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LEVANTAMENTO DE LEVEDURAS OCORRIDAS EM FRUTOS MADUROS.

; . b » :
SUA_POSICAO §I$TEMATIQ§
Eng. Agr. Sebastiana Joly

1 - INTRODUCAO

A finalidade déste trabalho visa o cumprimento
de duas proposicoes:- a primeira e principal é submeter a jul
gamento da egrégia banca examinadora os resultados dos nossos
estudos parciais sobre o levantamento de leveduras que ocor--
rem em frutos da zona de Piracicaba; a outra é§éétisfazer uma
das exigéncias regimentais do Instituto Zimotécnico, qual se-
ja a defesa de tese para obtengdo do tftulo de Doutor em Agro

nomia,

As leveduras sao microorganismos cujas propri
dades fisiolégicas oferecem interésse a um grande ndimero de
setores da atividade humana, como soem ser, entre outros:-

1) - na alimentacdo humana e dos animais domes
ticos;

2) - em inddstrias de fermentagdo, como fato--
res de simplificagdo molecular;

%) - na patologia animal e vegetal, como agen~
tes itiolégicos;

i) - na ciéncia pura, como meio de pesquisas.

As leveduras contendo ergosterol constituem u=-
ma fonte de producdo de vitamina D, por i:radiagéo (39). En--
cerram, também, tiamina, riboflavina, écido nicotfnico, acido
pantoténico, piridoxina, biotina e acido para-aminobenzéico s
todos considerados como elementos componentes de vitaminas do
grupo B. Possuem, ainda, na sua constitui§5§, eleyado teor em
proteinas e quantidades relativamente grandes de cafboidratos,

gorduras e sais minerais (L3%).
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ﬁ,justamente‘por isso, que se tenta o seu uso

como complemento na dieta da alimentagdo humana, servindo-se -

de strains de Torulopsis uiiiis.para ¢sse fim. Leveduras irra
diadaé de ha muito sdo usadas na alimentacgéo dos‘animais do-~
mesticos, como fonte de matéfias nitrogenadas, especialmente
para o gado. ,

Segundo LEFEV?E (22) a levedura de cervelja, em
estado séco, poderad conter um minimo de 8% de agua. Esta humi
dade esté'naturalmente andicionada a0 processo e aparelhamen
to empregados na desidfafaggo‘ Desta percentagem depende a -
boa conservacao da levedura por um tempo mais ou menos longo.

Uma levedura seca, em condigaes ideais, apre~-
senta uma,composiggo qufmida que oscila relativamenie pouco
segundo a raga, meio de_cuituré e outros fatores. De um modo

geral, ela pode ser resumida nos numeros do quadro seguintet=

4 : !

Agua @ 6 6660660006060 0co00P0CLEGCEEPLES 8’0%
P R

Materias nitrogenadas eseeeseses 5750
4

N[atefias graxas ® P o o ® 9 00 g0 00 ¢ 00 5,0
Ao p ;

Materias minerais seeecscoessses (50

Mat., extrativas nao nitrogenadas 25,0

As substancias nutritivas originadas da levedu
ra de cerveja sao assimilaveis na proporggo de 90%. A composi

~ ] ) ’ N & :
gao dag materias que entram n4d constitui¢ab da leveduira cor--
A ‘ . v :
responde, de modo exato, as exigéncias da & limentacab humana
e animal.

Na opinido do mesmo autor (22) isto vem respon
der ao grande problema contemporaneo da carencia de alimentos
nutritivos ricos de proteinas e vitaminas, pois a levedura de

’ 3
cerve ja encerra esses elementos necessarios ao organismo em

quantidade apreciével. A levedura ¢ suficientemente capaz de

. ° h . . . .
substituir a carne gragas as proteinas e sais minerais que en

cerrae.



Outra forma~de aplicacfo industrial da levedu=-
ra séca é submeté-la a uma pressdo forte e elevada temperatu-
ra, resultando dai um prdduto seme lhante a matéria pléstica ’
muito duro e resistente: Quando insolubilizado por tratamento
especialjcbm formol, torna-se relativamente resistente a agéo
da agua quente e ao desgaste.

| Ha inumeeos alimentos fermentados para cuja fa
bricagéo\se aproveita a aggo de leveduras que trabalham, ora
isoladamente, ora associadas com bactérias. Esta pratica e co
mum entre os ﬁavaianos, Muitas bebidas sdo fabricadas com ba-
se neste mesmo prfncipio. E o caso do kefir, que e um leite -

rd
alcoolico, no qual se encontra o Saccharomycegs cartilaginosus,

o S.fragilis, muitos Torulopsis e muitas bactérias, dentre as

quais o Bacilus caucasicus (13)

Un tipo interessante de fermentacao ocorre com
a cerveja da Bélgica, Aqui hd interferéncia de duas espécies

de leveduras. A fase principal da fermentacdo se opera pelo

Saccharomyces carlsbergensis, seguindo=-se a secundaria gragas

a especies de Bbettano&yces. Esta dura de 6 méses a 2 anosi A

propriedade particular desta levedira ¢ converter parte do él
cool da cerveja em acido aéétidog produzindo um bouquet pecus
liar 4 bebida (31).

Na Mandchuria fabrica-se uma bebida alcoolica

denominada Sorgo, também conhecida por 5gua da vida. Desta be

bida SAITO (%) isolou um Z2gosaccharomyces ao qual deu o nome

F P .
especifico de mandshuricus.,

Do Pulque, bebida alcoblica muito usada no Me-
xico e fabricada com a seiva de Agéveas, GUILLIERMOND (37) ex

traiu uma levedura.

(%) Guilliermond, A
1920 -~ The Yeasts
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Na Argentina. na provincia de Salta e toda zo-.
na noroeste do pafs fabrica~se, com farinha de milho, uma be=-
bida fermentada denominada Chicha, de largo uso. Apesar do =~
seu baixo teor alcoélico, ao redor de 3 a li%, embriaga facil~
mente (L2).

Os povos que habitavam a Suécia antigamente ue
savam um alimento derivado do leite, de aspecto viscoso, sem
coagulaggo e de gSsto écido e muito agradével, a que davam o
nome de Taette. Déste leite fermentado foil isolado o Saccharo

myces taette, que apresenta duas variedades: o major e o mi-=

nor.

Algumas formas superiores de leveduras conver=
tem os carboidratos em matérias lipofdicas. Normaimente elas
produzem lipfdeos; sendo contudo em quantidades tao peduenas
que nao encontram aplicacao industrial. Durante a primeira
Guerra Mundial a Alemanha fez sérias tentativas para a produ=~

gao industrial de gorduras por intermédio do Endomycopsis ver-

nalis (3%9).
Modernamente sabe-se que o microorganismo pro=
’ :
dutor de gordura e @ Rhodotorula glutinis. assim como o Toru-

lopsis utilis o ¢ de proteina,

A levedura encerra notadamente disstases pro--
teolfticas, invértase, maltase e zimase. As diéStases proteo-
1iticas tém por objeto dissolver e digerir as materias protéi
cas mais ou menos complexas que contém os meios nutritivos. A
invértase, stcrase ou invertina, prcevoca o desdobrameontc hidro
1{tico da sacarose, convertendo-a em mistura de partes iguais
de dextrose e frutose (aqﬁcar invertido)., A maitase é suscep-
tivel de hidrolisar a maliose produzindo duas moléculas de -
glucose. A zimase segregada durante a vida anaerdbica da leve

dura desdobra a glucose em alcool e.COZ (2).



Gragas a isso ¢ Que as leveduras s8o largamen-
te utilisadas em confeitarias, indistrias de 4lcool, panar e
de xarope de mésa, dentre intmeras outras.,

Entre os insetos, na ordem dos Homégteros! O~-
corre uma levedura patpgénica que invade o sangue tornanhdo-o
branco leitoso. Leva o inseto a morte ¢ o mal ¢ transmissivel
por inoculagdo (39).

Os animais superiores ingerem leveduras junta-
mente com os alimentos., Muitas espééies passam intactas pelos
sucos digestivos dos animais e do homem e, por isso, sao en-
contradas nas suas fezess Outras, como as leveduras de bani:i
cagdo se deixam atacar por aqueles sucos e sao destruidas. U-

~ L ~ ; «
mas sao apenas trgnsitorias e outras sac constantes, funcio~--

nando como parasitos. Tal ¢ o caso do Saccharomyces guttulatus
que Infesta os intestinos dos coclhos, vivendo af como parasi

tos (39).
O Sacchagomyces piriformis, isolado do Ginger

beer, vive em simbiose com o Bacterium vermiforme, aiojando—n
se na bainha dessa bactgria, que parece destrulr alglma subsw
tancia nociva & vida da levedura (13).

’Hé, também,,as formas que parasitarh o homem =
causando micoses cutdneas e pulmonares (género Candida), me=~

¢ijo habitat ¢ a superficie

ninglte (Cryptocbccus neoformans

de frutos, endocardites (Candida parakrusei e C. Guilliermon~

di) . Outra micose humana ¢ a estomatite cremosa que faz mui-
tas vitimas entre crian¢as subewalimentadas ou em condigoes -
precérias de higiene, grassando em asilos, segundo dados da =
literatura medica antiga. Nos adultos se observa como um even
to final em certas moléstics como a febre tiféide, a tubercue~
lose ou processcs cancerosos. O patégeno desta micose ¢ a Can~

dida albicans (39).
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KRUG (18) relata ter encontrado o primeiro ca-
so da podriddoc do capulho do algodoeiro no Brasil, Esta moles
tia nfic tem sintomas externos vis{vels.sé ataca frutos tendo
como vetor os insetos. Fol pqimitivamente mencionada por PE=-
.GLION, em 1901, atacando as avelds, na ltalia. O microorganis -

4 ~
mo aqui encontrado deu origem ao genero Nematospora. A mesma

molestia foi posteriofmente verificada nas Indias Ocidentais
e na Califérnia. Mais tarde assinalada na Nigéria e outros
pafses e, finalmente; por KRUG constatada en}ré nés.

REDAELLI, CASTELLI e CIFERRI (37) isolaram le-
veduras parasitas do homem e de animais, partindo de amostras-

de leveduras de pao destinadas a panificacgdo caseira italiana.

Sdo elas dos generos Mycotorula e Blastodendrion. O pdo fer-

mentado com leveduras mistas dessa contaminacao nao é, toda=-
via, danoso a saude. Esta mesma levedura foi encontrada por
VERONA e CIFERRI (lLly) parasitando cenouras e causando seu apo

drecimento.

O mesmo CIFERRI (%) isolou o Saccharomyces pleo-
morphus de ananés em putrefacao, cuja particuléfidada inieres~
sante ¢ fermentar a sacarose mas nao 1/% da rafinose.

Recentemente se tem usado as leveduras para en
salar certas vitaminas. WILLIANS ¢ seus colaboradores afirmam
que um meio deficiente em tiamina e contendo toédas as;outraé
substancias essenciais a nutricao das leveduras, opeéa o de-~-
senvolvimento desses organismos na proporgdc direta das quan-
tidades de vitaminas adicionadas ao meioe. O desenvolvimento -
da levedura ¢ medido por centtrifugacdo (39).

rd ~
As leveduras dgeralmente ocorrem na materia orga

() Mrak, Phaff

1951, Taxonomy and Morphology of Yeasts
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nica, especiaimente nas de origem vegetal onde ha carboidra--~
o - ' ‘ o 4

tos. Muitas leveduras tem sido isoladas da exudagao de arvo--

res. HANSEN () isolou o Saccharomyces ludwigii e varias espé

e =
cies de Kloeckera da exudagao de carvalho, assim como todas -
as especies de Nadsonia da exudacdo de outras essénciasi: HAN=-

SEN isolou tambem a Pichia membranaefaciens da exudaggo gomo=-

sa do olmeiro.

GOIDANICK, CIFERRI e REDAELLI (12) encontraram
varias espécies de leveduras em polpa de madeira destinada a
manufatura de papel. Entre essas algumas jé eram conhecidas -
como parasitos do homem. A uma nova espécie deram o nome de

Mycotorula mucinosa.

MARCUS e NIETHAMMER (%) isolaram leveduras de
tecidos sdos de frutos e sementes, assim como BEISEL também o

fez de suco fresco de laranjas da Florida. O Saccharomyces -

rouxii tambem foi isolado de suco de frutos (13).

Os frutos passas sao comumente recobertos por
cristais de aglicar e uma ténue camada de substancia esbranqui
cada. Trabalhos de PAKER e MFAK (li) em ameixas e figos passas
procedentes da California revelaram que sdo células de Ievedgb
ras que conferem essa aparéncia brancacenta a superffcie dos
frutos conservados sob forma de passase.

WICKERHAN e DUPRAT (L7) isolaram leveduras pro
venientes de um suco de uva em conserva sob elevada pressdo -
gasosa, mas cujo sabor se apresentava altamente alterado e al
coolico. O gSsto denunciava a atividade presentec de Zygosac--

' : B
charomyces. Tratava~se de uma nova especle a que deram 0 nome

de 2. versatilis,

(%) Mrak, Phaff _
1951, Taxeromy and Morphology of Yeasts.
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A Hansenula subpelliculosa foi encontrada por

BEDFORD (5) numa mistura de actcar, 6vo ¢ ameixas sécas.

» f ol
Do agucar, durante sua manufaturacao, foi ex=

4
traido o Saccharomyces zopfi, na Saxonia.

De acordo com MRAK e MC CLUNG (28) foram isola.

o . . ,
dos varios géneros de leveduras de vinhos de diferentes esta-

gios de fermentaggo, tais como: Saccharomyces, Zygosaccharo=-

myces, Hanseniaspora, Debarycmyces, Pichia, Hansenula, Zygopi-

chia e Torulaspora.

NICKERSON (32) descreveu uma nova espécie de

Zygosaccharomyces, o Z. acidifaciens encontrada em garrafas
~ ~r Fd
de vinho destinadas a acidificagdo. Ndo foram ai encontradas

I d ~
as bacterias do genero Acetobacter como era de se esperar,mas

apenas leveduras. O teor de acidés do meio em Questgo avisinha
va=-se de 2,2 e, talvez por isto, nenhum outro'microorganismo
além de leveduras se encontrava ai presente. Pelo autor foram
feitas culturas monocelulares e, mesmo depois de L anos, ne-
nhuma variacio foi verificada. Nio houve formacdo de pelfcula
ou de anel, permanecendo o lfquido claro durante a fermenta=-
Gdo que se processava com moderada producdo de C02.

As leveduras podem ser isoladas do solo de vi-
nhedos e pomares, supefffcies de frutos doces e maduros como
'uvas, maGgas e citrus, folhas e outras partes da planta. Apare
cem no ar levadas pela poeira e veiculadas pelo vento, no cor
po de insetos e em grandes altitudes.

PRESCOTT e DUNN (%6) dizem que ocasionalnmente
sdo as leveduras encontradas em produtos de origem animal. To
davia, espécies do género Debaryomyces sdo comuns nos produ-
tos derivados da carne. Apesar disso, nio foi possivel até o
presente momento, estabelecer uma correlagdo entre a sua pre-

senca frequente com as atividades metabdlicas dessas levedu-
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ras. CASTELLI e SISANI () estudando conservas de carne veri=
ficaram que ha nas lingulgas aqueles microorganismos e que a
sua distribuicdo ¢ maior na periferia que no centro dos indu-
tos. Egperimentalmente verificaram aqueles autores que se¢ po-
de tornar o salame curado ém tempo muito répido, mergulhando-

. o~
se seu envolucro numa suspensao de Debaryomyces tyrocola.

SACCHETTI (#) estudou as leveduras dos quei jos

moles italianos encontrando Zygosaccharomyces casei e¢ 2. ver-

sicolor, aos quais responsabilisou as caracteristicas delica-
das désses produtos do leite. Esses mesmos micrcorgénismos fo
ram encontrados na manteiga, nos cremes ¢ mesmo no leite cone
densado.

As leveduras sdo constantemente encontradas -
nas salmouras de conserva de carnes, vegetais e frutos, for--
mando pelfculas nas superficies. A concentracao de sal nesses

produtos varia de l a 20%. Os Debaryomyces sfo o género que a

presenta maior tolerdncia aos meios contendo elevada percenta
gem de sal chegando, algumas espécies, a suportar até 2% de
concentracdo salina., Esta tolerancia diminue quando a cultura
¢ mantida em meio artificial por vdrios anos.

ETCHELLS e BELL (%) estudaram leveduras isola=
das de conserva em fermentaco. Encontravam-se elas em dife--
rentes profundidades do meio e ndo formavam peliculas. Verifi

caram que se tratava de Brettanomyces constituindo esta desco

, ~ L4
berta um acontecimento original, Jja que este género so tem co
mo fonte natural as cervejas.
PASTEUR demonstrou que frutos imaturos que sao

cobertos com algoddo, quando maduros ndo apresentam leveduras,

(%) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.
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HANSEN verificou que as leveduras permanecem -
latentes no solo sob a forma de ascosporos durante o inverno
e a primavera., O vento serda o Vefcuio qué as conduzem até os
frutos sobre os quais se dapositam; Os esporos encontrando;af‘
condiQSes‘propfcias, ao aproximar o vergo, germinam e ddo bro
tos para formar novds esporos na superffcie dos frutos madu--
ros.

Em oposigdo a estas afirmagdes, STARKEY e HENw
RICI (#) sdo de opinido que as leveduras sdo relativamente -
muito pouco frequentes nos solos. Eles trabalharam c;m varios
tipos de sSolos e em diferentes épocas do ano;‘Tendo encontrae
do quantidades tdo pequenas de léVeduraslforém‘persuadidOS‘ a
crer que ésses mocroorganismos naoc participam das modifica--
goes do solo. A iguais resultados chegou CIFERRI (%) duando
trabalhou com solos da Republica Dominicana. Ele supds que qé
lulas vegetativas de levedura postas no solo mofrem apés uma
semana. Tambéem NISSIN (%) pesquisando 10 solos de diferente -
constituigdo fisica ¢ quimica, tomados em L estacdes do ano,
encontrou leveduras de 50% das amostras trabalhadas. Concluiu
que o tipo de solo tem marcada influéncia sObre a ocorréncia
de leveduras, pols solos de pomar apresentam maior quantidade
désses séres, enquanto solos de pinheirais revelam menor quan
tidade.

As leveduras comumente se encontram no tracto
digestivo dos insetos, sendoc por isso provével sebem éles os
respénséveis mais diretos pela disseminacdo désses microorga-

nismos que o préprio vento. BERSLE (39) achava que o habitat

normal de muitas leveduras, inclusive o Saccharomyces ellipsoi-

(%) Mrak, Phaff
1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.
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gggg_é o tubo digestivo dos Digierqs. Tem-se demonstrado tam-
bém que as Llrveduras constituem a diecta alimentar de alguns =
insetos como as Droséfilas que se servem mais désses micfocr-
ganismos da superffcie dos frutos maduros que do seu préprlo
suco. As leveduras penetram as cavidades naturals dos insatos
e af vivem em aparente simbiose, sendo até'transmitidas pelo

ra
OVO. Sgo_particularmente os Homopteros os insetos para isso -

preferidos. As leveduras ficam contidas no tecido pseudo vite
lino de tal modo que, 2o microscépio, sg assemelham @ uma gl§§

dula. As espécies mais frequcntes neste tipo de simbiose sdo

as do género Schizosaccharomyces.
HOSTE (x) provou que a espéciec pinan désse gé-
nero de leveduras pode ser isolada regularmente do revestimen

to quitinosc dos escaravnlhos Dendroctomus e Ips asslm como -

da madeira atacada por cles. Estas leveduras apresentam uma -
caracterfstica interessante qual seja a de formar esporos do

aspecto de chapeu, que ndo € normal nos Zygosaccharomyces. Es

se autor rcssaltou a grande variabilidade na proporgao da es=
porulagdo nas diferentes cepas isoladas percebendo que ha uma
tendéncia para desaparecsr a faculdade de esporulagio. Outra
conclusdo a que chegou o autor é gue a associaggo constante -
verificada cntre os escaravelhos e essas leveduras ndo pode -
ser classificada como simbiose. E mais provével que esses in-
setos secjam os transmissores das leveduras que vivem associa=-

das a certos fungos como Czratostomella que infestam as madei

ras, na opiniao de RUMBOLD ()
WEBB (%) que apresentou um trabalho muito meti

culoso sObre fungos da ambrosia australlana relatou ter encon

(%) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.
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trado duas eSpécies de Endomycopsis que podem ser isoladas de
»

tunels de escaravelhos nessas arvores ou de larvas e adultos

désses insetos.

As leveduras do género Zygosaccharomyces sdo -

encontradas em néctares de flores bem como no mel de abelha -
mal conservado, ja em fermentacao, sendo pfovévei que as abe=-
lhas sejam a causa da contaminacéo intcial,

HALL, JAMES e NILSON (1) isolaram leveduras -
de xarope procedente da Ilha de Barbados, conservado em barris
por alguns méses, para posterior distribuicdo. Sobreveio ati-
va fermentacdo com grande producdo de gas e alcool,

SCHEGG ¢ WEIGAND (%) encontraram Rhodotoruyla e

Torulopsis em soluggo de dcido bérico a 3% quando examinavam

produtos farmacéuticos na Alemanha. Fato idéntico se deu na

Califérnia, quando foi isolada uma Rhodotorula de um frasco -

comercial de acido borico:- apresentava=-se em forma de sedi-=-
mento de cor rosada.

Os limftes ecoldgicos das leveduras séo muito
extensos, pois nas terras de maior altitude como no Himalaia

.

foi encontrada a Willia saturno por KLOCK, assim como nas a-

guas da oceano ¢ lagos por ZOBELL (x).

Os produtas da agéo das leveduras eram ja usa-
dos pelo homem primitivo. Em Génesis, o primeiro livro da Bf;
blia, ha referéncia ao uso do vinho; no segundo, o livro de §
xodo, ha mengdo dos paes asmos (pdo sem fermento) como elemen
to integrante de ceriménias religiosas. Depreende-se daf, que
era vulgar o uso do fermento no pao para consumo direto, An--

teriormente, isto é, T.000 anos A.C. jé se empregavam produ--

(%) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.
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tos semelhantes 4 cerveja na alimentacdo (1), O homem nao po=
dia governar os mistérios da fermentaggo porque os dom{niocs =
do invisfvel lhe eram indevassdveis. A despelto do incognosci
vel tinham os homens, contudo, uma iﬁtuiqﬁo da causa dos féné
menos cujo efeito estava a seu servigo, LINEU 35 supunha ser
a fermentagEQ produzida por organismos vivos (1). Nesta época
J@ havia uma nogdo da relagfo existente entre doengas, fermen
tagdo e putrefacdoc, Essa ideia reinante sé objetivou na espres
sdo de BAYLE (1626-1691) quando afirmou que a natureza das =
doengas s6 seria cqnhecida ao se desvendar as causas da fer--
mentaggo e da.putréfaggo,(l). Mais tarde, PASTEUR wverificou a
realidade da entdo suposta relagdo entre’doengas, putrefacio
e fermentagdo.Sendo de natureza microbiana seus aggntes, so
com o advento do microscépio cle consegﬁir provar a sua ideia,
Verificou a especificidade das acoes disses mizroorganismos e
a ¢le se deve orestabelecimento dos fundamentos do quimismo -
das fermentagoes (1).

Entretanto, quem primeiro viu as 1evedura§ foi
LEUWENHOECK (1). Seu sistema de reproducgdo fol demonstrado, -
mais tarde (1825), por DfSMAZIBRES, MITSCHERL;CH, CAGNIARD-LA
TOUR, KUTZING e SCHWANN (1). Bste 4ltimo foi quem verificou e
provou a existéncia de esporos nas céiuias de lévedura (1839),
cuja posigéo botdnica era muito incerta, érrando entre fungo
ou alga. Quando éle obmervou que as celulas de levedura pode-
riam formar novas células interiores e que estas eram libértg
das por rompimento da célula mie, entfo surgiu sua inclusdo -
no grupo dos fungos (45).

Mais tarde, investigagdes de SEYNES e REESS ég
finiram mais claramente a morfologia dos ascosporos. REESS de
monstrou que os ascosporos sdao produzidos por células de leve

duras de diferentes formatos e¢ que ecles germinavam por brota=
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mentoa. Coptudo, ¢le ndo tinha a vantagem dos métodos de culﬁg
ra pura e entéo indicou, em 1870, que leveduras que formam as
cosporos seriam um grupo especial a que &le deu o termo de

Saccharomyces originalmente sugerido por MEYER em 1837 para -

as leveduras de fermentagio. REESS (L45) achou o desenvolvimen
to dos ascosporos semelhante a certos Ascomycetos inferiores
e determinou os esporos de ascosporos, a célula mie de asco e

incluiu o génro Saccharomyces com os Ascomycetos inferiores.

Novamente PASTEUR (1) estudou as leveduras re=
sultando de seus estudos melhores conhecimentos sObre &sses -
microorganismos. Surge HANSEN (1) em 1896, que comegou a atri
buir um cunho e marcante sistemdtica nos estudos das levedu~
ras, os quais se estenderam por mais de 30 anos de exaustivos.
trabalhos., Posteriormente BUCHNER prestou sua contribuigdo va
liosa e cirntifica quando descreveu a g{m@§§.alcdélica.

Em 1909 GUILLIERMOND (15) comegou a esbogar a
linha filogenética das leveduras. EBle fundamenta suas opinices
nce fatos seguintes: os membros da famflia/Endomxpetacea -
produzem micé¢lio que dd origem 3 células semelhantes a leveduy
ra por gemagao ou fragmentacgdo do micélio em ofdios, e que =
produzem ascosporos por cenjugacio isogdmica de eélulas conti
guas no micelio, No géenero Endomycopsis as células semelhantes
a levedura sfo formadas por gemagadoc e ¢ uma simples transicéo
désse fungo para levedura de brotamento qué resulta o género

2Zygosaccharomyces, o qual forma ascosporos por conjugagﬁo Iso

" ~e »
gamica, mas nao produz micsglio.
~ .
A relagao das leveduras ascosporogenas com as

Endomycetaceae & tdo obvio que todos os micologistas a tem a=

ceito e elas foram classificadas geralmente como uma famflia,

Saccharomycetaceae, logo apés a Endomycetaceae as quais dife~
rem entre si apenas pela formagdo do micélio. STELLING-DEKKER
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e contrario & separagao destes microorganismos em duas fam{ -
. . £ L)
lias, uma vez que a diferenga entre elas e apenas na formagao
»

do micelio.

GUILLIERMOND depois apresentou um novo concei-
to da filogénese das leveduras, segundo duas linhas de descen

#
déncia: leveduras hapoblionte, que formam ascosporos apos a
-~ . ”n . ~ - . .

con jugacao isogamica ou heterogamica, as quais sao derivadas

das Endomycetaceae, da ordem Plictascales; leveduras diplobion

te e haplodiplobionte, derivadas das Exoascales, especialmente

! ’
atraves do género'TaEhrina.

=
Nas Endomycetacecae, os ascosporos sao formados

pela conjugagdo de duas células visinhas no filamento do micg
lio sendo, portanto, a fase vegetativa hapldéide. O zigoto dd
hascimento a0s ascosporos que sao dipléides@ Estes, na germi—
naggo, ddo micélio que, por sua ve~,podem dar origem a célu--
las como levedura, por gemagdo ou fragmentagao. Assim, GUILLL

ERMOND colocou nesta familia os géneros Schizosaccharomyces ,

,Zzgosaccharomxces, Debaryomyces., Nadsonia e Nematospora. Nou=

tros géneros,tas células vegetativas sao dipléides, sendo ape

nas os ascosporos hapléides, como no Saccharomyces Ludwigii
ou, ainda, os esporos e seus brotos sao haplo~dipldbionte CO=

~ 3 N
mo nos generos Saccharomyces e Hansenula, Estes generos foram

considerados por GUILLIERMOND como descendentes de Exoascales
ey particularmente, do género Ta-ghrinao
A concepgdo de GUILLIERMOND sébre a filogenese

das leveduras coloca o género Saccharomyces muito distante do

Zygosaccharomyces pertencendo & ordens diferentes de Ascomyce-

LOSe

wim————

STELLING-DEKKER faz ésses dois géneros apenas

sub-géneros de Saccharomyces. Justifica seu ponto de vista a=-

penas na scmelhanca estreita das expccies dz Z2ygosaccharomyces



com as especies de Saccharomyces na fisiologia e outros carac
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teres. A partenogenese ¢ comum nos Zygosaccharomyces e ocasig

nalmente observada nas leveduras do genero Saccharomyces.

WINGE e LAUSTSEN referiram due; de fato, o Sac-

charomyces pode ser cultivado em estado hapléidaj embora ten-

dendo a voltar 4 fase dipldéide pela formagdo de zigotos Isto

mostra que ha apenas uma leve diferenga entre o Saccharomyces

e o0 Zygosaccharomyces.

O que também comprova estas afirmacdes ¢ a ob-
tenggo de hibridos pelo cruzamento éntre espécies dos dois gé
neros referidos. Isto vem demohsfrar; evidentemente, que a ,;
distancia de parentesco nao ¢ grande

Em 1940, GUILLIERMOND supos a possibilidade da

relagido entre a levedura e os Ascomycetos.

rd 4
Ha uma evidéncia consideravel de relagao entre

*
as leveduras e¢ os Basidiomycetos, tratando~se das especies do

género Sporobolomyces.

A filogenese das leveduras anascosporogenas nao
pode ser determinada dé modo seguro. Consideram=-se como Ascomy-
cetos cuja capacidade de formar ascosporos se tenha desapareci
do.

O que ndo foi ainda verificado ¢ a relagdo das

. :
leveduras com os Phycomycetos, embora muitas especies de Muco=

rales deem aparecimento a brotos de células semelhantes a le-
vedura quando crescem em cultura submersa e ¢ também notavel
que tais espécies produzam igualmente uma fermentaggo alcoé{i
Ca,

Em suma, as leveduras tem sua filogénese nos -
fungos, dos quais descendem atraves de vérias ordens,

Essas sdo razoes mais que legftimas para justi

ficarem a coeréncia do objeto desta tese de doutoramento, a
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qual se enquadra perfeitamente bem dentro das finalidades do
Instituto Zimotécnico, cujo roteiro mestre ¢ mostrar, fomen-~-
tar ¢ estimular a zimotecnia no pafs, bem como outras formas
de indistrias ou pesquisas cientfficas com base nos microorga
nismos. Pelo menos ésse ¢ o nosso pensamento.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O material que nos proporcionou elementos para
esse trabalho foi colhido nos préprios da Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queiroz", da Universidade de Sao Paulo ,
notadamentc pomares e parque contral,

2.2 Meios de cultura usados,

Os meios de cultura usados nos diversos ensalos
foram os constantes da lista abaixo especificada.

a.) - Meio de Laurent, para isolamento;

b) - Meio para formacdo de micélio;

c) - Meio para zimograma dos hidratos de carbo
nog »

d) - Meio para estudar a utilizacdo do etanol
como unica fonte de carbonos
e) - Meio para o auxanograma do nitrogenio;
f) - Meio para o auxanograma dos acucares;
g) - Meio para a formacio de pelicula;
h) - Meio para a producdo de éster;

i) - Meio para producdo de acido;

Y TR s R N P,

d *
J) - Meio para a mensuragao das cglulas e sua
»
forma tipicag

k) = Meio para producao de compostos ami ldceos;

[

1) - Meio para a coagulagdo e peptonizagao do =
leite;
desdobramento da arbutina;

desdobramento da asculinaj

m) - Meio para
n) -~ Meio para
o) - Meio para desdobramento de gorduras;

P) = Meio para

®» O O ©

producdo de ascosporos.

2s3 Coleta das amostras
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Todas as amostras foram colhidas com observan-
cia rigorosa da técnica e assepsia.

" Foram usados vasos de Bohémia esterilizados, -
com boca fechada com guardanapo de algoddo. Os frutos foram co
lhidos em perfeito estado de maturagdo, sadios e de bSa aparen
cia, com aux{lio de pinga e escalpelos flambados antes e de-=-
pois da colheita de cada fruto. Esta foi feita diretamente da
arvore ao vaso, evitando o contacto dos frutos com as mdos.

Os vasos eram imediatamente etiquetados apés a
colheita para identificacdo da procedéncia das leveduras, con
tendo lugar, hora e fruto.

| As amostras apds chegadas no laboratorio ~eram
normalménte trabalhadas imediatamente. Quando ndo, conservavam-
se em geladeira a uma temperatura constahte de Lec.

2.lL Isolamento das leveduras

Vd I d 4
Ha varios metodos preconizados para o isolamen
-~
to de leveduras partindo-se de frutos maduros. Dentre eles po
deremos destacar:-

) - enriquecimento;
) - semzacgdo direta;
o~ I d
) - semeacao da agua de lavagem;

.- 0 o o

- incubacdo direta.

2.ltel Método de enriquecimento

Este metodo consiste, em grandes linhas, em in
troduzir uma porgdo do fruto num meio nutritivo adequado ao
desenvolvimento do microorganismo em aprégo, incubando~o, a
seguir, a 28°C durante ;8 horas (26).

Ensaiando éste método usamos como meio nutriti
vo, 0 meio lfquido de Laurent, em frascos de Erlenmeyer de =
250 m?, incubados a 28°C durante L8 horas.,

O 1ldeal seria usar neste ensaio o meio de male

te 1{quido pois éle é que se apresenta mais propicio para a
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nutrigdo e decorrente desenvolvimente das leveduras, Nfo o £l
zemos pela dificuldade de obtenggo,da materia prima hbﬁmefca;
do, obrigando=-nos ao emprégo do meio de Laurent mesmo com as
falhas Que ocasionalmente pudesse trazer consngi

Ao invéé de usar apenasyum fragﬁénto do fruto,
como ordinériamente se reeomenda, pafeceu-nos meihor O seu a=
proveitamento integral com a finalidade de capt&r a$ células
de leveduras localizadas em tdda a regifo externa do fruto, =
bem como as que porventura se encontrassem no suco. Por issé,
achamos melhor seccionar os frutés ihtroduzindo«os tota lmente
no frasco contendo o meio de cultura lfquido.

O meio de Laurent apresenta a seguinte compo{&
¢do: |

(NHEIZ2SOL seeseviieeniin L7l g
KAPOL 4éeveceacanvonconaes 0,75 ¢
MOSOL eeeveevencaceoasoas 0,10 g
Agua destilada ¢ecassssse 1,000,000 m!

21,2 Método de semeacdo direta

O metodo de semeagdo direta consiste em passare
se o fruto sdbre o meio de mosto de malte-dgar e incubar~se, a
seguir, durante ;8 horas a 28°C,

Neste metodo apenas as celulas da superffcle do
fruto sdo retiradas, nao se conseguindo isolar as que se ocul
tam nas rugosidades do pedﬁnculo ou do célice, quando persis=
tente: Além disso ha a agravante de grande contaminacdo de fun
gos, cujo desenvolvimento répido suplanta ao das coldnias de
leveduras, impossibilitando assim seu aproveitamento por repi
cagem.

Ensaiamos éste metodo sem resultado, cuja apli
cacdo para frutos grandes ¢ impraticdvel.

2.h.3 Método por semeagao da égua de lavagem dos frutos

# L4
Neste caso lavam=-se os frutos com agua recem des
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tilada e as aguas resultantes ¢ que se empregam para semeacio
em caixas de Pétri, as quais serdo postas em incubagdo a 28°C
durante 148 horas (26).

Tentamos também éste processo inlmeras vezes,
sem resultado apreciével, pelas mesmas dificuldades e inconve
nientes citados no processo énterior, notadamente & grande
contaminagdo do meio de cultura por fungos.

2.lalt Método de incubacdo direta.

Por inicistiva propria experimentamos passar
os frutos por um liquidificador e incubar o lfquido resultan~
te a 28°C durante ;8 horas. '

Nao fomos felizes em nossa tentativa porquanto
novamente os inconvenientes anteriormente citados aquf apare=
ceram com igual e mesmo maior intensidade,

Deente dos resulttados obtidos em nossos primei
ros ensaios resolvemos optar pelo primeiro método citado por~
que, por éle, tddas as leveduras da superficie exteraa do fru
to s@o recolhidas e posteriormehte isoladas. Embora as levedu
ras internas sejam também aproveitadas neste caso, esse fato
nao invalida a nossa tese, pois nao G incompatfvel com a natu
‘reza déste trabalho em que nos propuzemos a estudar as levedu
ras que comumente ocorrem em frutos maduros da zona de Piraci
caba,

Em meio lfquido se consequs ﬁerimir os prejui-
z0s consequentés das contaminach~s por fungos, possibilitando
um isolamento em caixas de Pétri e ulterior separagdo das co=
1onias de aspecto diferente.

2.1.5 Técnica scguida

Servindo~-nos do método de enriquecimento proce
demos dentro da seguinte técnica.

Praticamos Apénas tma passagen em caixa de Pe=
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tri, realizando d“matodo de diluigao em série até 11200.000,

para conseguir colonias bem distintas. Posteriarmente fizemos
culturas unicelulares péra absoiuta‘pureza das culturas, pos-
to que contradizendo LODDER e VAN R1J (24) que admitem cara~

ter de purega para culturas isoladas em caixas de Petri com‘
algumas passagens. O alvitre desses autores por nos_ioi prati
cado apenas para confirmagdo da pureza das culturas unicelula
res adrede executadas,

Adotamos o sistema de LINDNER, cuja priorldade
se deve a HANSEN, construindo a c?mafa tmida com um anel mepg
lico aderente 4 1dmina por @eio de parafina. A lamfnula, com
as gotfculas do meio de cultura contendo células de levedura
éra invertida sdbre o anel ﬁetgliéo; previamente untado com va
selina, com a finalidade de veddt a evapofaggd, impedir o se=
caménto do meio e evitar qualquer cohtaﬁinaggo.

Em geral as culturas sdo acompanhadas de(bacﬁé
rias trazidas dos frutos, Por isso mesmo, é imprescindfvel a
sua purificaggo antes de se tentar qualquer teste que oferega
possibilidade de classificagdo sistemdatica.

Para isso, um dos meios mais acOmsglhéVeis ¢ o
de RAULIN, incubando-se a 25°C durante 3 a 5 dias, Depois, =
far-;eué uma segunda passagem, se ainda subsistirem bactérias,

Ensaiamos éste meio durante os nossos trabalhos
mas sem resultados puito positivos. | |

PIJPER estudon as leveduras de escarros de bron
camicoses e adotou como seﬁdo o meihor na purificagao de suas
cultufas, um meio dcido (19) preparédo nas seguintes condigoes:

Peptona s o encecepee l0,00g ;
Extrato de carne ... 5,00 ¢
Agua desti lada “aoee 1‘000,00 m1

Junta=se HC1 0,1 n até Qué % gotas(de uma solugﬁo a 0,05% de



by =

cristal violeta adicionadas a 5 ml do meio se torne nitidamen
te azule

Ensaiamos éste meio e encontrando certa difi--
culdade na obtengao da reagdo exata preconizada, introduzimos
uma ligeira modificagao no modo de preparar este meio;"qué foi
por nos seguido daf por deante. A modificaggo introdﬁzida foi
a seguinte: a reacgdo final acima proposta corresponde a pH 3,8,
Isso nos autorizou a adotar ésse teor de aclidez na preparaggo_
do meio de zultura. Qs resultados foram constantes, mais segue
ros e a prética de preparaggo simplificada,

ﬁsse meio d; cultura proporciona nﬁtriqgo sufi
ciente para as leveduras cuja tolerancia maxima ao pH ultr;pag
sa équele timite. Uma s6 passagem por ésse meio acido quﬁsi -
sempre elimina as bactérias, deixando a levedura pura. Nos ca
sos de insucesso, uma zegunda passagem por éste mei& depois de
alguns dias da primeira tentativa, garante pureza ihtegral de
leveduras

2,5 Identificagdo sistematica

Segundo JELINEK (16) o melhor método para clag
sificar leveduras ¢ por meio de reagoes serologicas. Fundamen
ta suas razoes na grande variabilidade entre os microbios, a
qual ¢ muito mais pronunciada e em qualquer outro organismo
vivo. Esses séres mudam suas formas e fungdes com relativa fa
cilidade, dificultando sobremaneira sua classificacgdo. A in--
constancia dos caracteres celulares ¢ tal que és formas aber=
rantes predominam com frequéencia sobre as normais, tornando a
classificacdo precaric. A constituigdo antigenica das'células
deve ser sujeita tambim a variagdes do mesmo modo Gue suas =~
funcoes e forma. A esﬁecificidade constitucional seria mais =
rfgida e mais constante que a mOrfoIégica e funcional.

Sdo hiyéteses que este autor étribue como pere
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feitamente admissiveis. O préprio BENHAM afirma ser o metodo
serolégico superior aos demais em que se empregam provas de
fermentacdo, colonias gigantes, etc.

Todavia, uma classificacdo estrita nao pode ser
feita ainda deante do estado atual dos conhecimentos a &sse
respeito. |

SCHULTZ e POMPER (%), em 1948, experimentaram
uma comparagao dé diferente assimilacgio de.aminouécidos, com
o objetivo de uma classificagdo taxondmica .

Depois, em 1950, SCHULTZ e MC MANUS (%) optaram
pela adogao do uso do enxofre para diferanciagac das espécies.

Também,o uso de vitaminas com a mesma finalida~
de foi tentado por SCHU.TZ e ATKIN (x), em 1947.

| Todos &sses métodos sdo temerarios para se in-
troduzir atualmente pois carecem de uma confirmagdo que $0 po
de ser oferecida quando generelizados para todas as espécies.

Deante disso, resolvemos optar pelo método de
LODDER e VAN RIJ (2) autoridades mundiaimente conhecidas no
campo cientffico, intensamente citadas em todas as obras dfgnas
de mencao ¢, pela atualidade com que abordam o assunto, consti
tue seu método um padrdo de classificagao, A natureza do nosso
trabalho exigia a escolha de um metodo de classificagdo déste
Jaez.

Posto que essas assergdes sejam veridicas, pare
ceu-nos mais judicioso um ecletismn de mitodos, por razoes tal
vez muito pessoais que resultaram de insistentes tentativas na
realizacdo dos diversos ensaios. Essa disposicdo se firmou de
modo difinitivo deante da opinido abalisada do professor egfpcio

SHEATA, notavel especialista em taxonomia de leveduras, que o=

(%) Lodder, Kreger-van Rij
1952. The Yeasts
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ra empresta sua colaboragao a Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras da Universidade de S3o Paulo e ao Instituto Zimotécni
co, Sao de sua autofia numerosas alteragaes que aparecem nesta
tese, em lugar competente.

Os ensaios para identificacdc sistematica das
leveduras por nds isoladas foram aplicados segundos:

a) - a fislologia

wve

b) - a morfologiag

c) = os caracteres morfologicos culturais das leveduras,

2.5.1 a) - Fisiologia

A fisiologia assim como a morfologia sao as ex
Cd 4
pressoes maximas da potencialidade do organismo.

2eHelel Formaggo de pelfCula em meio 1fquido

O meio preconizado comumente para isso ¢ o glu
cosado a 2% e peptonizado a 1%. Este meio proporciona a forma
g§o de pelfcula porém, a nitidez nio ¢ perfeita, O mais acon=-
selhavel ¢ o extrato de malte, adotado atualmente como padrdo.
Introduziu=-se uma pequena modificaggo na técnica comum de pre
paro déste meio segundo SORIANO (hl). Esta modificaggo refere=
se a prova de hidrolisaggo do amido, durante o preparo, usan=-
do-se o iodo, que produz, a frio, reacao de colbcaggo caracte
ristica.

Ha strains de leveduras tipicas quanto a forma
ggo de pelfcula como as isoladas por CRUESS e HOHL (7) de vi-

3 - ’ - . o .
nhos originarios da Espanha como o Spanish Sherry, assim como

de vinhos francéses. As leveduras espanﬁolas sdo de acdo for=
temente oxidativas sdbre o alcool e o acido acético do vinho.
Elas conferem um bouquet caracteristico e um aroma de vinho -
fing.

A formacdo de pelfcula tem significacdo biold-
gica, segundo LANGERON e GUERRA (20) pois ¢ carater de aerobio

2 2 . 2.
se, Jja que se desenvolve na superficie do liquido. Entretanto,
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aparece tambem em atmosfera pura de C02, Conclue~se, dai, que
’ » . A ‘o i ‘N
ha outros fatores operantes alem do oxigenio na sua formagao.
Prova=se isso pelo aparecimento de um veu membranoso em tubos

de fermentagdo de Candida albicans, quando o tampado de parafi

na foi empurrado para o alto, no método de GUERRA, alias mui-

2.
to sensivel,

P 2 ~
Os generos que formam pelicula sao: Hansenula,

Pichia, Zygopichia e Debaryomyces (leveduraé ascosporégenas)

e o Mycoderma ( levedura anascosporogena ).

Crescem como escuma na superffcie do meio 1{-
quido e tendem a ser oxidativas mais que fermentativas na de=-
sassimilagdo de agﬁcares. Sendo fermentativas elas produzem
pouco élcool, tendendo a produzir Considerével quantidade de
éster, Muitas delas utilizam o alcool rapidamente e pode ser
causa da decomposigdo das bebidas fermentadas, ou pode contri
buir para o desenvolvimento do sabor especial como em sherrye.

LANGERON~GUERRA (20) descrevem com bastante de
talhe os diferentes tipos de pelfcula.

SHEATA prefere que a observagao vé apenas-do -
lie ao 142 dia, com anotagles diarias sGbre a cor, espessura e
aspecto, usando-se tubos de cultura de 200x22 mm, com 15 ml ;
de extrato de malte, enquanto LODDER prescreve Qbservaggo do
32 ao 30 dias.

O primeiro critério ¢ mais razoével, conforme
nos foi dado observar. E que no intervalo decorrente entre as
observagoes do ¢ dia e do 302 alguma alteragdo do primeiro -
aspecto costuma ocorrer, ficando deficientes os detalhes que
se manifestam nesse lépso de tempo, como modificaggo do véu -
mucoso & membranoso (20) ou sedimentagﬁo da pelfcula. |

Para tornar mais completas as observagaes re=-

3 ~
solvemos adotar no Instituto Zimotecnico a opiniaoc daqueles =
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autores e realizar as anotacoes do L2 ao 142 dia e depois no
502,

2.5.1.2 2imograma dos hidratos de carbono

O termo fermentacao veio do latim, do verbo -
ferveo, interpretando a efervescéencia causada pelo desprendi=-
mento gasoso durante a fermentacdo alcoolica na fabricacido do
vinho. PASTEUR definiu a fermentagio como vida sem oxigénio.
Este fendmeno, mais tarde, téve interpretagdo segura quando
se classificou fermenﬁaggo como fungao em que varias substég
cias sao aceptoras de hidrogénio, enquanto respiraggo c ape--
nas o oxigénio que ¢ 6 aceptor de hidrog@nio‘libertado no pro
cesso enzimatico. Isto, apenas de um modo geral, pois ha fer-
mentaqgo oxidativa em que 0o oxigénio ¢ usado como aceptor (fe£
mentacdo do dcido lactico ¢ fermentacdo do acido oxdlico) e,
em outros casos, certas substancias, especiaimente aldefdos,
agem como aceptores, chamando-se entao fermentacdo anoxidati=-
va (17).

A respiracdo e a fermentacdo sdo processos ca=
tabolicos promovidos por enzimass \

Ja GUILLIERMOND (13) afirmava ser a fermentaggb
apenas a primeira fase da respiraggo, em que esse fenomeno ¢
‘apenas intramolecular, operandosse em auséncia do oxigénioQ “-
Neste estégio o carboidrato se desdobra em alcool e co2; no
segundo estagio, ¢ alcool é oxidado em Agua e gas carbdnico.

A fermentaggo, como propriedade fisiolégica, e
usada para a sistematica das leveduras.

Pafa o estabelecimento do zimograma pode-se em
pregar: b

a) - o sacarometro de Einhorn;
b) - o tubo de Durham;
c) = o tampao de parafina.



Segundo GUERRA (19) que adota a Gltima téenica,
esse processo é o mais sensfvel porque toda superffcie lfquida
fica sugeita a um contrdle. A menor bolha de gas desprendida a
prisiona=se sob a parafina que passa a funcionar como um pis=-
t50, ndo escapando 4 percepcdo a marcha do fendmeno, uma vez -
que éle fica registrado pela maior ou menor altura do tampao -
de parafina. GUERRA usa neste ensaio uma soluggb peptona Cha~
poteaut a 1%, com adigdo de 2% dos acucares desejados. Este -
meio ¢ de uso mais ou menos generalizado (27),

SHEATA ¢ de opinido que a peptona ndo se pres-
ta para esta finalidade. E que sendo capaz de nutrir as leve=
duras, elas deixam de fermentar os agﬁcares presentes. Deve-se
empregar levedura autolizada que nao contém carbono para o de
senvolvimento, porém, ¢ rica em nitrogenio, sais minerais e
fatores de crescimento (31).

A levedura autolizada prepara-se da seguinte -
maneira: mistura-se uma parte do fermento prensado de padaria
com uma parte de 5gua, incubando-se a mistura por 3% dias a
55°C. A seguir, ferve-se por alguns minutos e filtra-se atra-
ves de um filtro de terra de diatomdceas (hyflo super=cell ou
standard super-cell). O filtrado representa estritamente a le
vedura autolizada. Dilue;se com 9 partes de 5gua de torneira
e Jjuntam-se 2% do agﬁcar a ser ensaiado. Para o caso especial
da rafinose deve=se usar L%. Distribue-se nos tubos de cultu-
ra, tampona=se e esteriliza-se a uma atmosfera durante 15 mi=
nutos. |

O estrato de levedura ndo serve para éste en--
saio porque o fermento prensado encerra trealose soltvel como
carboidrato de reserva. Bste pode falsear os resultados, dando
uma fermentacgdo positiva. S6 a autllise ¢ capaz de destruir a

quele carboidrato (6).
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Os tubos de Durham asseguram fresultados apre=-
cidveis. Resolvemos modificar o tamanho padrio désses tubos
que ¢ de 10 x 75 mm, para 10 x 45 mm acolhendo a ideia de SHEA
TA . Obtivemos, daf’por deante, Eesultados muito mais concafdes{
é‘que os tubos captadores de ggs de menor tamanho conduzem a -
um resultado mais sensivel porque uma fermentaggo fraca exerdce
pequena pressdo, as vezes insuficiente para levantar o tubo e
captar o gés. Podemos dar um apbio integral a essa sugestdo,
baseados na realidade do fato em tentativas anteriores. A ado
gao dos tubos de Durham é ho je prética de rotina em nosso la=
boratorio.

Os tubos de Einhorn foram postos fora de cogi-
tacdo porque nio sio muito sensfveis ao desenvolvimento gaso-
so (6),

Ha uma constdncia no poder fermentativo das le
veduras, podendo diminuir com a idade, porém, sem transforma=
Gdo ou perda (20).

Segundo as leis de fermentagdo de KLUYVER~-DEK-
KER ¢ necessario o emprégo de glucose, lactose, maltose, saca
rose, galactose, rafinose e, as vezes, inulina para o estabe-
lecimento do zimograma dos hidratos de carbono. A arbutina ¢
usada por DIDDENS e LODDER e a asculina por STELLING-DERKER.

A arbutina é um glucosfdeo derivado da hidro-
quinona e a asculina um glucosfdeo derivado da asculetina. -
Quando a levedura age positivamente, por hidrélise, liberta -
a hidroquinona e a asculetina. Estes agem sdbre os idnios fer
ricos conferindo uma cér marrom ao redor das coldnias de lévg
dura. A observagao, neste caso, deve ser feita ad 2e, Lo e
68 dias., |

Empregamos nesta prova o meio indicado por MRAK

e PHAFF (31), cuja formula se vé em continuagdos



Férmula para & hidrolise da arbutina

Levedura autolisada esee... 10,0 %
GlUCOSE seeesevevpeccessacs 0,l
Arbutinag cecvesessssssceces 045
FEC13 sueiereansoonasnsases 0,001

4 R
. AQAr seveccsesaciesasesesas 2,0

Formula para a hidrdlise da asculina

Levedura autolisada seeeces 10,0 %
GlUCOSC eeesscscnscsssenses Uyl
ASCUIING eeesvecoccoansooas 0,5
FEC13 vevevsnssnsconsansans 0,001
Agar tessssessssesssessssse 230

Em ambas as formulas esteriliza-se por 30 minutos a 1/2 atmos
fera de pressdo para reduzir, ao minimo, qualguer decomposi-~
¢do pela agio do calor.

A fermentagao dos carboidratos nada mais ¢ se=
ndo a manifestacdo sensfvel de uma funcdo bioldgica das leve-
duras. Alguns desses microorganismos sao capases de elaborar
o complexo enzimético (zfmase) para fermentar as‘hexoses, ens=
quanto outras ndo teem essa faculdade. Resulta désse fato se-
rem as leveduras zimaticas ou azimdticas. Entretanto, os holo
sfdeos s0 podem ser fermentados quando hidrolisados. Pela a-
Gio das hidrélases resultam, consequentemente, agucares dire-
tamente fermentiscfveis. Hé leveduras habeis para a elaboragao
das carbofdrases, as quais sao especfficas pafé cada holos{deo.
Acresce, em consequencia déste fato, que as ieveduras podem -
ser zimgticasﬂsimples ou zimato-oxidésicas. Isto equivale di~
zer que a prova da glucose e indispensével e decisivaa devendo
ser praticada a priori, pois dos fésultados obtidos ter~sé-5
indicagdo para o prosseguimento para as provas dos demais aqﬁ
cares,

Operamos com 6 agticares, de acérdo com a prati

[ 4 ~
ca comum e de rotina na sistematica. Foram eles: glucose, sa~
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carose, maltose, lactose e rafinose.
A fermentacio déste triolos{deo apresenta carac
teres particulares. Algumas leveduras o fermentam parcialmente
porque, apés a hidrdlise que despolimeriza a rafinose em ffu»
tose e melibiose, s6 ¢ fermentada a frutose pelo complexo en~
zimatico. Neste caso, fermenta apenas 1/3 da réfinose. Outras
apos ésse primeiro desdobramento sio capases de hidrolisar a
melibiose, com formagﬁo de glucose e galactose, atingindo as-
sim os termos mais simples para uma fermentaqgo completa, Em
casos taros a levedura fermenta apenas a glucose, ffcando a
galactose inatacada (l47). Este fendmeno se da com o Sagcharo=

myces versatilis. Diz-se que houve fermentagdo de 2/% da rafi

nose. Usa=se 0 aparélho de Van lterson Kluyver que acusa quan
titativamente a fermentagao da rafinose.

WICKERHAM (L46) adotou uma tecnica diferente pa
ra averiguar exatamente quando a levedura fermenta apenasyl/}

da rafinose. Cessando o desprendimento do C02 pela levedura -

em estudo, faz~se inocular o Saccharomxcés carlsbergensis que

fermenta energicamente a mellbiose. Havendo desprendimento ga

soso significa que a levedura em questao apenas fermenta a¢

frutose« Se, ao contrério, nenhum desprendimento gasoso se dé,
e porque a levedura em apr&go fermentou também a melibiose.

| SKINNER e BOUTHILET (l40) usaram outra tecnica:

inocularam primeiro o Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoi-

gggg.yDepois da fermentagdo da frutose fizeram esterilizar no
vamente aquele caldo para af inocular as leveduras desconheci
das cuja capacidade para fermentar a melibiose ¢les queriam -
conhecer.,

Em nosso trabalho dispensamos o uso do sacaro-
metro de Van Iterson Kluyver, pois julgamos nao se tratar de

um detalhe indispensével na sistematica.
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Déste modo decorre imediatamente a evidéncia -
da relagdo fntima entre o poder fermentativo da levedura com
a taxonomia.

LODDER faz observagdes da fermentacdo até 0
102 dia. Em nossos trabalhos o fizemos extendendo as observa-
coes até o 152 por analogia com o método de SHEATA.

2.5.1,5 Auxanograma dos agucares

Outra propriedade bioldgica das leveduras ¢ a
utilizaggo dos hidratos de carbono. Bles sdo parcialmente gas
tos na respiragio e na sintese do material celular. Os carboi
dratos sdo, portanto, usados na fungdo catabolica e anabblica
désses microorganismos.

Mesmo na fungao anteriormente examinada, a fer
mentagdo, que ¢ essencialmente catabélica porque é a primeira
fase da respiracdo, opera=-se concomitantemente a sintese celu
lar. Nessa fungdo, a levedura consome, aproximadamente 30% da
glucose, e 70% désse substrato ¢ transformado em C02 e etanol.

Todos os agucares fermentisc{vels sdo assimild
veis, porém a reciproca nfo ¢ verdadeira (2l).

Foi BEIJERINCK, em 1889, quem introduziu essa
pratica. DIDBENS e LODDER modificaram mais tarde a teécnica an
terior ()

OKUNUKI (19%1) usou meio sintético com dgar em
tubos de ensaio. Empregou 16 fontes de carbono, incubando 5
dias péra observar o desenvolvimento. Experimentou a capacida
de das leveduras para utilizar 5 acidos orgdnicos. Determina-
va a quantidade de acido consumido por titulagdo apés 35 dias

().

() Wickerham, Burton
1948, J. Bact. 56 (3): 363=-371
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ZIKES (1906) usou meio liquido. Incubavam-se -
culturas por l semanas para ent§o observar o desenvolvimento
(%).

REDAELLI e CIFERRI (1929) usaram um meio neu--
tro de Raulin contendo 1% de carboidratos, alcool ou acido, -
com pH determinado. Apés 10 dias faziam a centrifugacgao da cul
tura para verificaggo dd desenvolvimento (x).

BEDFORD ( 1942) empregou um meio liquido que per
mitia o desenvolvimento apenas para algumas espécies (%).

A técnica mais em uso consiste em empregar um
meio sintético sélido, vertido em caixa de Pétri sébre uma -
suspensdo de levedura preparada recentemente. Apés a solidifi
cagao désse meio, distribuem=sec os agﬁcares em zonas conven--
cionadas. Incuba-se a 25°C. No 2% dia pode=~se realizar a lei=-
tura dos resultados. Quando éste for pouco nitido ¢ necessa--
rio repetir a prova,

Algumas espécies ndo oferecem, de pronto, um -
resultado catisfatorio. Neste caso, costuma-se usar o meio 1i
quido adotado por WICKERHAM e BURTON (xx), especialmente para
certos agﬁcares como galactose e lactose, para os quais a le~-
vedura tem necessidade de adaptacgao (51).

LODDER ”2lL) prefere oferecer a éstes strains -
um meio com lactose e galactose, segundo o caso e, tambem a
glucose. Apés alguns dias retirafse a cultura daquele meio =~
por centrifugacao. Julga entdo LODDER que a levedura esta apta

. 4
as provas comuns de auxanograma em caixa de Petri.

(%) Wickerham, Burton

1948. J. Bact. 5f (2): %6%-371
(#%) Lodder, Kreger-van Rij

1952. The Yeasts
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Outros autores submetem a cultura a um meio sin_
tético com a finalidade de obrigar a leﬁedura a dispor de suas
reservas de carboidratos (L8).

Qutra tecnica que pode ser aplicada nesta prova
¢ a de caixas de repeticdo, cuja ideia LIDERBERGS teve a pri-
mazia. Atualmente foi adatada por SHIFRINE, PHAFF e DEMAIN -
(38) para estudar a assimilagdo do carbono pelas leveduras. -
Neste metodo ha economia de material, assim como de tempo dis
pendido pelo operador, pois uma caixa de Pétri compor ta ate -
25 culturas. Em linhas gerais consta o método do seguintes i=-
nocula-se primeiro uma caixa com as culturas desejadas, Quan-
do estdo iniciando o desenvolvimento faz-se comprimir um blo-
co de madeira recoberto com flanela contra essa superffcie de
aéar com as microculturas, de modo a se ter impresso no teci-
do a se;ie desejada. Isto wvae servir para estampar outras cai_
xas com diversos carboidratos.,

Ao que parece ¢ uma técnica muito engenhosa pa
ra os fins colimados e que apresenta bons resultados em con--
fronto com as placas auxanogréficas ¢ com o0 meio lfquido de
WICKERHAM.

Para o auxanograma de BEIJERINCK € necessario
um meio de cultura muito purificado, devendo o‘égar ser pre--
viamente lavado. Déste modo a levedura se ressente, encontran,
do certa dificuldade para se desenvolver, Faz-se mister a adi_
gao de extrato de levedura como fator de crescimento ou uma
mistura de vitaminas.

SHEATA usa o meio Difco Nitrogen carbon base -

para o auxanograma dos agﬁcarés. Os resultados sdo nitidos.
I'd 3
A tecnica preconizada manda que as caixas se=-
Jam incubadas a %0°C por 2 a 448 horas afim de exudar comple=~

tamente a agua de condensacdo para ndo dificultar o trabalho.
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Aconselha tambem deixar as caixas abertas em estufa por algu-
mas horas com o mesmo objetivo, antes da distribuigéo dos a=-
Gucares. Esta pratica favorece muito a contaminagdo. Outro re
curso ¢ aumentar a concentraggo de égar ou colocar papel de
filtro sob a tampa para absorver os vapores condensados..

Estes detalhes podem ser alienados da prética
desde que se opere com um meio de consisténcia suficiente e
nao se deixe o agﬁéar,de uma determinada area atingir a deli=-
mitada por outro.

Em nossos trabalhos usamos meio de formula in-
dicada por MRAK-PHAFF (3%1) abaixo mencionada:

(NHIL)2SOl aeeveececeeanees 041 g
KH2SOL e»eeneoocenesonoese Oyl
MSOL.TH20 seveeenceseoese 0,1
ﬂgar 1avado eesssnsvesscae 1,0 1

Lava-se o 5gar da seguinte maneira: dissolve=
se o 5gar em égua, na proporgao de 2%, Verte-se numa banheira
para solidificar. Corta<se em pedagos de I a H cm2 e coloca=
se num vaso. lLava=se em 5Qua corrente por 5-7 dias. Depois -~
lava-se em égua destilada por 2 dias, mudando-se a 5gua vE -
rias vezes. No fim desta lavagem mede-se o volume do 5gar, -
passando~se a operar com ¢le no uso da formula supra citada,

Juntamos 5 gotas de égua de levedura autoliza=
da para cada caixa de Pétri. (aproximadamente 0,20 ml)

Além desta técnica em caixa de Pétri, operamos
tambem com tubos de cultura. Neste caso, cada tubo continha um’
carboidrato. Déste modo, cada cultura ¢ repicada em 5 tubos di
ferentes e mais um para controle, Esta inovagdo foi introduzi
da por influencia do professor dr. ONORATO VERONA Gue empres-
tou sua colaboracao ao Instituto Zimotécnico, embora por tem-
po muito curtos Apenas nos foi dado realizar esta técnica a

rd
guisa dc conhecimanto. um2 wr2z que a quasi totalidade dos nos
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4 ’
O meio de cultura para esta tecnica e o seguin

’, ,
sos ensaios Jja tinha sido concluida.

tes

(NHL)2SOl vevvevncesacones 0,5%
KH2SO0L wensaveveneceonsnse 0,1

MGSOIL seeenssoncecscsassss 0,05
CaCl2 eeveessossssenssnsse 0,01

NACL vuuvenueansiensonnssas 0,01

ﬂgua de levedura seesscees 20 gotas
Agua destilada ee.esveessels000 ml

Acrescenta~se o hidrato de carbono na base de 0,5% e o égar -
na proporcao de 3%,5%. Este agar deve ser lavado para ndo vei-
cular qualquer impureza que possa servir de substrato a leve-
dura. Esta lavagem porém se faz do modo seguinte:

4
Agua omnn---.ou»u..oocnt\;oo 200m1
Piridina Tae 0 ncoresras s 15 ml

Agar esesencsessrsaassease 10 g
Deixa=~se essa mistura em repouso por 3 dias. Em seguida lava~-
se com etanol ate ficar inteiramente branco quando, entdo, es
ta em condicoes de sc¢r usado.

2.5.1.t Auxanograma do nitrogénio

Esta prética ¢ a mesma introduzida por BEIJE-
RINCK, em 1889, STELLING-DEKKER (%) usava o KNO3 como fonte -
de nitrogénio. LODDER, além do KNO3 usou também (NHY)2SO0L, u~
reia, asparagina e peptona.

Nesta prova usa=-se 0 égar lavado pelas mesmas
razdes ja citadas. resultando idéntica condicdo da necessida-
de do fator de crescimento.

Apenas o bhom senso nos foi suficiente a aconsge
lhar agora o uso de vitaminas porque a égua de levedura con--

r ~
tem nitrogenio em seus constituintes, o que levaria a um re--

(%) Wickerham
196, J. Bact. 52 (3): 293-301.
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Nestas condigbes juntamos 5 gotas de uma mistu

sultado falso.

ra de vitaminas para cada caixa que contém, aproximadamente,
20 ml de meio. Essa mistura de vitaminas ¢ constituida ‘por:
biotina, tiamina, pantotenato de célcio, inusitol e piridoxi-
na, nas seguintes quantidades, respectivamente: 0,0125; 0,1250;
0,6250; 0,6250 e 1,250 mmg.

Nos auxénogramas as culturas usadas devem ser
novas para ndo se incorrer no erro de, levando células mortas,
propiciar alimento aos microorganismos, conduzindo assim a um
resultado falso.

NICKERSON (#x), usando meio lfquido juntou co-
mo fator de crescimento Qlucose e colocou nitratos para o en-
saio. Na verificaggo provou a presenga de nitritos por reacoes
coloridas pois se sabe que microorganismos capases de usar ni
tos a nitritos.

LCDDER (2l}) constatou que ndo ha paralelismo -
entre a transformagdo do nitrato a nitrito e a habilidade de
assimilar nitratos por parte da -levedura.

Na técnica preconizada por VERONA usam=-se tu-
bos de cultura com as diferentes fontes de nitrogénio, separa
damente, como no caso anterior. E um recurso para>se afastar
da agravante que afeta o método das caixas de Pétri, isto éﬁ
a desigual concentracdo e diffusdo das fontes de nitrogénio a-
través do meio.

I 4 . ld
A formula usada neste caso e¢ a seguinte:

{ #%) Skinner, Emmons, Tsuchiya

19L4.7. Henrici's Molds, Yeasts and Actinomycetes.
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GlUCOSE eeeescocssonneans 240 %
KH2SOW seeececeenonceeses 0Oyl

MgSOL eevvvnennacaanaeeas 0,05

CaCl2 eeesesconsssscsvnan 0,01

NaCl esscecerecssnecssncs 0,01

ﬁgua de levedura seceeese 20 gotas
ﬂgua destilada esescoeses 1,000 ml

Acrescenta=se a fonte de nitrogénio na base de 0,5% e o égar
na proporggo de 3,5%, lavado como para o auxgnograma dos car-
boidratos.

As fontes de nitrog@nio usadas foram, de acor-
do com LODDER: peptona, asparagina, ureia, nitrato de potéssio
e sulfato de amonio.

As quantidades distribuidas sdo minimas para e
vitar a toxicidade inibidora do crescimento. A leitura ¢ fei-
ta no 2% dia.

2.5¢1e5 Etanol como ﬁniqa‘fontevde‘garbono

A prova da capacidade das leveduras usarem o0 €
tanol como fonte de carbono & usada também. em sistematica.

LODDER ndo atribue um valor muito rgal para es
sa manifestacdo, tratando-se de distinguir especies,

E uma fungdo a.abdlica e catabdlica que se ope
ra simultdneamente, manifestando-se pela formagdo de anel nas
paredes do vaso, pelfcula e sedimento.

MC LEAN e HOFFERT (25) estudando a acgdo das le
veduras em varios meios orggnicos verificaram que o alcool e~
tilico e o acetato de sodio sgo, entre as demais, os que mg=-
lhores resultados oferecem para aproveitamento por parte das
leveduras; Estas formam estoque de gordura e de carboidratos
partindo désses substratos.

LODDER faz a leitura depois de uma semana. Exce

’ ~
pcionalmente essa observaclo e prolongada para tres semanas.



SHEATA observa do 22 ao 72 dia. ®
Usamos tubos grandes de 200 x 22 mm contendo o
seguinte meio de cultura, segundo MRAK-PHAFF (31):

(NHL)2S0l eeeeeeenarencese 0,1 %

KH2POL wuvescanvsencasnnas 0,1

MgSOLeTH20 vevssssnsasanss 0,1

£1cool etf1ico eevneeepes. 1,0 % em volume,

Esteriliza=-se por 15 minutos a 1,5 atmosferas de pressdo. De=-
pois desta esterilizéggo a concentracao de d1cool se aproxima
de 3% por volume.

2,5.1,6 Producdo de compostos amiléccos

L4 ~
Os compostos amilaceos resultam de uma funcao -
td y
biologica das leveduras,
Foi primeiro observada em culturas de Torulo=--

: £ s a
psis rotundata, quando dava reagéo caracteristica de cor com

solucdo de iodo, a frio.
ASCHNER, MAGER e LEIBOWITZ (%) verificaram que
em condigSes apropriadas do substrato e pH a levedura produz
. 3 - ' 13 4
amido no interior das capsulas que circundam as celulas. A -
~ , Id ’ ’
substancia amilacea e secretada no meio, tornando possivel a
prova pelo 1odo.
Num mutante ndo capsulado a producdo dessa -
~ ld ~
substancia se da na parede celular, sem excrecao,
Esses autores ndo se restringiram apenas a rea
N 4 ' - 4 .
ggo colorimetrica mas extrairam da celula o amido e, apos hi=~
4 Id
drolise, constataram cabalmente tratar-~se de um polisacarideo,
, ~ L+
apos todas as provas necessarias.
- ol ’ : . ’ - -
Nao e, por conseguinte, necessario generalizar

~ rd 4 .
esta prova a todas as culturas porquanto so especies que reve

lam pertencer ao genero Cryptococus ou Torulopsis sao capases

~ ~ ’
da produgao desse amilaceo.
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O meio usado, segundo LODDER, foi o seguinte:

(NHY)2SOl wsvseeevnnaesess 0,1 %
KH2POW o@vvovnsennennsenss 0,1
Mg2SO0lLeTH20 secevcsssssesns 0505
G1UCOSE esoevcosnosnsecsece 1,0

’
Agal“ es a0 eess0 0o 000000 s 2,5

Ajusta~se o pH a l,5, aproximadamente, por meio de HC1 diluf-
do. Esteriliza-sc durante 15 minutos a 110°C,

Juntam=-se algumas gStas de égua de levedura ou
mistura de vitaminas em cada caixa. As caixas inoculadas sdo
incubadas a 25°C por 1 a 2 semanas, Prova=se a presenga de -
compostos ami laceos colocandoe~se lugol na superffcie,

2eHels7 Prqdugﬁo de_éstgr

Ndo ha uma relagdo muito estreita entre essa
faculdade bioldgica dos microorganismos e a sistemdtica. Por
isso esta prova é colocada em plano secundario. Contudo ela
¢ realizada cultivando-se a levedura em extrato de malte e ve
rificando~se ao 3% e 302 dias, Sendo uma propriedade organo-
léptica, esta avaliacdo depende da éensibilidade do operador
na percepcdo do acetato de etilo.

Em nossos trabalhos cultivamos as leveduras em
tubos de 200 x 22 mm, segundo o método de SHEATA, com 20 ml

de extrato de malte.

2454148 Produgdo de pigmentos carotenéides

Segundo MRAK, PHAFF e MACKINNEY (30) as Rhodo~

: £
torulas e Sporobolomyces possuem pigmentos carotenoides, en-

quanto que Taphrina deformans, Torulopsis pulcherrima, T.lipo-

fena, T.luteola, Pichia, Zygosaccharomyces e Pullularia embora

produzindo uma pigmentagao na cultura, essa nio ¢ de natureza
”
carotenoidica nem ¢ intra celular.,
’ . i . ”~ ’
Com sua tecnica propria e o emprego de eter de
L4
petroleo ou benzeno, Na2S0l e H250L gonseguiram resultados a-

- ’ .
preciaveis.,
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Entretanto, PETERSON et al (%35) obtiveram re=-
sultados faceis e concludentes usando um caldo sintético de
WICKERHAM e agitando rotatiﬁamente por 72 horas. Nestas condi
¢Oes, os pigmentos formados sdo passiveis de extracdo com ace
tona fria e transferidos depois para cter de petréleo para ca
racterizacao por cromatografia ou espectrofotometria,

Essesgautores referendam essa técnica apresen=-
tando a vantagem sobre o precedente método de que néo ha des-
truicdo ou alteracdo do pigmento.

No curso de nossos trabalhos ndo deparamos com
uma oportunidade para exercitar estas provas pordque ndo isola
mos nenhuma cultura com colaboréggo désse tipo.

2+5.1s9 Pr

odugfo de deido

Certas leveduras tém a capacidade de sinteti-
sar 5¢ido em quantidade relativamente apreciével, usando glu-
cose como substrato. Essa ¢ uma faculdade peculiar ao geénero

Brettanomyces.-

Segundo CUSTUS (%) o acido formado évcapaz de
dissolver o carbonato de calelo disperso no meio de cultura,
possibilitando uma avaliagio dessa fungio bioldgica. Percebe- °
se o fenOmeno por areas claras e tfanslﬁéidas, muito visfveis
por transparéncia 4 luz.

O meio usado foi consubstanciado na formula se
guinte:

Agar evosmssenrsesissnsses: 20 g

GluCOSE eussssosenssesssss H0 g

CaC03% em pé impalpével e 59
Extrato de levedird eesessls000 ml

Apés a esterilizagdo os tubos dewvem ser agitados afim de se -
obter uma distribuigdo homogénea através do meio.

As observagdes sfo feitas apos 10 dias da inocu
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b

laqgo,kincubando—se os tubos a 25°C.

2¢5+1410 Desdobramento de gorduras

LODDER aplicou éste ensaio para Candida lipoly-

tica e Trichqspora pullulans.,

A técnica usada foi a seguinte: derrete~se se~
bo, filtra~se e esteriliza-se. Colocga=se 0,5 ml, %proximadameg
te, numa caixa de Petri de modo a formar uma camada delgada -
que forre o fundo da caixa. Deixa=-se num refrigerador por 2 -
horas. Coloca-se, entio, sébre ésse fundo de gordura solida ,
un meio de Gorodkowa acrescido de 0,1 g de CaCO03%, Ao verter -
éste meio na caixa deve-se ter a precaugdo de ndo coloca-lo a
uma temperatura superior a Loec para nao liquefazer o sebo, -
Este cuidado éiporque se tem em vista a formacao de duas cama
das distintas.:Alguns dias depois de inoculado o meio e incu-
bado a 25°C, pode-se fazer a leitura. Esta seré'positiva quan
do houver uma zona de ebr branco-calcarea sob a cultura desen
volvida, B que?se formam sais de calcio em consequéncia da 1i
bertacdo de acidos graxos pelas leveduras.

;Hé outra téenica usada por MRAK-PHAFF (31).Con
siste em se colocar o meio sébre uma ldmina e repicar ai 1 a
2 estrias. Deixa=se desenvolver em temperatura ambiente e a
hidrolise da materia graxa pode ser observada apés 3 a 7 dias,
do mesmo modo que em gaixas de Pétri,

Como na técnica anterior, esta prova se baseia
na agao extra-celular da 1fpase.

2+5e1e11 Coagulacdoc e peptonizagéo do leite

LANGERON (19) considera uma pratica intdtil pa=

[ . o~ .
ra a sistematica. Na sua opinido ¢ apenas um meio de cultura

em que as caracter{sticas morfolégicas da Candida tropicalis
se manifestam de modo exuberante, |

Neste objetivo o leite ¢ um meio de cultura por



exceléncia,

Esse autor tece consideracoes sObre a viragem
do indicador do azul ao rosa, objetando sObre a iﬂatilidade -
dessa prova porque ¢ manifesta apenas pelas espécies que fere=
mentam a lactose, o que redundaria numa prética dupla de fer-
mentacgédo,

LODDER (2l1) considera apenas a coagulacdo e
peptonizagdo do leite como reagdo caracteristica e manifesta

para Candida lipolftica.

DIDDENS e LODDER (#) consideram que a coagula-
gdo do leite pode ser tanto devida a agdo coagulante, como a
agdo combinada do acido e do etanol formados durante a fermen
tacdo, no caso da lactose.

LODDER (2ly) em suas experiéncias wverificou que
dcido e etanol nfo sfo suficientes para coagular o leite, O
pH do melo é 5s5, enquanto que para a coagulacgdo o pH é h,8,

aproximadamente. Com Candida pseudotropicalis a coagulagao pa

rece ser mais devida a acao d3 renina.

Dai a razio da presenca de um indicador que
o turnesol, pois a levedura pode sintetizar também écido, cayu
sando, além da coagulacdo, a viragem da cor. Pode, também,cqg
gular ou peptonizarcom teor alcalino e, portanto, sem viragem,
que é a manifestacdo apenas da coagulagdo.

Para que o enzima exerca sua acdo & necessario
prover o meio de idnios de calcio que funcionam como ativado-
res da paracaseina formada pela renina.

~ . 4
E essa a razao de um suprimento de calcio ao

meio quando o leite ndo o possue.

(%) Lodder, Kreger-van Ri}]
1952. The Yeasts
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Costuma=~se, por conseguinte, fazer a prova com
meio contendo lactato de calcio ou sem essa adigéo, para se -~
verificar a coagulagdo ou fermentaggo, respectivémente.

A prova ndo ¢ de valor absoluto, mas apenas a-
cessorio.

A férmula usada ¢ a seguintes: leite desnatado
fresco em tubo de cultura. Esteriliza.se por %0 minutos a
100°C por 3% dias consecutivos. Junta-se 1 ml de uma solugdo -
estéril a 1% de turnesol e, desejando-se, 1 ml de solugdo de

lactato de calcio a 5%.

2.5.2 b) liorfologia
Como as fungdes fisioldgicas, a observacgdo da
morfologia é imprescindfvel num estudo sistematico.

2656241 Caracteristicas da reproduQ§Q vegetativa.

O metodo de RIVALIER e SEYDEL preconizado por
LODDER, consiste no seguinte, em linhas gerais: mergulha=-se u
ma igmina em meio de cultura liquefeito, colocando=se, em se-
guidé, numa caixa de Pétri sObre um bastonete de vidro em for
ma de U. Repica~se a levedura em estudo fazendo-~se algumas es
trias e recobrindo~se depois com lamfnula. Colocam=se, ao la=
do, algumas gotas de égua esterilizada com a finalidade de =~
tornar um ambiente eminentemente tmido. Incuba-se a 25°C por
Ly, a 5 dias.

Experimentamos essa tecnica sem resultados mui
to apre¢i§veis, motivo por que nao pudemos adotd~la como prém
tica de rotina.

OutroAmétodo tentado nesta prova é o indicado
por LANGERON (19) e que consiste no seguinte: fazer uma pelf-
cula sobre uma laminula com o meio de cultura liquefeito. At
se semeia a levedura em estudo, invertendo=-se essa superffcie

~ ¢ . [ 3 .
sobre um angl metalico fixo numa l1d4mina de modo a construir a



YT
1{ uma cdmara fechada, em cujo interior se colocam algumas go
tas de égua esterilizada,

Entretanto, por razoes independentes de nossa
vontade, nao nos foi possfvel adotar essa prética como método
de rotina em nossas pesquisas. |

Finalmente, 0 que nos proporcionou resultados
mais exatos e mais constantes foi a técnica de WICKERHAM (L49),
exatamente o método usado por SHEATA.

Opera-se em caixa de Petri contendo meio de ex
trato de malte—égar. Repica=~se o inéqulo fazendo-se uma estria
e dois pontos, em lugares diferentes da placa. Unm déstes pon=-
tos ¢ recoberto com uma lamfnula, assim como uma parte da es-
tria., Incuba=-se a 25°C e comeca=se a observagdo ao microsco--
pio apés suficiente desenvolvimento da cultura. Este exame se
prolonga ate o 152 dia, segundo éHBATA, embora LANGERON e GUER
RA (20) admitam a extensdo desta prova para o 202 dia. Também
neste detalhe seguimos a escola de SHEATA.

O meio de cultura usado na formagao do micélio
& muito variado, de acordo com os diferentes autores. LODDER
usa o meio de batata—égar; LANGERON refere~se ao meio de bata
ta=cenoura que Supae apresentar surpréendentes resultados. O
meio de corn meal é apresentado por alguns autores como excem
lente nessa finalidade. ALMEIDA (1) usa um meio liquido de fé
cula de batata, modificaggo do processo usado por LANGERON e
TALICE, o qual promove a exibiggo dos filamentos da 1levedura
em 2, horas num ambiente de 37°C. Segundo aquele autor ésse =
meio de cultura induziu a formaggo de esporos em tempo muito
reduzido, permitindo sumariamente uma classificagdo rapida,

A filamentacdo dos fungos ¢ prova de bastante
valia porque se revela o tipo caracterfstico do micélio, se

falso ou se verdadeiro, ou ainda se apresenta artrosporos ou
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blastosporos, bem como sua forma e arranjo,.

Para LANGERON e TALICE os tipos de micelio ti-
veram uma tal relevancia que éles propuzeram o estabelecimen-
to de uma base de identificacdo de génefcs fundamentada nessa
caracter{stica. Contudo, essa pretensfio foi precaria, pois ca
recia de uma base mais segura. Por isso foi abolida pelos pré
prios autores.

Sao reminiscencias dessa inovacdo LANGERON-TA -~
LICE que ainda perduram para designar certas descrigSes pa-

droes de filamentos. Sao eles Mycotorula, Mycotoruloides, Can-

dida, Mycocandida e Blastodendrion.

Além déstes metodos, tivemos oportunidade de -
experimentar outré importante criaggo de VERONA. E uma varia-
cdo do método RIVALIER e SEYDEL e consta do seguinte: com uma
pipeta distribue-se o meio de cultura liquefeito sobre uma 14
mina, em caixa de Pétri. Essa lamina se apoia por uma de suas
extremidades num bastonete de vidro, de modo a se obter um =~
plano inclinado de 10°, aproximadamente sGbre o plano horizon
tal. O meio de cultura, a uma temperatura de 60°C, mais ou me
nos, encontrando a superffcie fria e inclinada vae escorrendo
e solidificando~se, de modo a formar uma pélfcula de espessu~
ra variavel, segundo a inclinacdo da l4dmina, Esta circunstdn-
cia oferece uma graduagdo diferente para o desenvolvimento do
microorganismoe.

O meio de cultura usado por ésse autor oferece,
também, muita vantagem, em virtude de sua simplicidade e ri--
quesa, Apresenta a seguinte composicao:

Meio de feijado branco

Fei jAo Dranco eeeeesseee.. 200 g
A’gua .."..QQ......"..".I’OOOml

Ferve-se ate que os feijdes se depositem ao fundo do recipien
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te. Retira«se o lfquido sobrenadante e Jjunta=-se:

SacaFOse ...in‘('o‘ooo‘."'-o.. 200 g
A’gua de le’\/edul"a RN R NE ) 10 ml

AQar tiieeveceiiocenanesei 20 g

Outra eficiéncia desse método ¢ a_possfbilida~ 
de de coloragdo facil, apresentando os mais belos aspectos,pa
ra uma preparacdo permanente.

VERONA procede do seguinte modo para colorir -
tais preparagoes:

Mordente

Solugdo aquosa a 10% de alimem férrico

Corante

Hematoxilina férrica de Heindhein

Solucao de hematoxilina a 10% ... 10 ml
.p:gua destilada ® © 000606 00000000 0 00re 90ml

Mergulhaese a 1€mina, apés suficiente secagem, no mordente por
2 a l. horas. Trata=se, em seguida, pela hematoxilina férrica
por 2 a 12 horas. Lava~sec em agua destilada e diferencia=se -
pelo atlmem férrico amoniacal a 5%

Este método supera o de KUFFERATH, pois suprl-
me os inconvenientes de uma técnica muito delicada e, por is=-

z ~
so, susceptivel de erro,

2s0+22 [Forma ertamaphq;das_células

A apreciacio das células em sua forma e tamanho
¢ uma estimativa que permite ao observador, de posse de s@us =
conhecimentos, quase de modo exato, colocar a levedura no seu
grupo competente, Isto porque as formas tfpicas sdo muito carac
teristicas pois se encontram apiculadas, triangulares, ovais,
elfpticas, ogivais, etc.

Nesta prova & também possfvel a observaggo da =
reproduggo vegetativa. Eéta ée da por gemaggo que é t{pica pa=-

~ 4
ra determinados generos, assim como a cissiparidade o e para =
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outros. Um terceiro grupo possue os dois tipos combinados.

Algumas leveduras apresentam a tendéncia de man
ter as células filhas ligadas as ééiulas“mges; resultando daf
uma cadeia de células, enquanto outras se desprendem logo que
formadas. A posicdo dos brotos na célula de origem constitue
também uma indicagdo orientadora na sistematica.

Nesta ocasido se deve fazer a mensuragdo das =~
células o que ¢ de capital importdncia. Para isto deve-se usar
um meio padrdo que oferece normais e invaridveis possibilida-~
des de desenvolvimento. Embora ndo se possa controlar a varia
Gdo da constituicdo do malte, que ndo ¢ a mesma nas diversas
regiSes de procedéncia, ainda assim ¢ um meio ideal para as
leveduras. B

LODDER (2&) aconselha a se fazer a prova em =
meio de extrato de malte em vaso de Erlenmeyer, cultivando-se
por 3 dias a 25°C. Ao 302 dia novo exame se faz para ratifica
¢do da observacgao primeira, pois que os valorés mensurados -
sdo tomados ao %2 dia,

Em nossos trabalhos, entretanto, realizamos is
so em tubos de cultura de 200 x 22 mm Cdm 20 m1 de extrato de
maite, @ semelhanca da tecnica de SHEATA.

| A observagio ao microscépio se faz sem qualquer
corante, poié a célula pode sofrer alguma deformaggo que iria
influir nas medidas exatas de seu tamanho normal,

2.5.2.% Formacao de ascosporos

As leveduras possuem a capacidade de formar as
cosporos que sao mais resistentes ao aquecimento e condigses
de desidratacio que as células vegetativas.

Ndo se formam comumente por idade da cultura,
mas por circunstancias especiais. A condiggo precfpua é que a

cultura scja jovem e vigorosa e¢ submetida a agentes desfavoré
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Segundo PRESCOTT e DUNN (%6) uma levedura & In

veis,

duzida 2 esporular por inanigdo ou por efeito de circunstancias
toxicas presentes;

De acordo com ésseé meémos autores, certas subs
tancias saoc estimulantes a qsporuiagﬁo, tais como CaSOl, gela
tina, acetato de sodio ou peptona;

Ha outros fatores concorrentes para induzir a
formacdo de ascosporos como sejam: temperatura apropriada, pH
a justado, umidade suficiente ¢ ar necessario.

Algumes espécies perdem a habilidade de esporu
lar, quando estocadas em laboratério; A regressao dessa ten--
déncia ¢ devido ao fato de ndo se poder reproduzir, artificial
mente as condicoes que se encontram na natureza, segundo BEI-
JERINCK ¢ LINDNER (%) ja supunham a seu tempo. Hoje se sabe -
que realmente isso se passa, pois em muitos casos o microorga
nismo secreta substdncias capases de provocar verdadeiras mu-
tagdes na sua propris constituicgfo.

O ntmero de ascosporos ¢ tfpico para cada espé
cie, bém como sua forma e¢ aspecto.

Ha varios meios cujo uso jé se tem tornado -
cléssico, tais como o de Gorodkowa, bolcos de gésso que exi-=
gem um meio de pré-esporulagﬁo anteriormente, talhadas de ce#
noura, talhadas de batata, suco de vegetais, etc.

Embora tivéssemos experimentado todos ésses, a
dotamos, por fim, o meio de suco de li vegetais e o de talhada
de cénoufa, exatamente os que constituem a rotina no laboraté

rio de SHEATA.

(%) Dvornick

19%8 Zentralbl. f. Bakt., II Abc, 98 (16/20): 315=-3LL.
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Para a preparaggo do meio de vegetais, segundo

.

MRAK, PHAFF ¢ DOUGLAS (29) opera=sc da seguinte maneira: pc-
sos iguais de cenoura, betcrraba, pepino ¢ batatas, sem des=-
cascar, sao usados. Junta-se uma quantidadc de égua igual ao
péso total dCsses I, vegetais. Esteriliza-se essa mistura por
10 minutos a uma atmosfera de pressdo. Separa-se o lfquido -
filtrando=sc em gaze. Bsse extrato deve ter um pH dc 5,7 mais
ou menos e L° Balling. Juntam-se 2 g de agar e 2% de agua dc
levedura cuiolizada. Distribue-se em tubos, inclinando-sc.

Segundo aqueles autores, ¢sse meio de cultura,
além de proporcionar uma esporulaggo multo répida, mantém as
leveduras dec estoque sem perda da faculdade de produzir ascos
poros e para os demais fungos ¢ util para estimular a producio
de confdios.

O preparo de talhadas de cenoura consta apenas
de pedacgos désse vegctal cortados longitudinalmente e esteri-
lizados em tubos grandes com 1 ml de égua destilada.

Apés a repicagem deixamos em estufa a 25°C, e-
xaminando ao 62, 152 ¢ 302 dias. As observacgdes ao microscépio
se fazem cm égua esterilizada, sem qualquer corante.

E requerido do operador um traquéjo suficiente
para nao incorrer no erro de tomar gotas de 6leo ou mesmo va~
cﬁolos que sdo elementos constituintes intcrnos da célula, pe
los ascosporos procurados. Quanto se tratar de um caso duvido
so ¢ aconsclhavel rcalizar uma coloraggo eletiva de ascospo-~-
ros. Para isso, um método que da rcsultados seguros ¢ o Seguig

tes~

Solugdo de bicromato de potassio a 1%, por 15 segundos;

Solugao de malachita green a 5%, por 5 minutos, aquccendo;

Solucdo alcodlica de safranina por 30 segundos;

i

NS NEE AN RV
1

’ ~
Lavar apos cada cperacgao.
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A soluggo alcoolica de safranina tem a seguin-
te férmula, segundo FLEMMING:

A'].COO]. abSO].U.tO Oc-o-oo.o'co.o.‘ 50 ml
Agua destilada evececensccecees 25 ml

Safl"anina @e s e oo 060000000 0s00s00 O’Sg

2.5.2.L Formacado de balistosporos

Alguns géneros tais como Sporobolomyces e Bul=-

lera produzem esporos que sao expulsos por um mecanismo espe=-
cial, projetando~os a disténcia, de sorte que conseguem alcan
car a tampa da caixa de Pétri em que esta a cultura. Ao micros
cépio isto ¢ facilmente visto.

Outra técnica de observaggo consiste no seguin
tes inocula=se a cultura numa lamina em que se tenha feito u-
ma pelfcula com o meio de cultura. Inverte-se essa sobre um
bastonete de vidro recurvado em U que, por sua vez, repousa -
noutra lgmina, sem meio de cultura. Quando os esporos sao ex-
pulsos alcancam a segunda lamina, formando uma verdadeira ima

~ - . r'd . ~
gem da colonia. A isto se da o nome de imagem de espelho.

. ’ Id
O meio usado e o de malte=agare
~ . ~ -
Nao fizemos esta prova pelo fato de nao possuir
A A~
mos nenhuma cultura destes generos, cujos esporos, de forma es
‘. LA A .
pecifica revelariam estes generos citadose

2.5.% c) Caracteres morfoldgicos culturais

’

E esta uma prova auxiliar na caracterizagdo das
leveduras, sendo de importgncia relativa.

Verifica-seﬁo resultado apés o desenvolvimento
por %=l semanas em meio de malte~agar e temperatura de 25°C.
Entdo ¢ dado anotar:

2454561 Consisténcia

Esta pode ser cremosa ou membranosa,

No primeiro caso, tocando-se com a agulha de
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platina, a colénia ¢ macia e ndo oferece resisténcia. Com és~
se fio consegue~se retirar uma pequena quantidade que se des=
taca facilmente., Colocando=~se essa porggo em égua vae formar
uma suspensgo homogénea e sem partfculas. No segundo caso, a
colonia oferece uma resisténcia a penetragdo da agulha e, ten
tando~se destacar uma pequena quantidade nao se consegue fa--
cilmente, porque ha na superf{cie uma espécie de membrana que
tende a se destacar., Colocando-se um pouco dessa cultura em
égua, forma uma suspensao com muitos aglomerados.

Ha, todavia, algumas ezpécies, que se manifes-
tam cremosas e membranosas. E assim que tém o centro membrano

so e o contorno cremoso.

2050502 Aspecto

s~ L ” 4

Este e tambem variavel.

Uma cultura pode ser lisa, como dgeralmente o~=-

~ - ~
corre com as colonias cremosas ou rugosas, quando tem a super
< ~ 3 . . A 3
ficie plissada. Este aspecto nao indica que a consistencia se
Ja forgosamente membranosa.
"~ . ~ - ~
As colonias podem se mostrar com aparencia se-
o ., s

ca ou umida, ¢o mesmo modo que brilhantes ou mate. .

2.5.3.3 Superficie

Esta ¢ também outra manifestagdo especifica,

Uma coldnia pode se apresentar plana, convexa
ou semi-convexa =m relaggo ao plano da superffcie do meio de
cultura.

Frequentzmente a cor se relaciona com a espé—
ciee. Algumas vezes uma cor determinada se mostra jaspeada por
outra,

Outro catater de importancia secundéria, mas -
que pode ser assinalado, ¢ o contérno,

Notam-se contornos lobados, lisos e serrilha-=~
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dos., Nos bordos deste ﬁltimo‘tipo percebe=-se clar;mente a fie=
lamentacao da ‘colonia extendendo-se sobre o meio de cultura,

Ha outras provas consideradas absolutamente i=-
nuteis e, por isso, afastadas de qualquer tentativa. Tal ¢ o
caso das culturas em gota pendente,-liquefag§o da gelatina e
colanias gigantes, sendo esta 41tima perfeitamente substituf=-
vel por culturas em estrias examinadas pouco acima,

3 = RESULTADOS

Trabalhando com 1L frutos diferentes, consegui
‘mos obter 69 culturas de feveduras que foram submetidas aos
varios testes de dlaSSifidaggo com os restltados seguintes.

3,1 Formacdo de;peifcﬁla

a) - Anel, sedimentsy peifCula delicada; rugo«
sa, creme e séca: culturas n2 6, i1, 13, 16, 20, 26, a8, 30,
31, 36, L7, 56, 58, 59, 60, 63 ¢ 68.
b) - Ahel, sedimento, pelfcula espéssa, rugosa,
creme e seca: culturas n® 9, 25, L8, 62, 67 e 69.
| ¢) = Anel, Sedimento, pelfcula delicada, 1lisa,
cinza e umida: culturas n® 7, 15, 17, L1, 52, 53, 54, 55 ¢ 66.
d) =~ Anel, sedimento, pelicula espéssa, lisa,
branca e seca: culturas n® i, 12, 23 ¢ 65,
| e) - Anel, sedimento, pelfcula espéssa, lisa,
creme e umida: culturas n® 1, 5, 8, 51 e 6.
f) - Aﬁel, sedimento, pelfcula delicada, lisa,
creme ¢ tmida: culturas n® 1, 38, L3, 50 ¢ 57.
g) = Anel, sedimento, sem pelficula, ilhotas:
culturas n® 2, 3, 18, 19, 21, 22, 2, 27, 29, 32, 33, 3L, 35,
39, Lo, L2, b, L5, L6, L9, 57 e 61.

3.2 Zimograma dos hidratos de carbono

Resultados no quadro n® 2

3.3 Hidrolise da arbutina
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Foi positivo apenas para a cultura n® 55, Foi
negativo para as culturas n® 1, 7, 8, 10, 12, 15, 2%, 2L, 30,
39, b3, L, L8, 55 e 65. |

3.l Hidrdlise da asculina

Foi positivo ‘para as culturas n® 1, 7, 8, 10,
12, 15, 23, 2L, 30, 39, k3, Li, L8, 55 e 65.

As culturas de n% 2, 3, L, 5, 6, 9, 11, 13, 1l,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 31, %2, 33, %L,
%5, 36, 37, 38, Lo, L1, L2, L5, L6, L7, L9, 50, 51, 52, 53, 5k,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 6l., 66, 67, 68 ¢ 69 nao foram
submetidas & prova da asculina e da arbutina, porguanto nao foi
possfvel encontrar no comércio ésses glucosfdeos; aquelas cul=
turas acima citadas foram trabalhadas no laboratério de Sheata,
Justamente as que serviram no nosso éprendizado. Ngo sendo P77
va absolutamente essencial, foi considerada dispensével.

%5 Auxanograma dos aqﬁcares

Resultado no quadro n® 3,

3.6 Auxanograma do nitrogénio

Resultado no quadro n2 .,

3,7 Etanol como ﬁnica fonte de carbono

Foram as seguintes culturas que se desenvolve=
ram bem nesta prova: 1, 2, L, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 16,
17, 20, 23, 2L, 26, 28, L7, L8, 50, 51, 52, 56, 58, 59, 60, -
62, 63, 6L, 67, 68 ¢ 69. Desenvolvimento medio: n% 1% e L9. De
senvolvimento fraco: n® 32, 3, L1, 12, 5L, 55 ¢ 65. Sem desen
volvimento: n® %, 11, 14, 19, 21, 22, 2L, 27, 29, 31, 33, 35,
57, 39, Lo, 43, Lh, L5, L6, 53, 57, 61 e 66.

3.8 Formagao de ascosporos

Das 69 culturas isoladas, 27 sdo capases de for
mar ascosporos e 2 nao.

-~ ’ .
Sao ascosporogenas as seguintes: ascosporos ru-



.
gosos 1-2 por asco: culturas n® 2, 8, 15, 16, 26, 28, 1,0 ¢ Li7.
Com 1-3 por asco: cultura n® 25. Com 1=} por asco: cultura n?2
27. Ascosporos lisos, 1 por asco: culturas n® 19, 35, L2, 52,
55,f56 e 663 1-2 por asco: culturas n® 20, Ll, 36 ¢ 61; 1-3 -
por asco: cultura n® 6él; I-l} por asco: cultura n% 59. Ascospo
ros em forma de chapeu, 1~2 ascosporos por asco: culturas n%

7 e 11; com 2~ por asco: cultura n2 )8,

4 v
2.9 Caracteres morfologicos culturais

a) - Colonia semi convexa, creme, fosca, séca,
lisa, bordos serrilhados. Culturas n® 1, 6, 10, 23, 63, 67 e
69.

b) - Colonia semi convexa, branco creme, fosca,
séca, rugosa, bordos lobados. Culturas n? L, 5, 9, 12, 17, 51,
58, 62 e 68.

- c) - Colonia plana, branco amarelada, pouco bri
lhante, ﬁmida, lisa e parcialmente rugosa, bordos lobados. Cul
turas n® 2, 7, 16, 30, 36, L7, L8, 59 e 60.

| d) - Colonia plana, creme cinza, pouco brilhan
te, umida, lisa, bordos serrilhados, Culturas n® 3, 18, 22, -
25, 32, 3%, 37, 39, Lo, L1, L3, L, 45, L6 e 57.

e) - Colonia semi convexa, creme, pouco. brilhan
te, ﬁmida, lisa, bordos lobados. Culﬁuras n® g, 15, 20, 25, 26,
28 ¢ 38.

f) - Colonia semi convexs , creme, fosca, pouco
ﬁmica, lisa e parcialmente rugosa,vbordos lobados. Culturas n®
11, 56 ¢ 6.,

g) - Colbnia plana, creme cinza, brilhante, -
mida, lisa, bordos serrilhados. Culturas n2 1, 16 e 27.

h) - Coldnia plana, creme cinza, pouco brilhan
te, tmida, lisa, bordos serrilhados. Culturas n2 21, 29 e sl,

. ~ . ’ -
i) = Colonia convexa, creme, pouco brilhante,
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umidg rugosa, bordos lobados. Culturas n® 13, 31 e 65. |
j) = Colénia plana, creme cinza, pouco brilhan
te, tmida, lisa, bordos lobados. Culturas n® 3, 35, L2, 52;
5%, 61 ¢ 66.

k) - Colonia convexa, amarela, pouco brilhante,

Gmida, lisa, bordos lobados. Culturas n? 49, 50 e 55.
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Quadro n2 2 - Zimograma dos acicares

S. }JQB 58~

FONTES UTILIZADAS

NS DAS ~ :
CULTURAS | 61 cOSE | GALACTOSE | SACAROSE |MALTOSE | LACTOSE | RAFINOSE
- - : —
2 + - - - - =
5 * - B T B &
ll- -+ - + - - -
5 + “ - - - B
6 + - - - - =~
7 - - - - - g
8 + - . - - -
9 + - 5 - - "
10 + - - - N -
11 + - - - - B
12 + - - - - -
13 * - . - - i
iy * - - - - -
15 -+ - - hd - -
16 + - - - - y
17 * . - - - -
18 + - - - - -
19 * - - - - -
20 + - - - - -
21 + - - - - -
22 + - - - * g
2% + - - - - -
2, + . - - - -
25 4 - - - - -
26 + - - - * B
27 + - ” - b -
28 + - - « - "
29 * - - “ - -
50 + - - - - "
51 + - . : - -
52 + - - - g >
53 + - - - B B
3l * - - - g g

-continua-
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—contmgagao-—
Ne BAS , FONTES -Ufr;LIZADAé L
CULTURAS | GLUCOSE {GALACTOSE | SACAROSE [MALTOSE | LACTOSE |RAFINOSE
35 + - - - - =
%6 + - - - - -
37 + - - - - -
38 + - - - - -
39 + - - - - -
Lo + - “ - - -
L1 + - - - - -
L2 + - - - - -
L3 + = - - - -
Ll + - - - - a
14,5 + - Py & - -
1.6 + - - “ - v
17 : : . : - -
L8 + - - - - -
49 + - - - - -
50 + - - - - -
51 + - - - - -
52 + - - - - &
5% + - - - - -
5), - 3 - ; - .
55 + - - - - -
56 + - - - - -
57 + - - - ~ -
58 + - - - - *
59 + - - - - -
60 * - - - - -
61 + - - - - .
62 + - - - - -
6% + - - - - -
an + - - - v -
65 + - - - - -
66 + - - - - i
67 + - - - - -
68 + - N - - =
69 + - - - - -
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Quadro n® % - Auxanograma dos agucares

N® DAS | FONTES UTILIZADAS
CULTURAS GLUCOSE GALACTOSE | SACAROSE | MALTOSE LACTOSE
1 + o - - -
2 + - - - -
7 + + + s
i + + - + -
5 + - - - -
6 + - - - -
7 + + " - -
8 + - - -
9 + - - - -
10 + - - -
11 + - - -
12 + - - - -
13 + + - + -
1y + + - + -
15 + + - - -
16 + + - - -
17 + - - 4 )
18 + + - + -
19 + + ot + -
20 + + - + -
21 + + - + -
22 + + + + -
23 + + - - -
2l + - - - -
25 + + - + -
26 + + - + -
27 + + + + -
28 + + - + -
29 + + - + -
30 + + “ - -
31 + + - + -
%2 + + ’ - + -
%% + + § - + -
2, - + - + -

~continuas=
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-continuacao- i
Ne DAS FONTES UTILIZADAS
CULTURAS GLUCOSE |GALACTOSE SACARCSE NA L;I;OSE LACTOSE
s P o j ‘ ' . il : -
5 0t - - . 4
%6 + + “ + ., |
37 - + + + - i
38 + + - - -
59 + + - - - |
e + + - + - ;
L1 + + - + -
L2 + - + -
L3 + - - -
Ly + - - -
L5 + + - + -
14.6 -+ + - + -
7 i - + - + v
L8 + - - - -
LL9 + + - + -
50 : + + + -
51 1 -+ + - + -
52 i - - - + - |
53 | + - + - ;
5l - + - + -
55 + + + -
56 + - + -
57 + + + -~
58 + - - = -
59 + + - + -
60 + + - + -
61 + ‘ + - + -
62 ! + - + -
€3 + + - + -
6l + - - - -
65 | + + - + -
66 + + - + | -
67 ; + + - + | -
68 1 + + + + ’ .
69 . # . 2 - .
| |
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Quadro n® I} - Auxanograma do nitrogénio
FONTES UTILIZADAS

ASPARAGINA

OE | PEPTONA | UREA

N® DAS
CULTURAS |V EE

27
28
29
51
%2
55
3Ly

~continuaw=~



-continuacao-
?\{

N2 DAS
CULTURAS

FONTES UTILIZADAS

NITRATO DE
POTASSIO

SULFATO- DE | pEPTONA

5
5

ASPARAGINA

35
%6
57
%8
39
Lo
ly1
.2
L3
nn
L5
16
L7
18
L9
50
51
52
53
5L
55
56
57
58
59
60
61
62
63
6L
65
66
67
68

69

-

-

-
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| +
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Quadro n% 5 - Determinaggo genérica e especffica das cul
' turas estudadas

Ci?tiizs Génerc e espécie
1 Candida’mycoderma (Ress) nov, comb,
2 Pichia membranaefaciens Hansen
3 Kloeckera apiculata (Ress emend.Klocker) Janke
L Candida solani nov. spec.
5 Candida solani nov;‘spec.
6 Candida mycoderma (Ress) nov. comb.
7 Pichia membranaefaciens Hansen
8 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
9 Candida krusei (Cast.)Berkhout
10 Candida mycoderma (Ress) nov., comb.
11 Pichia fermentans Lodder
12 Candida krusei (Cast.) Berkhout
1% Torulopsis molischiana (Z2ikes) Lodder
1l Kloeckera lafari (Klocker) Janke
15 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
16 Pichia membranaefaciens Hansen
17 Candida krusei (Cast.) Berkhout
18 Kloeckera apiculata (Ress emend, Klocker)Janke
19 Kloeckera lafari (Klocker) Janke
20 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
21 Kloeckera magna (De Rossi) Janke
22 Kloeckera africana (Klocker) Janke
23 Candida mycoderma (Ress) nov. comb,
2& Kloeckera apiculata (Ress emend, Klgcker)Janke
25 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
26 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
27 Kloeckera lafari (Kldcker) Janke
28 Pichia farinosa (Lindner) Hansen
29 Kloeckera magna (De Rossi) Janke
30 Pichia membranaefaciens Hansen
31 Candida brumptii Langeron et Guerra
%2 Kloeckera apiculata (Ress emend.Klocker)Janke
%3 Kloeckera apiculata ( ™ " " )M
3. Kloeckera sp.

- P
-continua=
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-continuacio-
n& das Género e espécie
culturas

35 ' Kloeckera sp.,

36 | Pichia membranaefaciens Hansen

37 3 Kloeckera apiculata(Reess emend. Klocker )Janke
38 ' Pichia farinosa (Lindner) Hansen

%9 | Kloeckera apiculata(Rzess emend. Klocker)Janke
1.0 Kloeckera apiculata(Reess emend. Klocker)Janke
1 Kloeckera apiculata( " " " )y
L2 Kloeckera sp.

L3 Kloeckera apiculata(Reess emend. Klocker)Janke
L Kloeckera apiculata( n " " ) "
145 Kloeckera africana (Klocker) Janke

1.6 Kloeckera africana ( " y v

L7 Pichia membranaefaciens Hansen

1.8 Pichia membranaefaciens Hansen

L9 Torulopsis ernobii nov. spec.

50 Torulopsis ernobii " " |

51 Candida krusei (Cast.) Berkhout

52 Kloeckera sp.

53 Kloeckera sp.

5l i Kloeckera magna (De Rossi) Janke

55 Torulopsis famata (Harrison) nove comb.

56 Pichia fermentans Lodder

57 Kloeckera apiculata (Reess emend,Klockep)Janke
58 Candlida krusei (Cast.) Berkhout

59 Pichia membranaefaciens Hansen

60 Pichia membranaefaciens Hansen

61 i Kloeckera sp,

62 | Candida krusei (Cast.) Berkhout

63 | Candida mycoderma (Reess) miove. combg

6ly. Pichia fermentans Lodder

65 Candida brumptii Langeron et Guerra

66 | Kloeckera sp.

67 ! Candida mycoderma (Reess) nov, combg

68 Candida solani nov. spec,

69

' Candida mycoderma (Reess) nov. combe
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Em nossos trabalhos nao nos cingimos a um de--

L, - RESUMO.

terminado conjunto de métodos'preoonizados por - um s6 autor. Ti
vemos oportunidade de selecionar aqueles que melhores resulta
dos nos proporcionaram no moure jar do trabalﬁo todo.

Nossos esforgos foram assistidos por dois cien
tistas de renome mundial, cujos nomes se acham assinalados -
neste trabalho, cabendo-nos uma expressao de reconhecida admi
racao.

£o lado disto, entretanto, muitos foram os fa-
tores negativos operantes, tais como falta de égua no labora-
tério, falta de energia elétrica, falta de certas matérias -
primas e de alguns meios de cultura para determinados testes,
tudo constituindo um lastro contrario para resultados eficien
tes,

A ﬁnica razao que nos anima é que ¢sses resul-
tados parciais nos possibilitam a futuras conclusées positi--
VasSe |

4. chave de classificagdo bor nés usada foi a
de Lodder KXreger-van Rij.

Isolamos 69 culturas de leveduras dos 1l géne=-
ros diferentecs de frutos manipulados. Cbtivemos apenaé ﬁ géng
ros de leveduras,

Houve prcdomingncia de espécies zimaticas sim-
ples sdbre as zimato-oxidasicas numa percentagem de 98,55%.

L percentagem do. grupo dasCryptococcaceae s8==
bre as Endomycetaccae scria de 72,L6% si colocassemos todas -
as Kloeclkeras no grupo das anascosporégenas segundo Lodder; -
verificamos todavia que nem todas as apiculadas sdo fungos im
perfeitos, o que veio comprovar visivelmente a afirmaggo de

Dvornik (8) e Nichaus (55). Destarte néo pudemos colocar as
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apiculadas ascosporégenas num gfupo especffico: dencricamecn-
te puscmos. como Klocckeras; ha uma ideia de ge dar a essas
apiculadas a dcnominagao de Saccharomycodes niehausii, ape--
sar da forma c¢elular se afastar sensivelmente da forma tfpiq
ca désse grupo,

Nenhuma levedura do género Saccharomyces foi

isolada neste levantamento, apesar de termos manipulado uvas

i

maduras, A explicaggo razoével que parece satisfazer é que a
época da colheita dos frutos era muito chuvosa, ¢ possivel=--
mente tivesse lavado deles essas espécies.

Isto pde em evidéncia a necessidade da aplica=-
950 de levcduras selecionadas para qualquer investimenﬁo in=-
dustrial em que sc descje @ agdo de espécies capases de ferw=-
mentar.,

Os tubos de Durham na prova de fermentagao sao
O0s mais scnsfveis; a inconvéniéncia de seu uso reside no fato
de exigir uma fiscaliZaggo diéria, porque terminando o fenamg
no, o lfquido pode reabsorver o gés formado, iludindo pof com
pleto o observador desavisado. Além disso ésse sacardmetro -
ndo acusa apreciavelmente a fermentagfo da rafinose que ofcrg
ce um aspecto especiél. Deve=-sc entdo fazer ums restrigao, a-
dotando=~sc os tubos de Einhorn que revelam quantitativamente
a fermentaggo désse triolosfdeo.

Apesar de operarmos com excessivo cuidado nos
testes houve muito desvio entre as formas encontradas e os ti
pos padrao apresentador por Lodder, o que ndo nos tolheu de
situar tais indivfduos nos lugares competentes, pois nada nos
impede de julgar que sejam quigé gpra;nsydentro da espécie -
porque um tratato como gsse que nos serviu de modélo tem um
valor regional bastante restrito. Tanto isto ¢ real que em =

nossos trabalhos isclamos do sapoti um microorganismo, ao que
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parece, inteciramente novo e nao descrito ainéa. Apresenta ca=~=
racteres de levedura e de fungo; Segrega um pigmento preto in-
tra celular, pelo que a chamamos provisoriamente de " evedura
preta®™. Forma pseudo mfdélio, assimila nitrato de todas as
fontes usadas no auxanograma,- -assim como todos os aqﬁoares, -
com excegao da rafinose, desdobra a arbutina e a asculina,ndo
fermenta nenhum agﬁcar, apresenta pequeho desenvolvimento no
meio de etanol; forma pelfcula espéssa, creme, ﬁmida, anel e
sedimento, no meio 1fquido de extrato de malte, As culturas =~
em éstria tem aspecto muito variavel segundo o meio de cultu-
ra usado, apresentando-se entdo com coléraggo muito diversa.
Este microorganismo presentemente e objeto de estudo de §Qggw

Notamos grande ocorréencia de leveduras apicula
das neste levantamento, atingindo a L.0,57% sobre as demais. -
Dessa percentagem 13,00L.% pertence a uva, um valor igual ao ca
Ju e o resto para os demails frutos., As apiculadas sao levedu-
ras de fermentagdo baixa e que fazem fermentar energicamente
a glucose. Deixam a sacarose inatacada, sendb por isso usadas
na industria da cidra doce 2 qual conferem um bouquet, agradé«
vel, Esta indﬁstria ndo esta ainda desenvolvida em nosso pafé;

Segundo se poderia depreender da implfcita afir
macdo dé Jorgensen (17), o metabolismo oxidativo ou anoxidati
vo de uma levedura estaria relacionado com a habilidade de -
formar ascosporos; tivemos ocasido de examinar a analise de
correlaggo désses dois fatos o que nos autorizou a atribuir -
um va lor positivo ao fato, Portanto, hd uma estreita correla-
cdo entre essas duas manifestacoes vitais da levedura.

Os valores obtidos para tal analise foram extrai
dos de Lodder Kreger-van Rij e s@o os seguintes: |

Metabolismo fermentativo das ascosporégenas 60,
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Metabolismo fermentativo das anascosporégenas

58,
\ietabolismo oxidative das ascosporégenés 16.
Metabolismo oxidativo das anascosporégenas hl.
N 5 ; 4 ' 5
2Pl fad-be), N (60.L1-16.58)7. 175
1 (a+b) (c*d) (a+c) (b+d) 76.99.118,57

L 2 (260 - 928)%.175 _ (1552)%.195 | 23l702l . 175
T 50606l2); 5060642l; 50606521,

2 52 JB10. 729200 _ g 1161 2 812
1 50606L.2)

5 - QONCLUSGBSV

1) ~ Em nossos trabalhos houve predomingncia -
de especies de léveduras zimdticas simples sobre as zimato-o-
xidasicas, numa percentagem de 98,55%. |

| 2) - Houve grande ocorréncia de leveduras api=-

culadas, atingindo hO,S?% das quals, 13,04% foram isoladas da
uva .

%) = A percentagem das Cryptococcaceae sobre -
as Endomycetaceae seria de 72,L6%, colocando-se as Kloeckeras
no grupo das leveduras anascosporégenas.

i) ~ Ndo encontramos nenhuma levedura do gene-
ro Saccharomyces, embora trabalhéssemos com uvas maduras, én

1ém de 132 outros frutos maduros.
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5) ~ Nas provas de fermentagdo, mediante super
visdo acurada, os tubos de Durham s5o0 os mais sensiveis.
6) - HE estrcita correlacdo entre o me abolis-
mo. oxidativo ou anoxidétibo de uma' levedura e a habilidade de

formar ascosporos.
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