &cido succinico acar-
reta maior producdo de NADH e portanto aumen-
tando o glicerol formado, NORDSTROM (1966)
verificou que a biossintese do material celular
€ um processo que produz NADH e assim também
contribui para a formagdo de glicerol.

A importadncia do glicerol na fermen-
tagdo alcodlica esta relacionada com a qualida-
de da bebida alcodlica como relatado por
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RANKINE & BRIDSON (1971) para vinho e por
PARFAIT & JOURET (1980) para rum. Para a produ-
¢do de etanol nas destilarias a formagdo de
glicerol é indesejavel, pois reduz a eficiéncia
da fermentag@o como demonstrado por OURA (1977)
e BRUMM & HEBEDA (1988).

Diversos fatores interferem com a
formagdo de glicerol na fermentag¢do alcodlica,
como a linhagem de levedura (RADLER & SCHUTZ,
1982), <componentes do meio como sulfito
(RANKINE & BRIDSON, 1971), atividade da A&gua
(KENYON et alii, 1986), pH do meio (NEISH .&
BLACKWOOD, 1950), pressdo osmdtica (PANCHAL &
STEWART, 1980), concentracdo de &cido pantoté-
nico (NORDSTROM, 1962).

As leveduras mais utilizadas para a
produgdo de etanol pela via fermentativa no
Brasil sdo Saccharomyces cerevisiae (levedura
de panificag¢do), S.cerevisiae M-300-A e S.
uvarum 1Z-1904. E o objetivo deste trabalho
determinar as diferencas entre essas leveduras
quanto a produgdo de glicerol em diversas
condig¢des de temperatura, pH, concentracdo de
sacarose, fontes de nitrogénio e uso do inibi-
dor 2,4-dinitrofenol.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo: foram utilizadas as leveduras
Saccharomyces cerevisiae M-300-A fornecida
pelo Departamento de Genética da ESALQ/USP e
Saccharomyces uvarum 12-1904 fornecida pelo
Departamento de Tecnologia Rural da ESALQ/USP
e Saccharomyces cerevisiae (levedura de panifi-
cagdo Fleischmann). As leveduras foram multi-
plicadas anarobiamente na presenga de A&cido
oleico e ergosterol conforme descrito anterior-
mente (GUTIERREZ, 1989).

Meio de fermentacdo: o meio utilizado nos
ensaios de fermentagdo apresentou a seguinte
composigdo por litro: sacarose 80 a 160g. K,HPO,
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1,39, Mgso, 0,99, CaCl, 0,16g, &acido citrico 6
g, extrato de levedura 2,5 e 5g. O pH foi
acertado a 3.0, 4.0 e 4.5 com solucao de KOH

5N.

Ensaio de fermentacdo: 80 ml dos meios contidos
em frascos cénicos de 125 ml foram inoculados
com suspensdes das leveduras de modo a propor-
cionar o mesmo nimero de células inicial (3 a
4 x 107 células/ml) e a quantidade expressa en
matéria seca foi a 160 mg/100 ml para a leve-
dura de panificag¢do, 80 mg para 1Z2-1904 e 120
mg para M-300-A. As fermenta¢des foram acompa-
nhadas por pesagens para se determinar o CO,
produzido e o final da fermentacgdao. Apbs o
final da fermentacdo foram feitas determinacgdes
da matéria seca produzida e glicerol. Foram
realizados tratamentos: Temperatura (12, 25 e
34°C), pH (3.0, 4.0 e 4.5), concentracdo de
sacarose (8, 11, 14 e 16%), inibidor 2,4-dini-
trofenol (18 ppm) e fontes de nitrogénio (420
ppm de N amoniacal, 420 ppm N uréia, 0,25 e
0,50% de extrato de levedura).

Matéria seca: 8 ml do meio fermentado foram
centrifugados a 3000 rpm durante cinco minutos.
O precipitado foi lavado com 8 ml de &gua gela-
da, centrifugado e transferido para estufa a
100-105°C durante 8 horas. Por diferenca com a
matéria seca do indéculo obteve-se o crescimento
da levedura.

Glicerol: o sobrenadante do meio centrifugado
foi utilizado para a determinac¢ido do glicerol
pelo método colorimétrico de oxidagdao com meta-
periodato seguido de reacdo de formaldeido for-
mado com acetil-acetona e aménia segundo des-
crito em ZAGO et alii (1989).

Anadlise estatistica: foi adotado o delineamento
de parcelas subdivididas com 3 repetigdes se-
gundo GOMES (1970).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s3o apresentados os teo-
res de glicerol dos vinhos obtidos em trés tem-
peraturas com as leveduras M-300-A, IZ-1904 e
de panificag¢do. A levedura IZ-1904 apresentou
a menor formacdo de glicerol que foi significa-
tivamente diferente das demais leveduras nas
trés temperaturas estudadas. Com o aumento da
temperatura ocorreu maior formacdo de glicerol
nas leveduras 1Z-1904 e de panificacdo com ex-
cegdao de M-300-A que apresentou reducdo de 12°C
para 25°C. A maior produgdo de glicerol em tem-
peraturas mais elevadas também foi relatada por
UCHIMOTO & CRUESS (1952) e RANKINE & BRIDSON
(1971). Com o aumento da temperatura houve
maior excregdo de aminodcidos pelas leveduras
(LEWIS & PHAFF, 1964) e também menor formacgao
de material celular (GUTIERREZ, 1989). Assinm,
era de se esperar uma menor formag¢do de glice-
rol pois segundo NORDSTROM (1966) a formagao de
material por ser processo gerador de NADH acar-
reta maior formacdo de glicerol. Por outro la-
do, a atividade enzimatica aumenta com a tempe-
ratura como verificado para o piruvato carboxi-
lase por CAZZULO & STOPPANI (1967). Com a maior
atividade dessa enzima poderia ocorrer maior
formagdo de acido succinico que, segundo OURA
(1977), estd relacionado com a formagdo de
glicerol.

Na Tabela 2 sdo apresentados os teo-
res de glicerol em quatro concentragdes de sa-
carose. Com o aumento da sacarose ocorreu
aumento significativo na produgdo de glicerol
em todas as concentragdes para as leveduras M-
300-A e de panificagdo e no caso da IZ~1904 nao
houve aumento significativo de 14 para 16% de
sacarose. A menor formagdo de glicerol foi ob-
servada para IZ-1904 e a maior para levedura de
panificagdo. Aumentando-se a concentragdo de
actcar do meio de fermentagdo ocorreu aumento
no teor de glicerol confirmando observagdes de
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Tabela 1 - Teores de glicerol (g/100ml) produzidos por trés
Saccharomyces com 14% sacarose, pH 4.0; 0,25% de

extrato de levedura em trés temperaturas.

TEMPERATURAS
LEVEDURAS
12 + 1°C 25 + 1°C 34 + 1°C

M~-300-A 0,40 0,39 0,52

Panificagéao 0,36 0,41 0,58

I12-1904 0,26 0,30 0,41
d.m.s. 5% (leveduras) = 0,076 d.m.s. (temperatura) = 0,156
c.v. = 1,65% c.v. = 3,79%

Tabela 2 - Teores de glicerol (g/100ml) produzidos por trés
Saccharomyces em pH 4.0 a 34 * 1°C, com * 0,25% de ex-

trato de levedura em quatro concentragdes de sacarose.

% SACAROQOSE

LEVEDURAS
8 11 14 16
M-300-A 0,31 0,42 0,52 0,56
Panificagao 0,31 0,35 0,41 0,62
IZ-1904 0,25 0,35 0,41 0,42
d.m.s. 5% (leveduras) = 0,018 d.m.s. (sacarose) = 0,018

C.v., = 4,54% c.v. = 3,33%
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BRUMM & HEBEDA (1988) que argumentaram gue essa
maior producgdo seria provocada pelo processo de
regeneragdo do NAD enquanto que PANCHAL &
STEWART (1980) e KENYON et alii (1986) explica-
ram pelo aumento da pressdo osmbdética do meio
com a maior concentragdo de acgdcares.

O efeito do aumento da concentracao
de sacarose sobre a produgdo do glicerol também
poderia ser explicado pelo aumento da atividade
de enzimas glicoliticas e redugdo na atividade
da alcool desidrogenase com o aumento da con-
centracdo do ag¢tcar conforme observado pcr
HOMMES (1966). Reduzindo a atividade da &lcool
desidrogenase, a regenerag¢do do NAD deve ocor-
rer pela glicerol-3~fosfato desidrogenase.

Com o aumento da concentracdo de glu-
cose do meio ocorreu maior formacgdo de Aacido
succinico (HEERDE & RADLER, 1978) cuja produgao
acarreta maior formagdo de glicerol (OURA,
1977).

Na Tabela 3 podem ser observados os
teores de glicerol obtidos de fermentagdes em
dois valores de pH. Nas trés leveduras estuda-
das ocorreu aumento no teor de glicerol com a
variacdo de pH 3.0 para pH 4,5, tendo a leve-
dura IZ-1904 apresentado a menor formagao de
glicerol. A maior formac¢do de glicerol em valo-
res de pH mais elevado também foram observadas
por NEISH & BLACKWOOD (1950) e RANKINE &
BRIDSON (1971).

Com o aumento do pH do meio de fer-
mentacdo ocorreu maior formagdo de dcido acéti-
co (KUNKEE & AMERINE, 1970) devido provavelmen-
te a atividade da acetaldeido desidrogenase
(SOLS et alii, 1971). Ocorrendo maior formagao
de acido acético também deve ocorre maior for-
mag¢do de glicerol como previsto pela equagdo de
GENEVOIS (1950). Também NORDSTROM (1962) veri-
ficou menor formagdo de glicerol com a diminui-
cdo do acido acético.

Na Tabela 4 é apresentado o efeito do
inibidor 2,4-dinitrofenol (DNP) sobre a produ-
cdo de glicerol nas trés leveduras estudadas,
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Tabela 3 - Teores de glicerol (g/100ml) produzidos por trés
Saccharomyces com 14% sacarose, 0,5% de extrato de le-

vedura, 34 t 1°C em dois valores de pH.

pH
LEVEDURAS
3.0 4.5
M-300-A 0,41 0,46
Panificagao 0,47 0,50
IZ-1904 0,32 0,35
d.m.s. 5% (leveduras) = 0,052 d.m.s. 5% (pH) = 0,156
c.v. = 5,14% c.v. = 4,39%

Tabela 4 - Teores de glicerol (g/100ml) produzidos por trés
Saccharomyces com 14% sacarose, 34 * 1°C, 0,5% de ex-
trato de levedura, pH 4.0 com adigdo de 18 ppm de 2,4-

dinitrofenol (DNP).

DNP
LEVEDURAS
0 18 ppm
M-300-A 0,45 0,39
Panificagio 0,46 0,39
1Z-1904 0,33 0,31
d.m.s. 5% (leveduras) = 0,032 d.m.s. 5% (DNP) = 0,0096

C.v. = 3,45% c.v. = 2,31%
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podendo ser observado que ocorreu redugao nessa
produgdo com a adigdo de 18 ppm do inibidor,
confirmando observagdes de AMIN et alii (1984)
para Schizosaccharomyces bayanus e
Schizosaccharomyces pombe.

DURO & SERRANO (1981) relataram menor
formagdo de acido succinico na presencga de DNP.
Como o acido succinico estd relacionado com a
formacdo de glicerol segundo a equagdo de
GENEVOIS (1950), a redugdao de acido succinico
vai acarretar menor formacdo de glicerol.

Como a produgdo de glicerol também
estd relacionada com o crescimento da levedura
(BATTLEY, 1960; NORDSTROM, 1966), e que p DNP
reduz o crescimento celular (GUTIERREZ, 1989),
pode-se dizer que a menor formagdo de glicerol
na presenga de DNP poderia ser explicada pela
menor produg¢do de material celular. O inibidor
do DNP estimulou a fermentacdo endbégena de
trealose e glicogénio (ROTHSTEIN & BERKE,
1952), o gque provocaria a menor formacgdo de
matéria seca e portanto de glicerol.

Os teores de glicerol obtidos de
fermentagdes com quatro fontes de nitrogénio
podem ser observados na Tabela 5. A levedura
I1Z-1904 apresentou a menor formagcdo quando se
usou extrato de levedura (0,25 e 0,50%) e maior
guando foi utilizada 420 ppm de nitrogénio na
forma amoniacal e de uréia. Aumentando-se a
gquantidade de extrato de levedura ocorreu re-
dugdao no glicerol para as trés leveduras estu-
dadas. Este fato ocorreu devido ao maior forne-
cimento de aminodcidos com o extrato de levedu-
ra. HARRISON & GRAHAM (1970) relataram gque com
a adigdo de aminoacidos ocorreu menor formagao
de glicerol.

Com a adigdo de aminoacidos a levedu-
ra nado desviaria ag¢lcar para essa formagdo re-
sultando em menor produgdo de glicerol. Quando
se utiliza nitrogénio amoniacal ou uréia ocorre
desvio do &cido pirdvico para a formagdo de
aminodcidos resultando em alteragdo no balango
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de redox e assim ocasionando maior produgdo de
glicerol.

De maneira geral a levedura I1IZ-1904
apresentou a menor formagdo de glicerol enquan-
to que a levedura de panificagdo apresentou os
maiores teores nas condig¢des estudadas, prova-
velmente devido a maior atividade da &lcool de-
sidrogenase e menor atividade da glicerol-3-
fosfato desidrogenase como evidenciado por
RADLER & SCHUTZ (1982).
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