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SUA, POSIÇÃO §1 STEMÁTIÇA 

Eng. Agr. Sebastiana Joly 

1 - I NTRODUÇAO 

..... 

A finalidade deste trabalho visa o cumprimento 
- , 

de duas proposiçoes:- a primeira e principal e submeter a jul 

gamento da egrégia banca examinadora os resultados dos nossos 

estudos parciais sÔbre o levantamento de leveduras que ocor--
; 

rem em frutos da zona de Piracicaba; a outra e,satisfazer uma 
• A • ; 

das ex1genc1as regimentais do Instituto Zimotecnico, qual se-
,., , 

ja a defesa de tese para obtençao do titulo de Doutor em Agr� 

nomia. 
,., 

As leveduras sao microorganismos cujas propr 

dades fisiolÓgicas oferecem interêsse a um grande nÚmero de 

setores da atividade humana, como soem ser, entre outros:-

1) - na alimentação humana e dos animais domés

ticos; 

2) - em indústrias de fermentação, como fato-

res de simplificação molecular; 

3) - na patologia animal e vegetal, como agen-

tes itiologicos; 

4) - na ciência pura, como meio de pesquisas.

As leveduras contendo ergosterol constituem u

ma fonte de produção de vitamina D, por irradiação (39). En--
, , " , 

cerram, tambem, tiamina, riboflavina, acido nicotínico, acido 
..... " " 

pantotenico, piridoxina, biotina e acido para-aminobenzoico , 

todos considerados como elementos componentes de vitaminas do 

grupo B. Possuem, ainda, na sua constituição, elevado teor em 

proteínas e qu�ntidades relativamente grandes de carboidratos, 

gorduras e sais minerais (43J. 
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uso 

como complemento na dieta da a Umentação humana, servindo-se, 

de strains de Jorulopsis uti�is para �sse fim, Leveduras irra 

diadas de há muito são usadas na alimentação dos animais do--
, . , 

mest1cos, como fonte de materias nitrogenadas, especialmente 

para o gado. 

Segundo LBFÊVRE (22) a l�vedura de cerveja, em 
,. , , 

8 
, 

estado seco, podera conter um mínimo de % de agua. Esta humi 

dade está naturalmente condicionada ao processo e aparelhamen 
. . -

,' u 

to empregados na desidrataçao. Desta percentagem depende a 

boa conservação da levedura por um tempo mais ou menos longo. 

Uma levedura sêca, em condições ideais, apre-

senta uma. composição qufmica que oscila relativamente pouco , 

segundo a raça, meio de culturà e outros fatores. De um modo 

geral, ela pode ser resumida nos nÚOeros do quadro seguinte:-

Água • • . , . . .. • . . . . • • . • • • . . . • • . • .. .. 8, 0% 
, 

�(aterias nitrogenadas •••••••••• 57 ,o.

Materias graxas •·······•···•··• 3, 0

Materias minerais •··••·•··•·••• 7,0 
Mat. extrativas não nitrogenadas 25,0 

As substâncias nutritivas originadas da levedu 

ra de cerveja são assimiláveis na proporção de 90%. A composl 
... ), • Í/J çao das mater1as que entram na cónstitui�ab da levedura cor�-

responde, de modo exato, às exig�ncias da àiimentaçã� humana 

e anima 1. 

Na opinião do mesmo autor (22) isto vem respo� 
,.. ,.. 

der ao grande problema contemporaneo da carencia de alimentos 

nutritivos ricos de proteínas e vitaminas, pois a levedura de 
,.. , 

cerveja encerra esses elementos necessarios ao organismo em 
, , 

quantidade apreciavel. A levedura e suficientemente capaz de 

substituir a carne graças às proteinas e sais minerais que en 

cerra. 
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. . j.., 

Outra forma de aplicaçao industrial da levedu-

ra sêca J submetê-la a umà pressão forte e elevada temperatu-
, , , 

ra, resultando dai um produto semelhante a materia plastica , 

muito duro e :resistente·, Quando inscdubilizado po:r tratamento 

especial com formol, 'torna-se :relativamente re$istente à ação 

da agua quente e ao desgàste. 
, , 

Ha inumeeos alimentos fermentados para cuja f� 

bricação se aproveita a ação de leveduras que trabalham; ora 
, , ' , 

isoladamente, ora associadas com bacterias. Esta praticá e c2

muro entre os havaianos. Muitas bebidas são fabricadas cbm ba

se neste mesmo principio. É o caso do kefir, que é um leite -
, 

alcoolico, no qual se encontra o Saccharomyce,s ca:rtilaginosus, 
, 

b s.f:ragilis, muitos Torulopsis e muitas bacterias, dentre as 

quais o Bacilus caucasicus (13) 
,., 

Um tipo interessante de fermentaçao ocorre com 
, , , ,,,.. , 

a cerveja da Belgica. Aqui ha interferencia de duas especies 

de leveduras. A fase prihcipal da fermentaçio se opera pelo 
, 

Saccharomyces carlsbergensis, segu!ndo-se a secundaria graças 

a espécies de Brettanornyces. Esta. dura de 6 mêses a 2 anosi A 
___ ...._....., .. _ 

' , , 

p:ropried�de particular desta levedura e converter parte do al 
, , 

cool da cerveja em acido aGttido, produzindo um bouquet pecu� 

liar à bebida (31).

Na Mandchuria fabrica-se uma bebida a lcoolica 
, ; denominada �orgo, tambem conhecida por §gua ��- Desta be 

bida SAITO (H) isolou um .?,_y:gos�pcharomy� ao qual deu o nome 

especifico de mandshuricus. 
, , 

Do Pulq��' bebida a lcoolica mui to usada no Me-

xico e fabricada com a seiva de Agáveas, GUlLLIERMOND (37) ex 

traiu uma levedura. 

(M) Guilliermond, A
1920 - The Yeasts
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zo-

, 
na noroeste do pais fabrica-sP.� com farinha de milho, uma be-

bida fermentada denominada Chicha, de largo uso. Apesar do 

seu baixo teor alcoólico, ao redor de 3 a 4%, embt·:aga facil

mente (42). 
I' 

Os povos que habitavam a Suecia antigamente u-

savam um alimento derivado do leite, de aspecto viscoso, sem 
,.; /"tt, , � 

coagulaçao e de gosto acido e muito agradavel, a que davam o
,.. 

nome de Taette., Deste leite fermentado foi isolado o Saccharo 

myce� taett�, que apresenta duas variedades: o major e o mi--

nor. 

Algumas formas superiores de leveduras conver-
, , 

tem os carboidratos em meterias lipoidicas. Normalmente elas
, . .., 

produzem lipideos, sendo contudo em qua_ntidades tao pequenas 

que nao encontram aplicação industria L Durante a primeira
, 

. Guerra Mundial a Alemanha fez serias tentativas para a produ-

ção industria 1 de gorduras por intermédio do Endomycopsis _ _y�-

na li s ( 39).

Modernamente sabe-se que o microorganismo pro-
, 

dutor de gordura e a Rhodotorula glutinis. i=isc:;im como o 19.!.2;-

,l_opsi § �tL!.ts. o e de proteína" 

A levedura encerra notadamente diastases pro--
, , , , , 

teoliticas, invertase ., maltase e zimase. As diasta$es proteo-

liticas têm por objeto dissolver e digerir as matérias protéJ..
" 

cas mais ou menos complexas que contem os meios nutritivos. A 
, p 

inverta se, sucrase ou inv2.rtina, prcvoca o des,dobit2m2nto hidr� 

litico da sacarose, conver·tendo-a em mistura de partes iguais
,. , 

de dextrose e frutose (aç�car invertido). A maltase s suscep-
, , 

tível de hidrolisar a maltose produzindo duas moleculas de 
, ,

glucose. A zimase segregada durante a vida anaerobica da leve 
, 

dura desdobra a glucose em alcool e C02 (2). 
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Graças a isso é que as leveduras são largamen-

, 
' 

, ' 

te utilisadas em confeitarias, industrias de alcool, panar e 

de xarope de mêsa, dentr.e inÚmeras outras. 
., Entre os insetos, na ordem _,:-10s Homoptero�, o--

corre uma levedura pâ t_ogênica que invade o sangue tornando-o 

branco leitoso. Leva o irtseto à morte e o mal é transmissível 

por inoculação ( 39).

Os animais superiores ingerem leveduras Junta

mente com os alimentos., Muitas esp�cies passam intactas peios 
.,..sucos digestivos dos animais e do homem e, por isso, sao en-

contradas nas suas fezes, Outras, como as leveduras de panifi 
-

cação se deixam atacar por aqueles sucos e são destruidas. U-
N , � 

mas sao apenas tr�nsitorias e outras sao constantes, funcio--
, 

nando como parasites. Tal e o caso do Saccharomyce$_ guttulatus
, 

que infesta os intestinos dos conlhos, vivendo ai como paras.!,

tos ( 39).

o Sacchat;,0ll}):Ces J?irifo,rmis, isolado do <Hn9er

É!!!,, vive em simbiose dom o Baeteri um vermiform,, a ioJando-- 
i se na bainha dessa bact.erta, que parece destruir alguma subs• 

tância nociva i vida da levedura (l;).

j . , 

Ha, tamhem, as formas que parasitam o homem � 
� 

. 
A causando mi coses cutanea s e pulmonares ( genero çand 1,da), me• 

ning!te (f.mt,op,occus n�H>t,o.rmatt,Si) <!tlJo habitat. é a superfície 

de frutos, endocardites (Candida Eªf,akrt±§.�! e C:· Guilliermon ...

5!!.). Outra micose humana é a estomatite cremosa que faz mui

tas vítimas entre crían�as sub-alimentadas ou em condições 
,

precarias de higiene, grassahdo em asilos, segundo dados da -
, 

literatura medica antiga. Nos adultos se observa como um even

to final em certas moléstit�s como a febre tifÓide, a tubercu-
, , 

lese ou processos cancerosos. O patogeno desta micose e a�-

dida albica11;,_�. (39).
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KRUG (18) relata ter encontrado o primeiro ca-

so da podridão do capulho do algodoeiro no Brasil. Esta molés 
... ,. " 

tia nao tem sintomas externos visive!s.So ataca frutos tendo 

como vetor os insetos. Foi primitivamente mencionada por PE

.GLION, em 1901 ., atacando as avelãs, na Itália. O microorganis 
# A 

mo aqui encontrado deu origem ao genero Nematospora. A mesma 

moléstia foi posteriormente verificada nas Índias Ocidentais 
" " 

e na California .. Mais tarde assinalada na Nigeria e ?utros 

! " 

pa1ses e, finalmente, por PJ�UG constatada en�re nos. 

REDAELLI, CASTELLI e CIFERRI (37) isolaram le

veduras parasitas do homem e de animais, partindo de amostras 

de leveduras de pão destinadas à panificação caseira italiana. 

são elas dos gêneros l\/iycotorula e Blastodendrion. O p�o fer

mentado com leveduras mistas dessa contaminação não é, toda-
.. " 

via, danoso a saude. Esta mesma levedura foi encontrada por 

VERONA e CIFERRI (44) parasitando cenouras e causando seu apo 

drecimento. 

O mesmo CIFERRI (:i-t) isolou o Saccharomyces ;eleo

morphus de ananás em putrefação, cuja particularidada interes-
"

sante e fermentar a sacarose mas não 1/3 da rafinose. 

Recentemente se tem usado as leveduras para e!!: 

saiar certas vitaminas. WILLIANS e seus colaboradores afirmam 
A 

que um meio deficiente em tiamina e contendo todas as outras 

substâncias essenciais à nutrição das leveduras, opera o de-

senvolvimento dêsses organismos na proporção direta das quan

tidades de vitaminas adicionadas ao meio. O desenvolvimento -

da levedura é medido por centrifugação (39).

" "

As leveduras geralmente ocorrem na materia org� 

(M) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts
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nica, especialmente nas de origem vegetal onde ha carboidra--

.. .., d J tos!? Muitas leveduras tem --;ido isoladas da exudaçao e arvo--
, ,/1 

rese HANSEN (M) isolou o Sac'-;haromyces .. !udwigii e varias esp2, 
� � 

eles de JUo�kera da exudaçao de carvalho ., assim como todas ... 

as esp�cies de Nadsoni! da exudação de outras essências, HAN

SEN isolou também a E.!.-9.!:.!i.§. r!l_embranaefacien� da exudação gomo

sa do olmeiroe 

GOIDANICK, ClfERRI e REDAELLI ( 12) encontraram 
, , ..

varias especies de leveduras em polpa de madeira destinada a
, 

manufatura de papel. Entre essas algumas ja eram conhecidas -
, 

como parasites do homem. A uma nova especie deram o nome de 

MARCUS e NIETHAMMER (M) isolaram leveduras de 

... , 
tecidos saos de frutos e sementes, assim como BEISEL tambem o 

, 
fez de suco fresco de laranjas da Florida. O Saccharom�ces 

, 

r ouxii tambem foi isolado de suco de frutos ( 13). 

Os frutos passas são comumente recobertos por 
� � � 

cristais de açucar e uma tenue camada de substancia esbranqul 

çada. Trabalhos de BAKER e MP/\K (4) em ameixas e figos passas 

procedentes da Califórnia revelaram que são células de leved� 
A ' # 

rasque conferem essa aparencia brancacenta a superficie dos 

frutos conservados sob forma de passas. 

WICKERHAN e DUPRAT (47) isolaram leveduras pr,2 

venientes de um suco de uva em conserva sob elevada pressão • 

gasosa, mas cujo sabor se apfesentava altamente alterado e a1 
, ,. 

coolico, O gosto denunciava a atividade pre8entc de _Zy:gosac--
, 

charolJD:c.es� Tratava-se de uma nova especie a que deram o nome 

(M) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.



A Hansenu� subpelliculosa foi enco�trada por 

BEDFORD (5) numa mistura de açúcar, Ôvo e ameixas sêcas. 
, N Do açucar, durante sua manufaturaçao, foi ex• 

traido o §accharomyces zopfi, na Saxônia. 

De acÔrdo com MRAK e MC CLUNG (28) foram isola 

dos vários gêneros de leveduras de vinhos de diferentes está

gios de fermentação, tais como: Saccharomyc� ., Zygosaccharo

myces, Hansenia spora, Debarycmyces, Pi chia ,. Hansenula, Zygopi

� e Torulaspora. 

NICKERSON (32) descreveu uma nova espécie de 

Zygosaccharomyce�, o�- acidifaciens encontrada em garrafas 

de vinho destinadas� acidificação. Não foram aí encontradas 
,. ,.. 

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

apenas leveduras. O teor de acidês do meio em questão avisínha 

va-se de 2,2 e, talvez por isto, nenhum outro microorganismo 

al�m de leveduras se encontrava a! presente. Pelo autor foram 

feitas culturas monocelulares e, mesmo depois de 4 �n�s, 
. .

ne-

nhuma variação foi verificada. Não houve formação de pelicula 

ou de an�l, permanecendo o liquido claro durante a fermenta

ção que se processava com moderada produção de C02 .. 

As leveduras podem ser isoladas do solo de vi-
,. 

nhedos e pomares, superfícies de frutos doces e maduros como 

uvas, maçãs e citrus, folhas e outras partes da planta. Apar� 

cem no ar levadas pela poeira e veiculadas pelo vento, no cor 

po de insetos e em grandes a 1 titudes .. 

PRESCOTT e DUNN (36) dizem que ocasionalmente 

sao as leveduras encontradas em produtos de origem animal. To 
, 
-

# • A ,,,, davia, espcc1es do genero Debaryomyces sao comuns nos produ-
. ,., ; , 

tos derivados da carne. Apesar disso, nao foi possivel ate o 

presente momento, estabelecer uma correlação entre a sua pre-
, sença frequente com as atividades metabollca s dessas levedu-
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ras. CASTELLI e SISANI (x) estudando conservas de carne veri-
, 

ficaram que ha nas Ungutças aqueles microorganismos e que a 

sua distribuição é maior na periferia que no centro dos indu

tos. Experimentalmente verificaram aqueles autores que se po-
, 

de tornar o salame curado em tempo muito rppido, mergulhando-
, � se seu envolucro numa suspensao de Debaryomyces tyroco!a. 

SACCHETTI ( M) estudou as leveduras dos queijos 

moles italianos encontrando Zy�osaccharomyces casei e�-�-
, 

sicolor, aos quais responsabilisou as características delica-

das dêsses produtos do leite. tsses mesmos microorganismos fo 
-

ram encontrados na manteiga, nos cremes e mesmo no leite con

densado. 

As leveduras são constantemente encontradas 

nas salmour�s de conserva de carnes, vegetais e frutos, for-

mando películas nas superfícies. A concentração de sal nesses 

4 
.., 4 produtos varia de a 20%. Os pebaryomyc.!..:! sao o generc, que� 

presenta maior tolerância aos meios contendo elevada percent� 
, 

, l,a:f gem de sal chegando, algumas especies, a suportar ate 2y.,o de 

concentração salina. Esta tolerância diminue quando a cultura 
, ,

e mantida em meio artificial por varios anos. 

ETCHELLS e BELL (M) estudaram leveduras isola

das de conserva em fermentação. Encontravam-se elas em dlfe•-· 

rentes profundidades do meio e não formavam pelÍ'culas. Verif1 

caram que se tratava de Brettanomyces constituindo esta dese,2 
" "' ;,. , 

berta um acontecimento origina 1, Ja que este genero so tem c,2

mo fonte natural as cervejas. 
.., 

PASTEUR demonstrou que frutos imaturos que sao 

cobertos com algodão, quando maduros não apresentam leveduras. 

( M1) 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 sera o veiculo que as conduzem ate os 

frutos sÔbre os quais se depositam. Os esporos encontrando a! 

condições propicias, ao aproximar o verão, germinam e dão br.2, 

tas para formar novós esporos na superfície dos frutos madu•-

ros. 

Em oposição a estas afirmações, STARKEY e HEN• 

RICl (H) são de opinião que as leveduras são relativamente ... 

muito pouco frequentes nos solos. fles trabalharam com vários 
,

tipos de solos e em diferentes epocas do ano� Tendo encontra-

do quantidades tão pequenas de leveduras forsm persuadidos a 

crer que êsses mocroorganismos não participam das modifica-

çÕes do solo. A iguais resultados chegou CIFERRI (M) quando 
, 

A
"" , 

trabalhou com solos da Republica Dominicana. �le supos que e� 
# 

lulas vegetativas de levedura postas no solo morrem apos uma 
, 

semana. Tambem NISSIN (H} pesquisando 10 solos de diferente -

constituição fisica e quimica, tQmados em 4 estações do ano,

encontrou leveduras de 50% das amostras trabalhadas. Concluiu 
A A A 

que o tipo de solo tem marcada influencia sobre a ocorrencia 

de leveduras, pois solos de pomar apresentam maior quantidade 
A A 

desse,s seres, enquanto s-olos de p!nheirais revelam. m.enor qua.!:. 

tidade. 
• 

As leveduras comumente se. enqont,ram no tracto 

digestivo dos insetos, sendo por isso provável serem êles os 

responsáveis mais diretos pela disseminação dêsses microorga-
, nismos que o proprio vento. BERSLE ( ;9 ) .. achava que o habitat 

normal de muitas leveduras, inclusive o Sacch�rom)t'.oes e,llipsoi--

( H) Mra k, Pha f f

1951. Taxonomy and Morphalogy of Yeasts.



s.n -11-

deus é o tubo digestivo dos _!)Íl:_)teros., Tem-se demonstrado tam• 

bem que as l�veduras constituem a dieta alimentar de alguns ... 
" ...

insetos como as Drosofilas que se servem mais desses microor• 
" ,ganismos da superfície dos frutos maduros que do seu proprio 

suco., As leveduras penetram as cavidades naturais dos insetos 
, , 

e ai vivem em aparent€ simbiose, sendo ate transmitidas pelo

- , 
ovo. Sao particularmente os �omopteros os insetos para isso � 

preferidos. As leveduras ficam contidas no tecido pseudo vit2_ 
" ... 

lino de tal modo que, ao microscopio, se assemelham. a uma glan 
, -

dula. As especies mais frequentes neste tipo de simbiose sao 

as do gcnero ScJ:ii z�cha romyces. 
, .... ... HOSTE ( �) provou que a espec ie pinan desse ge .. 

nero de leveduras pode ser isolada regularmente do revestimen 

to quitinoso dos escaravelhos !2.��,2gtomus e l.E.§. assim como -

da madeira atacada por êlesc Estas leveduras apresentam uma -

característica interessante qual seja a de formar esporos do 

aspecto de chapeu, que não é normal nos Zygosaccharom�ces. Ê� 

se autor ressaltou a grande variabilidade na proporção da es

porulação nas diferentes cepas isoladas percebendo que há uma 
,. � 

tendencia para desaparecar a faculdade de esporulaçao. Outra
N ; N 

conclusao a que chegou o autor e Que a associaçao constante -

verificada entre os escaravelhos e essas leveduras não pode -
; , ,. 

ser classificada como simbiose� E mais provavel que esses in• 

setos sejam os transmissores das leveduras que vivem associa

das a certos fungos como C,3ra.tos_tomella que infestam as madej_ 

ras, na opinião de RUMBOLD (*} 

WEBB ( M) que apresentou um trabalho mui to metJ. 

culoso sÔbre fungos da ambrosia australiana relatou ter enco.u 

(:tt) Mrak, Phaff 

1951. Taxonomy and Morphology of Yeast$. 
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' , 
trado duas especies de Endomicop�is que podem ser isoladas de 

ttme!s de escaravelhos nessas árvores ou de larvas e adultos 

dêsses insetos. 
� N 

As leveduras do genero zxsosaccharom�ces sao -
, .... 

encontradas em nectares de flores bem como no mel de abelha -

mal conservado, Já em fermentação, sendo provável que as abe

lhas sejam a causa da contaminação inicia 1. 

HALL, JAMES e NILSON ( 14) isolaram leveduras -

de xarope procedente da Ilha de Barbados, conservado em barrls 

por alguns mêses, para posterior distribuição. Sobreveio ati

va fermentação com grande produção de gás e álcool. 

SCHEGG e WEIGAND (M) encontraram Rhodotor�la e 
M , , 

Torulopsis em soluçao de acido borico a ;% quando examinavam 

produtos farmacêuticos na Alemanha. Fato idêntico se deu na 

California, quando foi isolada uma Rhodotorula de um frasco -
, , 

comercial de acido borico:- apresentava-se em forma de sedi--

mente de cor rosada. 
, , .., 

Os limites ecologicos das leveduras sao multo 

extensos, pois nas terras de maior altitude como no Himalaia 

foi encontrada a Willia 1aturno por KLÕCK, assim como nas 

guas da oceano e lagos por ZOBELL (H).

Os produtos da ação das leveduras eram já usa

dos pelo homem primitivo. Em Gênesis, o primeiro livro da Bí

blia, há referência ao uso do vinho; no segundo, o livro de� 

xodo, há menção dos pães asmos (pão sem fermento) como elemen 

to integrante de cerimônias religiosas. Depreende-se da{, que 

era vulgar o uso do fermento no pão para consumo direto. An-

teriormente, isto�, 7.000 anos A�C. já se empregavam produ--

( M) Mrak, Phaff

1951. Taxonomy and Morphology of Yeasts.



tos semelhantes à cerveja na alimentação {1). O homem não po

dia governar os mistérios da fermentação porque os domínios ... 

do invisível lhe eram indevassáveis. A d�spe!to do incognosc.í 

vel tinham os homens, contudo, uma intuição da causa dos fenô 
-

li 

menos cujo efeito estava a seu serviço. LlNEU Ja supunha ser 
H li 

a fermentaça9 produzida por organismos vivos (1). Nesta epoca 

já havia uma noção da relação existente entre doenças, fermea 

tação e putrefação. Essa ideia reinante se objetivou na espre.! 

são de BAYLE ( 1626-1691) quando afirmou que a nat1,1reza das ... 
, 

doenças so seria conhecida ao se desvendar as causas da fer-• 

mentação e da putrefação_( 1). Mais tarde, PASTEUR verificou a

realidade da então suposta relação entre doenças, putrefação 

e fermentação.Scndó de natureza microbiana seus agentes, so 
, ,,. com o advento do microscopio ele conseguir provar a sua ideia. 

- .,. 

Verificou a especificidade das açoes desses mi:roorganismos e 
.,. 

a ele se deve o estabelecimento dos fundamentos do quimismo• 

das fermentações (1). 

Entretanto, quem primeiro viu as 1eveduras foi 

LEUWENHOECK (1). Seu sistema de reprodução foi demonstrado,• 

mais tarde (1825), por DÉSMAZIERES ., MITSCHERLJCH, CAONIARD-1.& 

TOUR, KUTZINO e SCHV.fANN (1). fste �!timo foi quem verificou e 

provou a existência de esporos nas céluias de levedura (18;9), 

cuja posição botânica era mui to incerta, errando entre fungo 

ou alga. Quando ê le oboervou que as células de levedura pode

r iam formar novas células interiores e que estas eram libert! 
# N � N 

das por rompimento da celula mae, entao surgiu sua inclusao -

no grupo dos fungos (45). 
- 1 

Mais tarde, investigaçoes de SEYNES e REESS de 

finiram mais claramente a morfologia dos ascosporos. REESS de 
� -

monstrou que os ascosporos sao produzidos por celulas de lcv_! 

duras de diferentes formatos e que eles germinavam por brota-



mento-o Contudo, êle n8o tinha a 
5-�

vantagem dos metodos de cultu 

ra pura e então indicou, em 1870, que leveduras que formam as 
-

... cosporos seriam um grupo especial a que ele deu o termo de 

Sacc:;.haro�� originalmente suger'ido por MEYER em 18;7 para -

as leveduras de fermentação. REESS (45) achou o desenvolvime!! 

to dos a scosporos semelhante a certos S.sc_om;t:c:etos inferiores

e determinou os esporos de ascosporos, a célula mte de asco e 
,., 

incluiu o genro Saccharomyce§_ com os A,scomycetos inferiores.

Novamente PASTEUR (l) estudou as leveduras re-
,,. ,.. sultando de seus estudos melhores conhecimentos sobre �sses -

microorganismos. Surge HANSEN (1) em 1896, que começou a atr� 
, 

buir um cunho r:e marcante sistematica nos estudos das levedu-. 

ras, os quais se estenderam por mais de ;o anos de exaustivos. 

trabalhos� Posteriormente BUCHNER prestou sua contribuição V!

liosa e ci r ;::;tÍfica quando descreveu a zÍmase alcoólica. 

Em 1909 GUILLIERMOND (15) começou a esboçar a 

linha filogenética das leveduras. :fle fundamenta suas opin!Ões 

n :' fatos seguintes: os membros da familia Endom:y:cetaceae ... 

produzem micélio que dá origem à células semelhantes a leved! 

ra por gemação ou fragmentação do micélio em oÍdios, e que ... 

produzem ascosporos por conjugação isogâmica de células contl 
, ,,. , ' 

gua s no mice li o. No genero En4..2m�c0Esi s as celula s scnelhc.ntes 

a levedura são formadas por gemação e é uma simples transição 
A A 

desse fungo para levedura de brotamento que �esulta o genero 

A - , 

gamica, mas nao produz micelio. 

A relação das leveduras ascosporÓgenas com as 

��ycetaceae é tâo Óbvio que todos os micologistas a tem a

ceito e elas foram classificadas geralmente como uma família, 
,, 

�Qa�om�c�taçeae, 16go apos a Endom�cetaceae as quais dife• 
- ,, rem entre si apenas pela formaçao do micelio. STELLlNG-DEKKER 
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é contrário o separação dêstes microorganismos em duas 
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I' N 

lias, uma vez que a diferença entre elas e apenas na formaçao 

do micelio. 

GUILLIERMOND depois apresentou um novo concei

to da filogênese das leveduras, segundo duas linhas de descen 
.,.. " 

dencia: leveduras hapoblionte, que formam ascosporos apos a 

conjugação isogâmica ou heterogâmica, as quais são derivadas 

das Endomy;cetaceae, da ordem Plictasç���--�; leveduras diplobion 

te e haplodiplobionte, derivadas das _!?xg_c:!.�_g_a_.!��, especialmente 
; .,.. 

atraves do genero Taphrina. 
... 

Nas Endomycetacea�, os ascosporos sao formados 

pela conjugação de duas c�lulas visinhas no filamento do mic,i 
, 

. 
' 

lio sendo, portanto, a fase vegetativa haploide. O zigoto dá

,,, , 
,A nascimento aos ascosporos que sao diploidese tstes, na germi-

- , , 

naçao, dão micelio que, por sua ve�,podem dar origem a celu--

las como levedura, por gemação ou fragmentação. Assim, GUILLJ. 
, .,.. 

ERMOND colocou nesta familia os generos � .. S.h��2,_sa_cchar_omyces , 

ZyQosaccharomyces, Debaryomyc�.�, Na.�-�-°-�-�-,� e J'!�ma tospora. Nou-
A , � � 

tros generos,,as celulas vegetativas sao diploides, sendo ap� 
" 

nas os ascosporos haploides, como no .§§..2.S�rqm;-x:s._�� Ludwi9ii 

ou, ainda, os esporos e seus brotos sio haplo-diplobionte co

mo nos gêneros Saccharomyces e Ha_I..!,_����J!::'..� Êstes gêneros foram 

considerados por GUILLIERMOND como d�scendentes de Exoascales 

e1 particularmente, do gênero If:phtin� .. 

A concepção de GUILLIERMOND sÔbre a filogênese 

das leveduras coloca o gênero Saccharomyces mui.to distante do 
............_.....,._,, ........ , ... ,�� ''•' _,,, .. hO."' ••-•>',>,<

o
•'• 

Zygosaccharomyces pert?:1�endo à ordens diferentes de Ascomyce-

STELLING-DEKKER faz êsses dois gêneros apenas 

sub-gêneros de Saccharomyces. Justifica seu ponto de vista a

penas na semelhança estreita das exp�c:lcs de f,Y-9,0saccharomyce.� 



, 
com as especies de Saccharomyces na fisiologia e outros cara�

téres. A pa rtenogênese é comum nos Zygosaccharomyc.es e oeasi,g 

nalmente observada nas leveduras do gênero $accharomyc.es, 

WINGE e IAUSTSEN referiram que, de fato, o Sa.c� 
,, 

charomyces pode ser cultivado em estado haploide, embora ten ... 

dendo a voltar à fase diplÓide pela formação de zigoto� Isto 
, 

mostra que ha apenas uma leve diferença entre o Saccharom�ces

e o ZygosaccharoffiYCes. 

O que também comprova estas afirmações � a ob

tenção de hÍbridos pelo cruzamento entre espJcies dos dois si

neros referidos. Isto vem demonstrat, evidentemente, qúe a -

distância de parentesco não é grande, 

Em 1940, GUILLIERMOND supôs a possibilidade âa 

relação entre a levedura e os Ascomycetos. 
, A # � 

Ha uma evidencia consideravel de rclaçao entre 
,, 

as leveduras e os Basidiomycetos, tratando-se das espccies do 
,.

genero Spoz:.c?)�o lomy�. 

A filog�nese das leveduras anascosporÓgenas não 

pode ser determinada de modo seguro. Consideram-se como Ascomy

�.!:2.! cuja capacidade de formar a scosporos se tenha desaparecl, 

do. 
N I N O que nao foi ainda verificado e a relaçao das 

, 
leveduras com os Phycomyce�, embora muitas especies de�-

,, ' rales deem aparecimento a brotos de celulas semelhantes ale-
, ,, ,, 

vedura quando crescem em cultura submersa e e tambem notavel 
, .., , 

que tais especies produzam igualmente uma fermentaçao alcooll,

ca. 

Em suma, as leveduras têm sua filogénese nos -
, ,, 

fungos, dos quais descendem atraves de varias ordens. 

Essas são razões mais que legítimas para Justl, 

ficarem a coerência do objeto desta tese de doutoramento, a 



S · �,� -17-

qual se enquadra perfeitamente bem dentro das finalidades do 
, , 

Instituto Zimotecnico, cujo roteiro mestre e mostrar, fomen--

tar e estimular a zimotecnia no pais, bem como outras formas 
, , 

de industrias ou pesquisas cientificas com base nos microorg! 
,. , 

nismos. Pelo menos esse e o nosso pensamento. 
,. 

2 - MATERIAL E METODOS 
-----·--·---·-•--•" 

2 • 1 Ma ter ia 1 
.........,...__.,.......,...._�-

O material que nos proporcionou elementos para 
,,. , . esse trabalho foi colhido nos proprios da Escola Super1or de

Agricultura ºLuiz de Queiroz", da Universidade de são Paulo , 

notadamentc pomares e parque central. 

2.2 Meios de cultura usados� 
- ----------,<•A-•,•••,(-

Os meios de cultura usados nos diversos ensa!os 

foram os constantes da lista abaixo especificada. 

no, 

Q) - Meio de Laurent, para isolamento;
.., , 

b) - Meio para formaçao de micelio;
c) - Meio para zimograma dos hidratos de carbo

d) - Meio para estudar a utilização do etanol
como unica fonte de carbono; 

e} - Meio para o a uxanograma do ni trogeni o;
f) dos - Meio para o a uxa nog rama açucares;

g) ... Meio para a formação de
, 

pe licula; 
h) produção .., �Feio para a de ester;
i ) - Meio para a produção de acido;

J) - Meio para -a mensuraçao das C:'.'J lulas e sua 
forma ti pica; 

k) - Meio para a produção de compostos amilaceos;
l ) = Meio para a coagulação e peptonização do -

leite; 
m) - Meio para o desdobramento da arbutina;
n) - Meio para o desdobramento da asculina;

o) - Meio para o desdobramento de gorduras;

p) - Meio para a produção de ascosporos.

.6.!.2 Coleta das amostras 



Tudas as amostras foram colhidas com observân-
, 

eia rigorosa da tecnica e assepsia. 

Foram usados vasos de Bohêmia esterilizados, -

com bÔca fechada com guardanapo de algodão. Os frutos foram c.2, 

lhidos em perfeito estado de maturação, sadios e de bÔa aparên 
" 

eia, com auxilio de pinça 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 maos. 

, 
Os vasos e:ram imediatamente etiquetados apos a 

colheita para identificação da procedência das leveduras, co_e. 

tendo lug3r, hora e fr�to. 
, , 

As amostras apos chegadas no laboratorio eram 

normalmente trabalhadas imediatamente. Quando não, conservavam

se em geladeira a uma temperatura constante de 4°c. 

2.4 Isolamento das leveduras 
.,._, .. ···-·--�,--..... ,,,, ___ ,,_,.,.-· -.,,_,,,.,,, __ ..,.. _____ .,,..,� .. · 

, , , 
Ha varies metodos preconizados para o isolame_!! 

to de leveduras partindo•--se de frutos maduros. Dentre êles P.2 

deremas destacar:-

a) - enriquecimento;
b) semeação direta;

... , 
e) - semeaçao da agua de lavagem;
d) - incubaçio direta.

-ª..d±.<!J. �é �º9.5J. .. -�.§--��E tSI.�e.-�JEI.�.!-0
.

fste método consiste, em grandes linhas, em i,!l 

troduzir uma porção do fruto num meio nutritivo adequado ao 

desenvolvimento do microorganismo em aprêço, incubando-o, a 

seguir, a 28°c durante 48 horas (26).

.... ,. 
Ensaiando este metodo usamos como meio nutriti 

, 
vo, o meio liquido de Laurent, em frascos de Erlenmeyer de • 

25Q ml, incubados a 28°c durante 48 horas. 

O ideal seria usar neste ensaio o meio de mal•

{ 
,,.. , r te 1 quido pois ele e que se apresenta mais prop1cio para a 
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nutriçáo e decorrente ,desenvolvimentõ das levedura•• Néo o tl

, . . 

zemos pela dificuldade de obtenção .da materia prlma no merca-

do, obrigando-nos ao emprêgo do meio de Laurent m�smo com as 

falhas que ocasionalm�nte pudesse trazer consigol 

Ao inv,s çe usar apenas um fragrri'ento do fruto•, 

como ordinariamente se recomenda ., pafeeeu ... nos melhor o seu a• 

proveitamento integral com a finalidade de captar as células 

de leveduras localizadas em tôda a regilo externa do fruto
., • 

bem como as que porventura se encontrassem no $uco. Por isáo, 

achamos melhor seccionar os frutos introduzindo-os totalmente 

no frasco contendo o meio de cultura lÍquioo. 

çao: 

O meio de Laurent apresenta a segutnte composJ. 

K3P04 •••••••·•·••••••••• 0,75 g

MgS04 • • • • .. • • • • • • • • • • • • • • O 11 10 g 

Agua destilada ••• , •••••• 1.000,00 ml 

2�4T2 M�todo de semeação direta 
, .., O metodo de semeaçao direta consiste em passar• 

se o fruto sÔbre o meio de mosto de �alte-ágar e in.cubar-s�, a 

seguir, durante 48 horas a 28°c.

Neste m�todo apenas as c�lulas da supertÍcie do 
.., .., fruto sao retiradas, nao se conseguindo isolar as que se ocu1 

li , • tam nas rugosidades do pedunculo ou do calice, quando persls• 
, , -

tente� Alem disso ha a agravante de grande contaminaçao de fu_a 

gos, cujo desenvolvimento rápido suplanta ao das colônias de 

leveduras, impossibilitando assim seu aproveitamento por repi -
cagem. 

Ensaiamos êste método sem resultado, cuja apli -
- , , caçao para frutos grandes e impraticavel. 

2.4.3 Método por semeação da água de lavaQem dos frutos 
, , 

Neste caso lavam-se os frutos com agua recem des -



# # N 

ti lada e as aguas resultantes e que se empregam para semeaçao 

em caixas de Pétri, as quais serão postas em incubação a 28°c

durante 48 horas (26). 
# , A # Tentamos tambem este processo !numeras vezes, 
, 

sem resultado apreciavel, pelas mesmas dificuldades e inconv� 

nientes. cita dos no processo anterior, nota damente a grande 

contaminação do meio de cultura por fungos. 

2.4.4 Método de incubação direta. 

Por iniciativa propria experimentamos passar

, 

os frutos por um liquidificador e incubar o liquido resultan-

te a 28°c durante 48 horas. 

Não fomos felizes em nossa tentativa porquanto 

novamente os inconvenientes anteriormente citados aqu{ apare

ceram com igual e mesmo maior intensidade� 

Deente dos resul�ados obtidos em nossos prime! 
, 

ros ensaios resolvemos optar pelo primeiro metodo citado por-

que, por êle, tÔdas as leveduras da superficie extcraa do fr2:! 

to são recolhidas e posteriormente isoladas. Embora as leved� 
,· , "' 

ras internas sejam tambem aproveitadas neste caso, esse fato 
.., N J' f nao invalida a nossa tese, pois nao e incompat1vel com a natu 

A 

reza deste trabalho em que nos propuzemos a estudar as leved� 

rasque comumente ocorrem em frutos maduros da zona de Piraci 

caba. 

Em mel o 1 Íqui do se consec1.1 '.? r1 ?dmi r os preJui

zos consequentes das contaminaçÕe:. por fungos, possibilitando 

um isolamento em caixas de Pétri e ulterior separação das co-
,.. 

lonias de aspecto diferente. 

2.4.5 Técnica sGguida 
, 

Servindo-nos do metodo de enriquecimento proc� 

demos dentro da seguinte técnica. 



tri, realizando &,in.(todo de d.1 lutção 

para conseguir colÔni�s bem distintas. Posteriormente fizemos 

culturas unicelulares para absoiuta pureza das culturas, poe

to que contradizendo LODDER e VAN RIJ (24) que admitem carl-
, 

ter de pureza para culturas isoladas em caixas de Petr1 com 
A # 

a lgomas passagens. O a lv! tre desses autores por nos .. foi pra t1 
-

cado apenas para confirmação da pureza dàs culturas un!celul!

res adrede ex.cçutadas. 

Adotamos o sistema de LINDNER, cuja prioridade
.,. , »

se deve a HANSEN, construindo a camara umida com um anel met_! 

lico aderente à lâmina por meio do parafina;.', A lamínula, com 
# , 

as goticulas do meio de cultura contendo celulas de levedura 
:, ' e 

era invertÍdà s�bre o anel met;liooí previamente untado com va
-

selina, com a finalidade de vedát a evaporação, impedir o se•
, 

<1, 

N camento do meio e evitar qualquer contaminaçao. 
- ' , 

Em geral as culturas sao acompanhadas de bacte 
-

rias trazidas dos frutos, Por isso mesmo, é imprescindível a 

sua purificação ant�s de se tentar qualquer teste que ofereça 
,., , possibilidade de elassificaçao sistemat!ca. 

, ,
Para isso, um dos meios mais aconselhave!s e o 

de RAULIN, incubando-se a 25ºC durante 3 a 5 dias. Depois, • 
, , 

far-se•a uma segunda passagem, se ainda subsistirem bacterias. 
"" Ensaiamos este meio durante os nossos trabalhos

mas sem resultados �utto positivos. 

PIJPER estudou as leveduras de escarros de bro11 

com!coses e adotou como sendo o melhor na purificação de suas 

culturas, um meio ácido ( 19) preparado nas seguintes condições: 

,P.eP,tona ............ . 
Extrato de carne ••• 
"

,Agua destilada ••••• 

10,00 g 
5,00 g 

1.000 1 00 ml 

Ju.nt.a•se HCl 0,1 n até que '5 gotas de uma solução a 0,05% de 



cristal violeta adicionadas a 5 ml do meio se torne nttidame,n 

te azul .,

A 

Ensaiamos este meio e encontrando certa difi--

culdade na obtençâo da reação exata preconizada, introduzimos 

uma ligeira modificação no modo de preparar êste melo, que foi 

por nós seguido da{ por ·deante. A modificação introduzida foi 

a seguintei a reação final acima proposta corresponde a pH 3,8. 

Isso nos 2utorizou a adotar êsse teor de acidez na preparação 

do meio de '.:;ultura,, Os resultados foram constantes, mais segu-
r µ 

ros e a pr8tlca de preparaçao simplificada. 

t:sse meio de cultura proporciona nutrição sufl 
,. , 

<( 

ciente para as leveduras cuja tolerancia maxima ao pH ultrapa_! 
' , A I' j, , 

sa aquele limite. Uma so passagem por esse meio acido quast ... 

sempre elimina as bactc;rlas, deixando a levedurei pura. Nos C!, 
A " 

sos de insucesso, uma segunda passagem por este meio depois de 

alguns dias da pr':imeira tenta tiva, garante pureza integral de 

2�?2 J d e r:iJ:} f ts.:�sI o s i s t�má ti sa...

Segundo JEL!NEK (16) o melhor método para elas
' -

, ,.,. , 
sificar leveduras e por meio de reaçoes serologicas. Fundame,.n 

N , 

ta suas razoes na grande variabilidade entre os microbios, a 

qua 1 � muJ. to mais pronunciada ;:-�e em qua !quer outro organismo 

vivo. �sses sêres mudam suas formas e funções com relativa f!, 

ci lidade, dificultando sobremane.ira sua classificação. A ln-

constância dos caracteres celulares é tal que as formas aber

rantes predominam com frequência sÔbre as normais, tornando a 
� � # A , 

classificaçao prec�rif. A constituiçao antigenice das celulas 

deve ser sujeita tamb�m a variações do mesmo modo que suas -

funções e formae A especificidade constitucional seria mais -
, , rigida e mais constante que a morfologica e funcional. 

sâ·o hi�>Óteses que êste autor a tribue como per-



, , 

feitamente admissíveis. O pr�prio BENHAM afirma ser o 
,· 

metodo 
, 

serologico superior aos demais em que se empregam provas de 

fermentação, colônias gigantes, etc. 

Todavia, uma classificação estrita não pode ser 

feita ainda deante do estado atual dos conhecimentos a 

respeito. 

esse 

SCHULTZ e POMPER (H), em 1948, experimentaram 

uma comparação da diferente assimilação de amino-ácidos, com 

o objetivo de uma classificação taxonÔmica�

Depois, em 1950, SCHULTZ e MC MANUS ( H) optaram 

pela adoção do uso do enxÔfre para difer·,znciação das espécies. 
, 

Tambem,o uso de vitaminas com a mesma finalida-

de foi tentado por SCHU:..:rz e ATKIN (H), em 1947. 
"' , - ,. . Todos esses metodos sao temcrar1os para se in-

troduzir atualmente pois carecem de uma confirmação que só P.2. 

de ser oferecida quando generelizados para tÔdas as espécies. 
, 

Deante disso, resolvemos optar pelo metodo de 

LODDER e VAN RIJ ( 24) autoridades mundialmente conhecidas no 
, "" , 

campo cientifico, intensamente citadas em todas as obras dignas 

de menção e, pela atualidade com que abordam o assunto, constL 

tue seu método um padrão de classificaçâ·o� A natureza do nosso 
, ... ... 

trabalho exigia a escolha de um metodo de classificaçao deste 

jaez. 

Posto que essas asserções sejam verídicas, par� 
r .., 

ceu-nos mais Judicioso nm ec1et1<:;rnl"J de mstodo.s, por razoes tal 
.• ;\, ...

vez muito pessoais que resultaram de insistentes tentativas na

realização dos diversos ensaios. Essa disposição se firmou de
N , 

modo difinitivo deante da opiniao abalisada do professor egipcio 
, 

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

(M} Lodder, Kreger-van RiJ 
1952. The Yeasts 



ra empresta sua colaboração à Faculdade de Filosofia, Ciências 

e Letras da Universidade de são Paulo e ao Instituto Zimot�cni 

co. são de sua autoria numerosas alterações que aparecem nesta 

tese, em lugar competente. 

Os ensaios para identificação sistemática das 
,

leveduras por nos isoladas foram aplicad�s segundo: 

a) -à fisiologia;
b) - a morfologia;

c) - os caracteres morfolÓgicos culturais das leveduras.

2.5.1 a) - Fisiologia 
.., 

A fisiologia assim como a morfologia sao as ex 
- , 

pressoes maximas da potencialidade do organismo. 

2.5.1.1 
- , , 

Forma9ao de película em meio liquido 

O meio preconizado comumente para isso e o 912:::!; 

cosado a 2% e peptonizado a 1%. Êste meio proporciona a forma 

ção de pelicula porém, a nitidez não é perfeita. O mais acon-
, , N 

selhavel e o extrato de malte, adotado atualmente como padrao. 

Introduziu-se lliua pequena modificação na t�cnica comum de pr� 

paro ctêste meio segundo SORIANO (41). Esta modificação refere

se à prova de hidrolisação do amido, durante o preparo, usan

do-se o iodo, que produz, a frio, reação de coloração caracti:. 

ristica. 
, , 

Ha strains de leveduras tipicas quanto a form� 
- , 

) çao de pelicula como as isoladas por CRUESS e HOHL (7 de vi-
,

nhos originarios da Espanha como o Spanish She'rrl, assim como 

de vinhos francêses. As leveduras espanholas são de ação for-
...... , , � 

temente oxidativas sobre o alcooi e o acido acetico do vinho. 
,

Elas conferem um bouquet característico e um aroma de vinho -

fino. 

A formação de película tem significação bi.olÓ-
, , 

gica, segundo LANGERON e GUERRA (20) pois e carater de aerobio 
, , ,, 

se, ja que se desenvolve na superfície do liquido. Entretanto, 
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aparece tamb�m em atmosfera pura de C02. Conclue-se, da{, que 
, , A N 

ha outros fatores operantes alem do oxigenio na sua formaçao .. 

Prova-se isso pelo aparecimento de um veu membranoso em tubos 

de fermentação de Candida albicans, quando o tampão de parafi 

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

to sensível. 
A , -

Os g.eneros que formam pelicula sao: Hansenula, 

Pichia, Z;v:gopichia e Debar;v:omy:ces ( leveduras ascosporÓgenas) 

e o M;y:coderma · ( levedura anascosporÓgena ). 
, , 

Crescem como escuma na superficie do meio li-

quido e tendem a ser oxidativas mais que fermentativas na de-
... . , 

sassimilaçao de açucares. Sendo fermentativas elas produzem 

pouco álcool, tendendo a produzir considerável quantidade de 
, , 

ester, Muitas delas utilizam o alcool rapidamente e pode ser 

causa da decomposição das bebida� f�rme�tadas, ou pode contri 

buir para o desenvolvimento do sabor especial como em sherr;y:� 

LANGERON-GUERRA ( 20) descre·vem com bastante de 
,

talhe os diferentes tipos de pelicula. 

SHEATA prefere que a observação vá apenas do -

4 4 
H , A � 

2 ao 1 � dia, com anotaçoes diarias sobre a cor, espessura e 

aspecto, usando-se tubos de cultura de 200x22 mm, com 15 ml -

de e�trato de malte, enquanto LODDER prescreve observação do 

3 '2. a o 3 0'1. dia s • 
, , , 

O primeiro criterio e mais razoavel, conforme 

nos foi dado observar .• É que no intervalo decorrente entre as 

observações do 4� dia e do 30Q alguma alteração do primeiro -

aspecto costuma ocorrer, ficando deficientes os detalhes que 

se manifestam nesse 1ápso de tempo, como modificação do véu -

mucoso a membranoso (20) ou sedimentaçio da película. 

Para tornar mais completas as observações re-

solvemos adotar no Instituto Zimot�cnico a opinião daqueles -



autores e realizar as anotações do 4� ao 14� dia e depois no 

2.5.1.2 Zimograma dos hidratos de carbono 

O termo fermentação veio do latim, do verbo 

ferveo, interpretando a efervesc�ncia cciusada pelo desprendi

mento gasosp durante a fermentação alco61ica na fabricação do 

vinho. PASTEUR definiu .a· fermentação como .Y.Lc!.� �-§}� �!.SLênio. 

É:ste fenômeno, mais tarde, teve interpretaçâ'o segura quando 

se classiiicou fermentação como função em que várias subst,n 

cias são aceptoras de hidrogênio, enquanto . 
.... 

resp1 raça o e ape--

nas o oxigênio que é o aceptor de h:idroc;(;nio libertado no prE_ 
• "t. t 

, 
cesso enzima 1cc. Is o, apenas de um modo geral, pois ha fer-

mentação oxidativa em que o oxigênio é usado como aceptor (feL 

mentação do ácido láctico e fermentação do ácido oxá1ico) e, 

em outros casos, certas subst�ncias, espcci�:mente aldeÍdos, 

agem como aceptores, chamando-se então fermentação anoxidati

va ( 17) • 

A respiração e a fermentação são processos ca

tabÓlicos promovidos por enzimas; 

apenas 

apenas 

Neste 

,. � 
Ja GUILLIERMOND ( 13) afirm2va ser a fermentaçao 

primeira da 
,._. A 

fenômeno a fase respiraçao, em que esse e 

intramolecular, operando.i.se em 
, 

... 
. a usenc 1a 

, 
do 

estagio o carboidrato se desdobra em alcool 

• /\. ,L. ox1gen10.i 

e C02; 

.:. 

no 

, , , , ,. "' 
segundo estagio, e alcool e oxidado em agua e gas carbonico •

.., .,. ,
A fermentaçao, como propriec'.:::1de fisiologica, e

usada para a sistematica das leveduras. 

Para o estabelecimento do zimograma pode-se em 

pregar: 

a) - o sacarômetro de Einhorn;

b) - o tubo de Durham;
e) - o tamp5o de parafina.
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Segundo GUERRA ( 19) que adota a Última técnica, 
A > r A , � 

esse processo e o mais sens1vel porque toda superficie liquida 
A , 

fica sugeita a um controle. A menor bolha de gas desprendida� 

prisiona-se sob a parafina que passa a funcionar como um pis-
N � ' N � 

tao, nao escapando a petcepçao a marcha do fenomeno, uma vez -

que êle fica registrado pela maior ou menor altura do tampão -
.J

de parafina. GUERRA usa neste ensaio uma soluçab peptona Cha• 

1%' com adição de 2% dos 
, 

desejados. tste poteaut a açucares -

,.

( 27).meio e de uso mais ou menos generalizado 
, ....

SHEATA e de opiniao que a peptona nao se pres-

ta para esta f i na li da d e. E que sendo capaz de nutrir as leve-
,

duras, elas deixam de fermentar os açucares presentes. Deve-se 
,., , 

empregar levedura autolizada que nao contem carbono para o de 
, , A 

senvolvirnento, porem, e rica em nitrogenio, sais minerais e 

fatores de crescimento (31).

A levedura autolizada prepara-se da seguinte -

maneira: mistura-se urna parte do fermento prensado de padaria 

com urna parte de 2gua, incubando-se a mistura por 3 dias a 

55ºC. A seguir, ferve-se por alguns minutos e filtra-se atra-
, 

ves de um filtro de terra de diatornaceas (hyflo super-cell ou 

standard super-cell). O filtrado representa estritamente a le 

vedura autolizada. Dilue-se com 9 partes de agua de torneira 
, 

e juntam-se 2% do açucar a ser ensaiado. Para o caso especial 

da rafinose deve-se usar 4%. Distribue-se nos tubos de cultu

ra, tarnpona-se e esteriliza-se a urna atmosfera durante 15 mi-

nutos. 

O estrato de levedura não serve para êste en--
, 

saio porque o fermento prensado encerra trealose soluvel corno 

carboidrato de reserva. fste pode falsear os resultados, dando 
,,..,. , , , 

urna ferrnentaçao positiva. So a autolise e capaz de destruir�

quele carboidrato (6).
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0s tubos de Durham asseguràm resultados apre-

ciáveis. Resolvemos modificar o tamanho padrão dêsses,tubos , 

que é de 10 x 75 mm, para 10 x·45 mm acolhendo a ideia de SHEA, 
, 

TA. C)btivemos, dai por deante, resultados muito mais concordes. 

É que os tubos captadores de g�s de menor tamanho conduzem a ... 
, � 

um resultado mais sensível porque uma fermentaçao fraca exerce

pequena pressão, às vezes insuficiente para levantar o tubo e 

captar o gás. Podemos dar um apÔio integral a essa sugestão, 

baseados na realidade do fato em tentativas anteriores� A ad_,2 

ção dos tubos de Durham é hoje prática de rotina em nosso la

boratório. 

Os tubos de Einhorn foram postos fora de cogi-
. ,

tação porque não são muito sensíveis ao desenvolvimento gaso-

, .,. 
Ha uma constancia no poder fermentativo das 1�

,

veduras, podendo diminuir com a idade, porem, sem transforma-

ção ou perda (20). 

Segundo as leis de fermentação de KLUYVER-DEK-
, , .,. 

KER e necessario o emprego de glucose, lactose, maltose, sac�

rose, galactose, rafinose e, às vezes, inulina para o estabe-

lecimento do zimograma dos hidratos de carbono. A arbutina 

usada por DIDDENS e LODDER e a a seu li na por STELLING-DEKKER. 
, , 

A arbutina e um glucosideo deriva.do da hidra-

quinona e a asculina um glucosideo derivado da asculetina. -
,

Quando a levedura age positivamente, por hidrolise, liberta -

a hidroquinona e a asculetina. f�tew agem sÔbre os iÔnios fé� 

ricos conferindo uma côr marrom ao redor das colônias de leve 

dura. A observação, neste caso, deve ser feita ao 2a., 42. e 

6'2. dias. 

Empregamos nesta prova o meio indicado por MRAK 
, � H 

e PHAFF ( 31), cuja formula se ve em continuaçao: 



S.
� 

, , . 

Formula eara a hidrolise·da atbu�ina 

Levedura autolisada •••••••

Glucose ••••••••••••••••••• 
Arbutina •••••••••••••••••• 
FeCl' •••�••••••�••�i•••••• 
, 

Agar •••·•••••••��.�� •••••• 

FÓrmula aara a hidrÓHse da ascufina 

Levedura autolisada ••••·•• 
Glucose •••••·••••••••••·•• 
Asculina •••••··••••••••••• 
FeCl; ••••••••••••••••••••• 
, 

Agar •••••••••••••••••••••• 

10,0 % 

0 ., 1 

0,5 
0,001 

2 .,0 

10,0 % 

·0,1

0,5

0,001
2,0
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Em ambas as fórmulas esteriliza-se por 30 minutos.a 1/2 atmo� 

fera de pressão para reduzir, ao mínimo, qualquer decomposi--
- ... çao pela açao do calor. 

, 

A fermentação dos carboidratos nada mais e se-
N ... ilt # li 

nao a manifestaçao sensível de uma funçao biologica das leve• 

duras. Alguns dêsses microorganismos são capases de elaborar 
, ,. 

o complexo enzimatieo (zimase) para fermentar as hexases, en-

quanto outras não teem essa faculdade. Resulta dêsse fato se-
. , , 

remas leveduras z1maticas ou azimaticas. Entretanto, os hol,2
, , 

sideos so podem ser fermentados quando hidrolisados. Pela a-

- , , 
çao das hidrolases resultam, consequentemente, açucares dire-

, , , ... 

tamente fermentisciveis. Ha leveduras habeis para a elaboraçao 

das carboÍdrases, as quais são especificas para cada holosÍdeo., 

Acresce, em consequência dêste fato
., 

que as leveduras podem -
, , 

ser zimaticas.simples ou zimato-oxidasicas .. Isto equivale di-

zer que a prova da glucose é indispensável e decisiva, devendo 

ser praticada a priori, pois dos resultados obtidos ter-se-a 

indicação para o prosseguimento para as provas dos demais açÚ 

cares. 

Operamos com 6 açúcares, de acÔrdo com a prátl 

ca comum e de rotina na sistemática. Foram êles: glucose, sa-



carose, maltose, lactose e rafinose. 

s.� -;o-

A fermentação dêste tr!olosÍdeo apresenta cara.s, 

teres particulares. Algumas leveduras o fermentam parcialmente 
, , 

porque, apos a hidrolise que despolimeriza a rafinose em fru·-
, ,

tose e melibiose, so e fermentada a frutose pelo complexo en-

zimático. Neste caso, fermenta apenas 1/3 da rafinose. Outras 
, A H 

apos esse primeiro desdobramento sao capases de hidrolisar a 

melibiose, com formação de glucose e galactose, atingindo as-
.., 

sim os termos mais simples para uma fermentaçao completa. Em 

casos taros a levedura fermenta apenas a glucose, ficando a 

galactose inatacada (47). �ste fenômeno se dá com o Sapcharo

myc�s versatilis. Diz-se que houve fermentação de 2/; da rafl 
"'

nose. Usa-se o aparelho de Van lterson Kluyver que acusa qua� 

titativamente a fermentação da rafinose. 

WlCKERHAM (46) adotou uma técnica diferente P! 

ra averiguar exatamente quando a levedura fermenta apenas 1/3 

da rafinose. Cessando o desprendimento do C02 pela levedura -

em estudo, faz-se inocular o Saccharomyces carlsber9ensis que 
, 

fermenta energicamente a me libiose. Ha_vendo desprendimento 9!, 

soso significa que a levedura em questão apenas fermenta af 
, , frutose. Se, ao contrario, nenhum desprendimento gasoso se da, 

, ,. , 

e porque a levedura em apreço fermentou tambem a melibiose. 

SKINNER e BOUTHILET (40) usaram outra técnica: 

inocularam primeiro o Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoi

�- Depois da fermentação da frutose fizeram esterilizar fl_2

vamente aquele caldo para aí inocular as leveduras desconhec.!, 

das cuja capacidade para fermentar a melibiose êles queriam -

conhecer. 
A 

Em nosso trabalho dispensamos o uso do sacaro-
... metro de Van I terson Rluyver, pois julgamos na o se tratar d.e 

um detalhe indispensável na sistemática. 
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Dêste modo decorre imediatamente a evidência -

da relação Íntima entre o poder fermentativo da levedura com 

a taxonomia. 
- - , 

LODDER faz observaçoes da fermentaçao ate o 

l0Q dia. Em nossos trabalhos o fizemos extendendo as observa-
.., , " 

çoes ate o 15Q por analogia com o metodo de SHEATA. 
, 

Auxanograma dos agucare,s
, , 

Outra propriedade biologica das leveduras e a 

utilização dos hidratos de carbono. tles são parcialmente 9ª.! 

tos na respiração e na síntese do material celular. Os carbo! 
,.. ""' , , 

dratos sao, portanto, usados na funçao catabolica e anabolica 
,.. 

desses microorganismos. 

Mesmo na função anteriormente examinada, a fe� 

mentação, que é essencialmente catabÓlica porque é a primeira 

fase da respiração, opera-se concomitantemente a síntese celu 

lar. Nessa função, a levedura consome, aproximadamente 30% da 

glucose, e 70% dêsse substrato é transformado em C02 e etanol. 
, 

{ 
H , 

Todos os açucares fermentlsc veis sao assimil� 

veis, porém a recíproca não é verdadeira (24). 

Foi BEIJERINCK, em 1889, quem introduziu essa 

prática� DIDIDENS e LODDER modificaram mais tarde a técnica an 

ter i or ( M) 

OKUNUKI ( 1931) usou meio sintético com ágar em 

tubos de ensaio. Empregou 16 fontes de carbono, incubando 5 

dias para observar o desenvolvimento. Experimentou a cap�cid� 

de das leveduras para utilizar 5 ácidos orgânicos. Determina-
, N , 

va a quantidade de acido consumido por titulaçao apos 35 dias 

( M) •

(H) Wickerham, Burton

1948. J. Bact. 56 (3): ;63-371
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ZIKES (1906) usou meio lÍquido. Incubavam-se -

culturas por 4 semanas para então observar o desenvolvimento 

(M). 

REDAELLI e CIFERRI ( 1929) usaram um meio neu-

tro de Raulin contendo 1% de carboidratos, álcool ou ácido, -

com pH determinado. ApÓs 10 dias faziam a centrifugação da cul 

tura para verificação do desenvolvimento (H). 

BEDFORD ( 1942) empregou um meio liquido que peL 

mitia o desenvolvimento apenas para algumas esp�cies (M). 

A tecnica mais em uso consiste em empregar um 
I • ,. I A 

meio sintet1co solido, vertido em caixa de Petri sobre uma 

suspensão de levedura preparada recentemente. ApÓs a solidifl 

cação dêsse meio, distribuem-se os açúcares em zonas conven-

cionadas. Incuba-se a 25°c. No 2!.2. dia pocte ... se realizar a lei-
. � , , , 

tura dos resultados. Quando este for pouco nitido e necessa--

rio repetir a prova. 
, .... 

Algumas especies nao oferecem, de pronto, um -
, , 

resultado :atisfatorio. Neste caso, costuma-se usar o meio li 

quido adotado por WICKERHAM e BURTON (MM), especialmente para 
,

certos açucares como galactose e lactose, para os quais a le-

vedura tem necessidade de adaptação (51). 

LODDER <·24) prefere oferecer a êstes strains -
# 

um meio com lactose e galactose, segundo o caso e, tambem a 

glucose. Apos alguns dias retira-se a cultura daquele meio 

por centrifugação. Julga então LODDER que a levedura está apta 
' ,.

as provas comuns de au:;icanograrna em caixa de P2tri .. 

(H) Wickerham, Burton
1948. J. Bact. 5t �7): 363-371

(HH) Lodder, Kreger-van Rij 

1952. The Yeasts 
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Outros autores submetem a cultura a um meio sin 
,

tetico com a finalidade de obrigar a levedura a dispor de sua"s 

reservas de carboidratos (48).

, 

Outra tecnica que pode ser aplicada nesta prova 

Ja de caixas de repetição, cuja ideia LIDERBERGS teve a pri

mazia. Atualmente foi adatada por SHIFRINE, PHAFF e DEMAIN 

(38) para estudar a assimilação do carbono pelas leveduras. -
, , 

Neste metodo ha economia de material, assim como de tempo di�
, ,

pendido pelo operador, pois uma caixa de Petri comporta ate -
,

25 culturas. Em linhas gerais consta o metodo do seguinte: i-

nocula-se primeiro uma caixa com as culturas desejadas. Quan

do estão iniciando o desenvolvimento faz-se comprimir um blo

co de madeira recoberto com flanela contra essa superficie de

agar com as microculturas, de modo a se ter impresso no teci-

do a serie desejada. Isto vae servir para estampar outras cai

xas com diversos carboidratos.

Ao que parece é uma técnica muito engenhosa P! 

ra os fins colimados e que apresenta bons resultados em con-

fronto com as placas auxanográficas e com o meio liquido de 

WlCKERHAM. 

Para o auxanograma de BEIJERINCK 
" , . e necessa r1 o

,

um meio de cultura muito purificado, devendo o agar ser pre--

viamente lavado. Dêste modo a levedura se ressente, encontran 

do certa dificuldade para se desenvolver� Faz-se mister a adi 

ção de extrato de levedura como fator de crescimento ou uma 

mistura de vitaminas. 

SHEATA usa o meio Difco Nitrogen carbon � -
, � , ' 

para o auxanograma dos açucares. Os resultados sao nltidos. 
" 

A tecnica preconizada manda que as caixas se--

jam incubadas a 30ºC por 24 a 48 horas afim de exudar comple

tamente a igua de condensaçio para nio 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 distribuição dos a-
, , ,.. 

çucares. Esta pratica favorece muito a contaminaçao. Outro re 
, ,.. , 

curso e aumentar a concentraçao de agar ou colocar papel de 

filtro sob a tampa para absorver os vapores condensados. 
, 

Êstes detalhes podem ser alienados da pratica 

desde que se opere com um meio de consistência suficiente e 
,.. , , 

nao se deixe o açucar de uma determinada area atingir a deli-

mitada por outro. 
, 

Em nossos trabalhos usamos meio de formula in-

dicada por MRAK-PHAFF_ ( 31) abaixo mencionada: 

(NH4)2S04 ••••• •• • .., ••••••• O
.,
l g 

KH2S04 • -� • ·• .•.• • • .. • • • • • • • • • • O
., 

1 

Mg S 04 .. 7 H2 O º • • • • • • • • • • • • • • . O ., 1 
Agar lavado ................. ,. 1,0 1 

, 

Lava-se o agar da seguinte maneira: dissolve.-
, , -

se o agar em agua, na proporçao de 2%. Verte-se numa banheira 

para solidificar. Corta-•se em pedaços de 4 a 5 cm2 e coloca-
,·

se num vaso. Lava-se em agua corrente por 5-7 dias. Depois -
, , , 

lava-se em agua destilada por 2 dias, mudando-se a agua va":" 
"

rias vezes. No fim desta lavagem mede-se o volume do agar, -

passando-se a operar com êle no uso da fórmula supra citada, 

Juntamos 5 gotas de água de levedura autoliza":" 
, 

da para cada caixa de Petri. (aproximadamente 0�20 ml) 

,

, , , 

Alem desta tecnica em caixa de Petrl, operamos 

tambem com tubos de cultura. Neste caso, cada tubo continha um 

carboidrato� Dêste modo, cada cultura� repicada em 5 tubos di 

ferentes e mais um 1)ara contrÔle� Esta inovação foi introduzi 

da por influência do professor dr. ONORATO VERONA que empres

tou sua colaboração ao Instituto Zimotêcnico, embora por tem-
,

po muito curto. Apenas nos foi dado realizar esta tecnica a 

guisa de _::0;·1:..z�f111r::lto. nml'l •.rzz que a quási totalidade dos nos 
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, , 
sos ensaios ja tinha sido concluida. 

te: 

, 
. 

, 
O meio de cultura para esta tecn1ca e o segui� 

(NH4)2s04 •••••••••••••••• 0,5% 
KH2 S 04 • • • • • • • • • • • . • • • • • • • O , 1 
MgS0i+ a • • • 4 � • o • • • • • • • • • • • • 

CaC12 •••••••••••••••••••• 0 1
01 

NaCl ••.••.•.. ()- .......••. • 0,01 
, 

Agua de levedura ••·•·•·•• 20 gotas 
Água destilada ........ u,• 1.000 ml 

, 

Acrescenta-se o hidrato de carbono na base de 0,5% e o agar -

na proporç5o de 3,5%. fste igar deve ser lavado para nio vei� 

cular qualquer impureza que possa servir de substrato� leve~ 
,. 

dura. Esta lavagem porem se faz do modo seguinte: 

Agua • .,. • • • • . • • • • • • . • • • • • • • 2 00 m 1 

Piridina �'•·•·•••·••·•··• 15 ml 
, 

A ga r •.••••.•••.•••..•••. • • 1 O g 

Deixa-se essa mistura em repouso por 3 dias. Em seguida lava-• 

se com etanol até ficar inteiramente branco quando, então, es 

tJ em condiç�es de s�r usado. 

2.5.1.� Auxanograma do nitrogêni� 
I' , 

Esta pratica e a mesma introduzida por BEIJE-

RINCK, em 1889 • STELLING-DEKKER ( tt) usava o KN03 como fonte -

de nitrogênio. LODDER, além do KN03 usou também (NH4)2S04, u•• 

reia, asparagina e peptona. 

Nesta prova usa-se o agar lavado pelas mesmas 

razges JJ citadas� resultando id�ntica condiç5o da necessida

de do fator de crescimento6 

Apenas o bom senso nos foi suficiente a aconse 
,.

lhar agora o uso de vitaminas porque a agua de levedura con--
I' .... 

tem nltrogenio em seus constituintes, o que levaria a um re--

( M) Wickerham
1946. J. Bact. 52 (3): 293-301.
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sul tado falso. 

Nestas condições Juntamos 5 gotas de uma mistu 

ra de vitaminas para cada caixa que contém, aproximadamente, 

20 ml de meio. Essa mistura de vitaminas� constituída por: 
,

biotina, tiamina, pantotenato de calcio, inusitol e piridoxi-

na, nas seguintes quantidades, respectivamente: 0,0125; 0,1250; 

0,6250; 0,6250 e 1,250 mmg. 

Nos auxanogramas as culturas usadas devem ser 
#ti# • � , 

novas para nao se 1ncorrer no erro de, levando celulas mortas, 

pr opie ia r alimento aos mlcroorgani smos, conduzindo assim a tiro.

resultado falso. 
, 

NICKERSON (HM), usando meio liquido Juntou co-

mo fator de crescimento glucose e colocou nitratos para o en

saio. Na verificação provou a presença de nitritos por reações 

coloridas pois se sabe que microorganismos capases de usar ni 
I A , 

tratos como unica fonte de nitrogenio reduzem tambem os nitro 

tos a ni tritos. 

LODDER (24) constatou·que não há paralelismo -

entre a transformação do nitrato a nitrito e a habilidade de 

assimilar nitratos por parte da ·levedura. 

Na tecnica preconizada por VERONA usam-se tu-
,..

bos de cultura com as diferentes fontes de nitrogenio, separ2 
,

damente, como no caso anterior. E um recurso para se afastar 
, , , 

da agravante que afeta o metodo das caixas de Petri, isto e, 

a desigual concentração e di@usão das fontes de nitrogênio a

través do meio. 
, , 

A formula usada neste caso e a seguinte: 

(MM) Skinner, Emmons, Tsuchiya

1947. Henrici's Molds, Yeasts and Actinomycetes.
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G 1 uco se •.....•..•.....•. 

KH2S04 •••••••••••••••••• 

Mgso4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

CaC12 •·••••••••·•••••••• 
NaCl • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Agua de levedura ••••••••
Água destilada ••••·•••••

2,0 %

O, 1 

0,05 

0,01 

0,01 
20 gotas 

1.000 ml 

Acrescenta-se a fonte de nitrogênio na base de 0,5% e o ágar 
-

na proporçao de 3,5%, lavado como para o aux�nograma dos car-

boidratos. 
� " 

As fontes de nitro9enio usadas foram, de acor-
,. 

do com LODDER: peptona, asparagina, ureia, nitrato de potassio 
"

e sulfato de amonio. 
,., , 

As quantidades distribuídas sao mínimas para � 

vitar a toxicidade inibidora do crescimento. A leitura e fei-

ta no 2S?. dia. 

2.5.1.5 Etanol como �nica fonte de carbono 

A prova da capacidade das leveduras usarem o e 
, , ,

tanol como fonte de carbono e usada tampem. em sistematica. · 

LODDER não atripue um valor muito r?al para es 

sa manifestação, tratando�se de distinguir espécies, 
, - , , 

E uma funçao a ... :abolica e catabolica que se op� 

ra simultâneamente, manifestancto�se pela formação de anel nas 
,

paredes do vaso, película e sedimento. 
,., 

MC LEAN e HOFFERT ( 25) estudando a açao o.as le 
..,... 

veduras em vários meios orgânico� verificaram que o álcool e-
, , -

tilico e o acetato de sodio sao, entre as demais, os que me�-

lhores resultados oferecem para aproveitamento por parte das 

leveduras. Estas formam estoque de gordura e de carboidratos 

partindo dêsses substratos. 

LODDER faz a leitura depois de uma semana. Exce 

pcionalmente essa observação é prolongada para três semanas. 



SHEA TA observa do 2� a o 7g. d ia. · 

Usamos tubos grandes de 200 x 22 mm contendo o 

seguinte meio de cultura, segundo MRAK-PHAFF ( 31): 

( NHJ+) 2S04 ••••••••• , • • • • .. • O, 1 % 

KH2P04 •••••••••• • .. .. • • • • • • O, 1 

Mgso4.7H20 ........................ 0,1
, , 

4 Alcool etílico ............ ,.... ,o% em volume., 

Esteriliza-se por 15 minutos a 1,5 atmosferas de pressão. De

pois desta esterilização a concentração de álcool se aproxima 

de 3% por volume. 

2.5.1�6 Produção de, 9ompo,to!,am11áseos

Os compostos amiláceos resultam de uma função 
, 

biologica das leveduras .. 

Foi primeiro observada em culturas de Torulo-

psis rotundata, quando dava reação característica de cÔr com 

solução de iodo, a frio. 

ASCHNER, 1\/fAGER e LEIBOWITZ ( 3) verificaram que 

em condições apropriadas do substrato e pH a levedura produz 
, , 

amido no interior das capsulas que circundam as celulas. A

,('O, , , , 

substancia amilacea e secretada no meio, tornando possível a 

prova pelo iodo. 

Num mutante não capsulado a produção dessa 

substância se ctá na parede celular, sem excreção. 

Êsses autores não se restringiram apenas a rea 
,,., ' , , . 

, 

çao colorimetrica mas extraíram da celula o amido e, apos hi� 
, , 

drolise, constataram cabalmente tratar-se de um polisacarideo, 
# A , • apos todas as provas necessar1as. 

,,,, , , . Nao e, por conseguinte, necessar10 generalizar 
,. , , 

esta prova a todas as culturas porquanto so especies que rev� 

1am pertencer ao g�nero Cryptococus ou Toruloe�is sio capases 
,., ,,.. , 

da produçao desse amilaceo. 
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0 meio usado, segundo LODOER, foi o seguinte: 

(Ntll+)2S04 •••••••••••••••• 0, 1 %

KH2P04 ••••••••••••••••••• 0, 1

Mg2S04 •. 7H20 ••••••••••• • •. O ,05 

Glucose ••·••·•••••••••••• 1�0 
Agar ...................... , •••• � 2,5

AJusta�se o pH a 4,5, aproximadamente, por meio de HCl diluí-

do. Esteriliza-se durante 15 minutos a 110°C. 
" , 

Juntam-se algumas gotas de agua de levedura ou 

mistura de vitaminas em cada caixa. As caixas inoculadas 

incubadas a 25°c por la 2 semanas. Prova.se a presença de 
, , 

compostos amilaceos colocanqo�se lugol na superfície, 
,... , 

Produ9ao de ester 
' ' 1 ., 

sao 

Não há uma relação muito estreita entre essa 

faculdade biol�gica dos microorganismos e e sistemttica. Por 
, , 

isso esta p�ova e colocada em plano secundario. Contudo ela 
, 
e realizada cultivando-se a levedura em extrato de malte e ve

rificando-se ao;� e 30� dias� Sendo uma propriedade organo� 
, H leptica, esta avaliaçao depende da sensibilidade do operador 

... na percepçao do acetato de etilo. 

Em nossos trabalhos cultivamos as leveduras em 
, 

tubos de 200 x 22 mm, segundo o metodo de SHEATA, com 20 ml 

de extrato de malte. 

,2.5,1.8 Produ5ão de pigmentos c�
1

rotenóideJ3 

Segundo MRAK, PHAFF e MACKINNEY ( 30) as Rhodo

torula s e Sporob,o lomy�e� possuem pigmentos ca rotenÓides, en

quanto que Taphrina deformans, Tºr1+l?f>�i� pulc�errima, J>.l.l.E.2-

�, T. luteola, Pichia, Z��?sa9cn.�r?fI1,YCe� e Pullularia embora 

produzindo uma pigmentação na cultura, essa não é de natureza 
, , 

carotenoidica nem e intra celular. 
, li ,.. , 

Com s•ua t�cnica propr ia e o emprego de e ter de 
, 

petro leo ou benzeno, J\f8�S04 e H2S04 qor.��gui ram re�ul ta dos a-
. " prec1aveis.



Entretanto, PETERSON et a 1 ( 35) obtiveram re-
, , 

sultados faceis e concludentes usando um caldo sintetico de 

WICKERHAM e agitàndo rotativamente por 72 horas. Nestas cond.!, 
� � I N 

çoes, os pigmentos formados sao passiveis de extraçao com ac� 
, , 

tona fria e transferidos depois para eter de petroleo para ca 

racterização por cromatografia ou espectrofotometria. 

Ésses autores referendam essa técnica apresen-
A , � , 

tando a vantagem sobre o precedente metodo de que nao ha des-

truição ou alteração do pigmento. 
,.; 

No curso de nossos trabalhos nao deparamos com 

uma oportunidade para exercitar estas provas porque não isola 

mos nenhuma cultura com colaboração dêsse tipo. 
... , 

Prod µça o .de açido 
,. Certas leveduras tem a capacidade de sinteti-

sa r ácido em quantidade relativamente aprec 1áve 1, usando g 1 u-.. 

cose como substràto. Essa é uma faculdade peculiar ao gênero 

Br� t t,ci !lomyc,e s. 
, , Segundo CUSTUS (H) o acido formado e.capaz de 

, 

dissolvér o carbonato de calcio disperso no meio de cultura, 

possibilitando uma avaliação dessa função biolÓgica. Percebe-
,,... , , . , se o fenomeno por areas claras e translucidas, muito visíveis 

" '', por transpareneia a luz. 

guinte: 

O meio �sado foi consubstanciado na formula se 

/4gar •••••••••�••••�•�•·•• 20 g 
Glucose •••••••••�•••••••• 50 g 

, , 

CaC03 em po impalpavel ••• 5 g 
Extrato de levedura •••••• 1.000 ml 

ApÓs a esterilização ós tubos devem ser agitados afim de se -

obter uma distribuição homogênea através do meio. 

As observações sã o feitas a pÓs 10 d ias da inoc.!: 



lação, incubando-se os tubos a 25ºC. 

2. 5. 1. 1 O Desdobramento de 9ordura.s
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A LODDER aplicou este ensaio para Candida lip�ll-

� e Trichoseor-a pullulans. 

A técnica usada foi a seguinte: derrete-se se

bo, filtra-se e esteriliza-se. Coloca-se 0,5 ml, aproxi):nadamen 
, 

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, então, sÔbre êsse fundo de gordura sÓlida , 

um meio de Gorodkowa acrescido de 0,1 g de caco3. Ao verter -

êste meio na caixa deve-se ter a precaução de não colocá-lo a 

uma temperatura superior a 40ºC para não liquefazer o sebo. -

Êste cuidado é,porque se tem em vista a formação de duas cama 

das distintas. Alguns dias depois de inoculado o meio e incu-
, 

bado a 25ºC, pode-se ·ra ze r a leitura. Esta sera positiva qua.n 
A , do houver uma zona de cor branco-ca lcarea sob a cultura dese12 

, ' , � . volvida. E que se formam sais de calcio em consequenc1a da li 

bertação de ácidos graxos pelas leveduras. 
: li ri I 

1Ha outra tecnica usada por MRAK-PHAFF ( 31) .co.n 

siste em se colocar o meio sÔbre uma lâmina e repicar aí 1 a 

2 estrias. Deixa�se desenvolver em temperatura ambiente e a 
, . , , 

hidrol1se da materia graxa pode ser observada apos 3 a 7 dias, 
,, do mesmo modo que em caixas de Petri • 

Como na técnica anterior, esta prova se baseia 
� , 

na açao extra-oelular da lipase. 

2,5.1.11 Cpagula,s_ão, ... �-Pel?tonizag,ão do l'eite

LANGERON ( 19) considera uma prática inÚtil pa� 
, ... ,. ra a sistematiea •. Na sua opiniao e apenas um meio de cultura 

em que as características morfolÓgicas da Candida troEicalis 

se manifestam de modo exuberante, 
, 

Nest� objetivo o leite e um meio de cultura por 



.... 

excelencia. 

Êsse autor tece considerações sÔbre a viragem 

do indicador do azul ao rosa, objetando sÔbre a in:tllidade -
,. , 

dessa prova porque e manifesta apenas pelas especies que fer..,. 
, 

mentam a lactose, o que redundaria numa pratica dupla de fer-

mentação� 

LODDER (24) considera apenas a coagulação e 

peptonização do leite como reação característica e manifesta 
, 

para Candida lipolitica. 

DIDDENS e LODDER {M) consideram que a coagula

ção do leite pode ser tanto devida a ação coagulante, como a 

ação combinada do ácido e do etanol formados durante a fermen 
... taçao, no caso da lactose. 

LODDER ( 24) em suçJ s experiências verificou que 

Jcido e etanol não são suficientes para coagular o leite, O 

pH do melo é 5,5, enquanto que para a coagulação o pH é 4,8,
.. 

aproximadamente. Com Candida ps�udotro12icalis a coagulaçao P! 

rece ser mais devida a ação d� renina. 

Daí a razão da presença de um indicador que 

o turneso 1 ., pois a levedura pode sintetizar tambJm ácido, ca_::
, .., r, li sando, alem da coag�laçao, a viragem da cor. Pode, tambem,coa

-

gular ou peptonizarcan teor alcalino e, portanto, sem viragem, 

que é a manifestação apenas da coagulação. 
..., , , 

Para que o enzima e�erça sua açao e necessario 

prover o meio de iÔnios de cálcio que funcionam como ativado

res da paracaseina formada pela renina. 

É essa a razão de um suprimento de ,cálcio ao 

meio quando o leite não o possue. 

(H) Lodder, Kreger-van Rij

1952. The Yeasts
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Costuma-se, por conseguinte, fazer a prova com 

meio contendo lactato de cilcio ou sem essa adição, para se -

verificar a coagulação ou fermentação, respectivamente. 

. , 
cessorio. 

- ,

A prova nao e de valor absoluto, mas apenas a-

A fÓrmula usada é a seguinte: leite desnatado 

fresco em tubo de cultura. Esterillza�se por 30 minutos a 

l00ºC por 3 dias consecutivos. Junta�se 1 ml de uma soi�ção -

estéril a 1% de turnesol e, desejando�se, 1 ml de solução de 
,. 

lacta to de ca leio a 5%. 

�.5.2 b) Morfologia 

Como as funções flsiolÓgicas, a observação da 

morfologia é imprescindivel num estudo sistemático. 

2.5.2.1 Característica� da reRfºd�ção vesetatlva. 
, 

O metodo de RIVALlER e SEYDEL preconizado por 

LODDER, consiste no seguinte, em linhas gerais: mergulha-se� 

ma lâmina em melo de cultura liquefeito, colocando-se, em se ... 
, ,.. 

guida, numa caixa de Petri sobre um bastonete de vidro em for 

ma de U. Repica-se a levedura em estudo fazendo�se algumas e� 

trias e recobrindo-se depois com lamínula. Colocam�se, ao la-
, 

do, algumas gotas de agua esteri lizacta com a fina lida de de 
. , 

tornar um ambiente eminentemente umido. Incuba-se a 25ºC por 

4 a 5 dias. 
, . Experimentamos essa tecn1ca sem resultados mu! 

, , , 
to apreçiaveis, motivo por que não pudemos adota-la como pra-

tica de rotina. 
; , 

Outro metodo tentado nesta prova e o indicado 
,

por LANGERON ( 19) e que consiste no seguinte: fazer uma peli-
,. , "

cula sobre uma laminula com o meio de cultura liquefeito. Ai 
,

se semeia a levedura em estudo, invertendo�se essa superfície 

sÔbre um anel metálico fixo numa lâmina de modo a construir a 
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, ,.. 

li uma camara fechada, em cujo interior se colocam algumas g� 
, 

tas de agua esterilizada. 
... 

Entretanto, por razoes independentes de nossa 
- ,, , , 

vontade, nao nos foi possível adotar essa pratica como metodo 

de rotina em nossas pesquisas. 

Finalmente, o que nos proporcionou resultados 

mais exatos e mais constantes foi a técnica de WICKERHAM (49), 
, 

exatamente o metodo usado por SHEATA. 

Opera-se em caixa de Pétri contendo meio de ex 
, , 

trato de malte-agar. Repica-se o inoc,ulo fazendo-se uma estria 
... 

e dois pontos, em lugares diferentes da placa. Um destes pon-
, , 

tos e recoberto com uma lamínula, assim como uma parte da es-

tria. Incuba-se a 25ºC e começa-se a observação ao microscÓ-

pio após suficiente desenvolvimento da cultura. tste exame se 

prolonga até o 15� dia, segundo SHEATA, embora LANGERON e GUER 

RA (20) admitam a extensão desta prova para o 20� dia. Também 

neste detalhe seguimos a escola de SHEATA. 

O meio de cultura usado na formação do micélio 

é muito variado, de acÔrdo com os diferentes autores. LODDER 
, 

usa o meio de batata-agar; LANGERON refere-se ao meio de bata 

ta-cenoura que supõe apresentar surpreendentes resultados. O 
, 

meio de�� e apresentado por alguns autores como exce� 
, ,

lente nessa finalidade. ALTVIEIDA ( 1) usa um meio liquido de fe 

cula de batata, modificação do processo usado por LANGERON e 

TALICE, o qua 1 promove a exibição dos filamentos da levedura 

em 24 horas num ambiente de 37ºC. Segundo aquele autor êsse -

meio de cultura induziu a formação de esporos cm tempo muito 

reduzido, permitindo suma�iamente ��a classificação rápida. 

A filamentação dos fungos é prova de bastante 

valia porque se revela o tipo característico do mic�lio, 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 eles propuzeram o estabelecimen-

to de uma base de identificação de gêneros fundamentada nessa 

caracter{stica. Contudo, essa pretensão foi precária, pois ca 
-

, 
recia de uma base mais segura. Por isso foi abolida pelos pr� 

prios autores. 

são reminiscências dessa inovação ;LANGERON-TA

LlCE que ainda perduram para designar certas descrições pa

drões de filamentos. são êles Wiycotorula, Mxcotoruloides, Can

dida, Mycocandida e Blastodendrion. 
-

Além dêstes metodos, tivemos oportunidade de � 

experimentar outra importante criação de VERONA. É uma varia

ção do método R1VALIER e SEYDEL e consta do seguinte: com uma 

pipeta distribue�se o meio de cultura liquefeito sÔbre urna lâ 

mina, em caixa de Pétri. Essa lâmina se apoia por uma de suas 

extremidades num bastonete de vidro, de modo a se obter um 

plano inclinado de 10º , aproximadamente sÔbre o plano horizo� 

tal. O meio de cultura, a uma temperatura de 6o0c, mais ou me 
, 

nos, encontrando a superfície fria e inclinada váe escorrendo 
' , 

e solidificando-se, de modo a formar uma película de �spessu� 

ra variável, segundo a inclinação da lâmina. Esta circunstân

cia oferece uma graduação diferente para o desenvolvimento do 

microorganismo, 

O meio de cultura usado por êsse autor oferece, 

também, muita vantagem, em virtude de sua simplicidade e ri-

quesa. Apresenta a seguinte composição: 

Meio de feijão branco 

Feijão branco •··•••••·•·· 200 g 
Água ·•••••••••••••••••·••l•000 ml 

Ferve-se até que os feiJÕes se depositem ao fundo do recipiea 



te. Retira-se o lÍquido sobrenadante e junta-se: 

Sacarose ••••••• J • • • • • • • • •  200 g 

Agua de levedura •••• ,. • • • .. 10 ml 
Agar ••••••••• � ••••• � •• �.� 20 g 

� � ; , 

Outra eficiencia desse metodo e a possibilida• 
,.. ,

de de coloraçao facil, apresentando os màis belos aspectos,Pl 
,..ra uma preparaçao permanente. 

VERONA procede do seguinte modo para colorit -

tais preparaçoes: 

Mordente 
H , , 

Soluçao aquosa a 10% de alumem ferrice 

Corante 
, 

Hematoxilina ferrica de Heindhein 

Solução de hematoxilina a 10% ·•• 10 ml 
Água destilada •••••••••••••••••• 90 ml 
A , 

Mergulha.se a lamina, apos suficiente secagem, no mordente por 

2 a 4 horas. Trata.se, em seguida, pela hematoxilina férriea 
, 

por 2 a 12 horas. Lava-se em agua destilada e diferencia-se -
, , 

pelo a1umem ferrice amoniacal a 5%.

" , 

Este metodo supera o de KUFFERATH, pois supri-
,

me os inconvenientes de uma tecnica muito delicada e, por is-
, A 

so, susceptivel de erro. 
, 

Forma e tamanho das celulas 

A apreciação das células em sua forma e tamanho 
,

e uma estimativa que permite ao observador, de posse de seus � 

conhecimentos, quase de modo exato, colocar a levedura no seu 
, ,., 

grupo competente. Isto porque as formas tipicas sao muito caraE 
,

teristicas pois se encontram apiculadas, triangulares, ovais, 

elipticas, ogivais, etc. 
, ; , ,,,, 

Nesta prova e tambem possivel a observaçao da -

reprodução vegetativa. Esta se dá por gemação que é tÍpica pa

ra determinados gineros, assim como a cissiparidade o� para -
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outros. Um terceiro grupo possue os dois tipos combinados. 
,,. 

, 

Algumas leveduras apresentam a tendencia de ma11 

ter as células filhas ligadas às células mães, resultando dai 
, uma cadeia de celulas, enquanto outras se desprendem logo que 

N , formadas. A posiçao dos brotos na celula de origem constitue 

também uma indicação orientadora na sistematica. 

Nesta ocasião se deve fazer a mensuração das -

células o que é de capital importância. Para isto deve-se usar 

um meio padrão que oferece normais e invariáveis possibilida

des de desenvolvimento. Embora não se possa controlar a vari! 

ção da constituição db malte, que não é a mesma nas diversas 

regiões de procedência, ainda assim� um meio ideal para as 

leveduras. 

LODDER (24) 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 30� dia novo exame se faz para ratific! 

ção da observação primeira, pois que os valores mensurados 

são tomados ao 32 dia. 

Em nossos trabalhos, entretanto, realizamos is 

so em tubos de cultura de 200 x 22 mm com 20 ml de extra to de

malte, à semelhança da técnica de SHEATA. 

A observação ao microscópio se faz sem qualquer 

corante, pois a célula pode sofrer alguma deformação que iria 

influir nas medi d.as exatas de seu tamanho norma 1. 

2.5.2.3 Formação de ascosporos 

As leveduras possuem a capacidade de formar ª.! 

cosporos que são mais resistentes ao aquecimento e condições 

de desidratação que as células vegetativas. 

Não se formam comumente por idade da cultura, 
A • # # 

mas por circunstancias especiais. A condiçao precipua e que a 

cultura seja jovem e vigorosa e submetida a agentes desfavor� 
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veis. 

Segundo PRESCOTT e bUNN (36) uma levedura� i� 
• • N , . À 

duzida a esporular por 1nan1çao ou por efeito de circunstancias 

toxicas presentes. 

De acÔrdo com êsses mesmos autores, certas subs 

tâncias s5o estimulantes à e,sporuiação, tais como caso4 ., gel� 

tina, acetato de sodio ou peptona. 
, 

Ha outros fatores concorrentes para induzir a 

formação de ascosporos como sejam: temperatura apropriada, pH 
, 

ajustado, umidade suficiente e ar' necéssario. 

Algumas esp;cies perdem a habilidade de espor� 

lar, quando estocadas em laboratório. A regressão dessa ten--
À , N 

dencia e devido ao fato de nao se poder reproduzir, artificial 

mente as condições que se encontram na natureza, segundo BEI-
, 

JERINCK e LINDNER (H) ja supunham a seu tempo. Hoje se sabe -

que realmente isso se passa, pois em muitos casos o microorg� 
" 

nismo secreta substancias cap�ses de provocar verdadeiras mu-
"" ,. -taçoes na sua propria cons'i::ituic;ao. 

, , , , 
O numero de a scospor os e ti:pic o para cada esp.§_ 

cie, bem como sua forma e aspecto. 
, , , 

Ha varias m.eios cujo uso ja se tem tornado -

clássico, tais como o de Gorodkowa, bolcos de gêsso que exi-� 
, .., 

gem um meio de pre-esporulaç&o anteriormente, talhadas de ce� 

neura, talhadas de batata, suco de vegetais, etc. 
, " 

Embora tivcssemos experimentado todos esses, a 

dotamos, por fim, o meio de suco de 4 vegetais e o de talhada 
, 

de cenoura, exatamente os que constituem a rotina no 1aborat� 

rio de SHEATA. 

( M) Dvorni ck

1938 Zentn:ilbl., f. Bakt., II Abc, 98 (16/20): 315-344
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Para a preparaçao do meio de vegetais, segundo

MRAK, PHAFF e DOUGLAS ( 29) opera--�e da seguinte maneira: pe

sos iguais de cenoura, beterraba, pepino e batatas, sem des-

cascar, são usados. 
, 

Junta-se uma quantidade de agua igua 1 ao

pêso total dêsses 4 vegetais. Esteriliza-se essa mistura por 

1 O minutos a uma atmosfera de pressão .. Separa -se o 1 Íq ui do 

filtrando-se cm gaze. Êsse extrato deve ter um pH de 5,7 mais 

4 
, , 

ou menos e O Balling. Juntam-se 2 g de agar e 2% de agua de 

levedura �utolizada. Distribua-se em tubos, inclinando-se. 

Segundo aqueles autores, êsse meio de cultura, 
, ,., , ,

alem de proporcionar uma esporulaçao multo rapida, mantem as 

leveduras de estoque sem perda da faculdade de produzir ascoE 
, , . � 

poros e para os demais fungos e util para estimular a produçao 
, . de conid1os. 

O preparo de talhadas de cenoura consta apenas 
,.. 

de pedaços desse vegetal cortados longitudinalmente e estcri-
, 

lizados cm tubos grandes com 1 ml de agua destilada. 
, 

Apos a repicagem deixamos em estufa a 25°c, e-

xaminando ao 6�, 15� e 30� dias. As observações ao microsc�pio 

se fazem cm agua esterilizada, sem qualquer corante. 

É requerido do operador um traquêjo suficiente 
- ,.. , 

para nao incorrer no erro de tomar gotas de oleo ou mesmo va• 
, ,., , 

cuolos que sao elementos constituintes internos da celula, p� 

los ascosporos procurados. Quanto se tratar de um caso duvid2 
, , 

so e aconsclhavel realizar urna coloração eletiva de ascospo--
, , , . ros. Para isso, um metodo que da resultados seguros e o segu1!2_ 

te:-

1 Solução de bi cr orna to de 
, 

1%, 15 segundos; - pota ss i o a por 
2 

,., 
- Soluçao de ma la chi ta g reen a 5%, por 5 minutos, aquecendo;

3 - Solução 
, 

alcoolica de sa franina por 30 segundos;

4 
, 

.. Lêlva r apos cada operaçao. 



S. 
-50-

A solução alcoÓlica de safranina tem a seguin-

te formula, segundo FLEMMING: 

Álcool absoluto . . . . . . . . . . . . . . . 50 ml 
Água destilada •·•·•··•···•···• 25 ml 

Safranina ••··•••••·•••••••·•·• 0,5 g 

2.5.2.4 Formação de baliptosporos 
' ... Alguns generos tais como Sporobolomyces e�� 

..,

lera produzem esporos que sao expulsos por um mecanismo espe-

cial, projetando-os à distância, de sorte que conseguem alcan 

çar a tampa da caixa de Pétri em que está a cultura. Ao micros 
, , 

copio isto e facilmente visto. 

Outra técnica de observação consiste no seguiE 

te� inocula-se a cultura numa lâmina em que se tenha feito u-
, ... 

ma película com o meio de cultura. Inverte-se essa sobre um 

bastonete de vidro recurvado em U que, por sua vez, repousa -
,. A • � 

noutra 1am1na, sem meio de cultura. Quando os esporos sao ex-

pulsos alcançam a segunda lâmina, formando uma verdadeira ima 

d 1" · A 
' 

""lh gem a co onia. isto se da o nome de imagem de espe o. 
, , 

O meio usado e o de malte-agar. 

N�o fizemos esta prova pelo fato de não possui� 

mos nenhw�a cultura dêstes g;neros, cujos esporos, de forma es 
, ... ... 

pecifica revelariam estes generos citados. 

2.5.� c) Caracteres morfol�gicos culturais 

É esta uma prova auxiliar na caracterização das 

leveduras, sendo de importância relativa. 
, 

Verifica-se o resultado apos o desenvolvimento 

por 3-4 semanas em meio de malte-ágar e temperatura de 25 º C. 
~ , 

Entao e dado anotar: 
... 

Consístencia 

Esta pode ser cremosa ou membranosa. 

No primeiro caso, tocando-se com a agulha de 
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platina, a colônia é macia e não oferece resistência. Com ês

se fio consegue-se retirar uma pequena quantidade que se des� 
.... , 

taca facilmente. Colocando-se essa porçao em agua vae formar 

uma suspensão homogênea e sem partículas. No segundo caso, a 

colônia oferece uma resistência à penetração da agulha e, te� 

tando-se destacar uma pequena quantidade não se consegue fa--
, >

cilmente, porque ha na superfície uma esp�cie de membrana que 

tende a se destacar� Colocando-se um pouco dessa cultura em 
,

agua, forma uma suspensão com muitos aglomerados. 
, , . Ha, todavia, algumas e2pec1es, que se manifes-

tam cremosas e membranosas. É assim que têm o centro rnernbrano 

so e o contôrno cremoso. 

2.5.3.2 Aspecto 
.,... ,. li , 

Este e tarnbem variavel. 

Uma cu 1 tura pode ser lisa, corno gera !mente o-

corre com as colônias cremosas ou rugosas, quando têm a supeE 

fÍcie plissada. tste aspecto não indica que a consistência se 

ja fórçosamente membranosa. 

As colônias podem se mostrar com aparência sê-
, .ca ou um1da, do mesmo modo que brilhantes ou mate. 

Superficie 

Esta é também outra manifestação especifica. 

Uma colônia pode se apresentar plana, convexa 

ou semi-convexa sm relação ao plano da superffcie do meio de 

cultura ,.

A /' 

Frequen+ emente a cor se relaciona com a espe-

cie. Algumas vezes uma côr determinada se mostra jaspeada por 

outra. 
, ,.. , 

Outro catater de importancia secundaria, mas -

que pode ser assinalado, é o contôrno. 

Notam-se contornos lobados, lisds e serrilha--



dos. Nos bordos dêste Último tipo percebe-se claramente a fi

lamentação da colônia extendendo•se sôbre o meio de cultura. 

Ha outras provas consideradas absolutamente i-
, , 

nuteis e, por isso, afastadas de qualquer tentativa. Tal e o 

caso das culturas em gota pendente, liquefaçio da gelatina e 

col8nias gigantes, sendo esta �ltlma perfeitamente substituí

vel por culturas em estrias examinadas pouco acima. 

2 - RESULTADOS 

Trabalhando com 14 frutos diferentes, consegui 

môs obter 69 culturas de í'eveduras que foram submetidas aos 
;, i . .. ' •. ,.., varies testes de classificaçao com os r,esultados seguintes.

3.,f forma:ç�o de. i2ei(c:,t1la 

a) J Anel, sedfment.6; pefÍcu1a delicada, :rugo,

sa, creme e sêca: cu1tutaé rt� 6 1 í1, 1,, 16, 20, 2�, a8, 30,

31, 36, 47, 56, 58, 59, 60, 63 e 68�

b) - Ahel, sedimanto, pe1Ícu1a espêssa, rugosa J 

creme e sêca: culturas ng 9, 25, 48, 62, 67 e 69.

e) - Anel, sedimento, película delicada, lisa,

cinza e Úmida: culturas n2. 7, 15, 17,.41, 52, 53, 54, 55 e 66 • 
, d) - Ane 1 ., sedimento, pelicula espessa, lisa,

branca e
,.. 

e u 1 tu ra s n Q. 4 , seca: 12, 23 e 65.

e) - Ane 1, sedimento, película À espessa, lisa ., 

; 

culturas n2- 8, 64. creme e wnida: 1, 5, 51 e 

f) ... Anel, sedimento, película delicada, lisa,

creme e 

, 
wnida: cu 1 t ura s n 2. 14, 38., �-3, 50 e 57.

, g) ..; Anel, sedimento
., 

sem pelicula, ilhotas:

culturas n!4 2, 3, 18, 19, 21, 22., 24, 27, 29, 32, 33, 34, 35,

39, 40, 42, WJ., 45, 46, 49, 57 e 61.

hl Zimograma dos hidratos de carbono 

Resultados no quadro n� 2 
,. 

hl Hidrolise da arbutina 
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Foi positivo a,penas para a cultura ng. 55. Foi 

negativo para as culturas nS?. 1 , 7, 8, 10, 12, 15, 23, 24, 30,

39, 43, 44, 48, 55 e 65. 

3.4 HidrÓlise da asculina 

Foi positivo ·para as culturas ni 1 ., 7, 8, 10, · 

12, 15, 23, 24, 30, 39, 43, 44, 48, 55 e 65. 

As culturas de n� 2, 3, 4, 5, 6, 9, 11, 13, 14, 

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 

35, 36, 37, 38, 40, 41, L�2, 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 

56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 66, 67, 68 e 69 foram nao 

submetidas à prova da a seu li na e da arbutina, porquanto nao foi 
, , " A possível encontrar no comercio esses glucosideos; aquelas cul-

turas acima citadas foram trabalhadas no laboratório d� Sheata, 

Justamente as que serviram no nosso aprendizado. N5o sendo 
, 

va absolutamente essencial, foi considerada dispensavel. 
, .hl, Auxanograma dos açucares

Resultado no quadro n� 3. 

l!.§ Auxanograma do nitrogênio 

Resultado no quadro n� 4.

, 
Etanol como unica fonte de carbono 

Foram as seguintes culturas que se desenvolve-

ram bem nesta prova: 1, 2, Li-, 5, 6, 7, 8, 9 ., 
10, 12, 15' 16,

17' 20, 23, 24, 26, 28, 47, 48, 50, 51, 52, 56, 58, 59, 60, -

62, 63, 64, 67, 68 e 69. Desenvolvimento m�dio: n� 13 e 49. De 

senvolvimento fraco: ng, 32, 34, L�1, 42, 54, 55 e 95. Sem dese.u 

volvimento: n2. 3, 11, 14, 19, 21, 22, 24, 27, 29, 31, 33, 35, 

37, 39, 4o, 1-i-3, L�, 45, 46, 53, 57, 61 e 66. 

,i& Forma�ão de ascosporos 

Das 69 culturas isoladas, 27 são capases de for 

mar ascosporos e 42 não • 
.., , 

Sao ascosporogenas as seguintes: ascosporos ru-
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gosos 1-2 por asco: culturas n� 2, 8, 15, 16, 26, 28, 40 e 47. 

Com 1-3 por asco: cultura n� 25. Com 1-4 por asco: cultura n� 

27. Ascosporos lisos, 1 por asco: cul.turas nQ 19, 35, 42, 52,

53, '56 e 66; 1-2 por asco: culturas nQ. 20, 44, 36 e 61; 1-3 -

por asco: cultura nQ 64; 1�4 por asco: cultura n� 59. Ascospo

ros em forma de chapeu, 1 ... 2 ascosporos por asco: culturas nQ.

7 e 11; com 2-4 por asco: cultura nQ 48.
, ,

hl Caracteres morfologicos culturais

a) - Colônia semi convexa, creme, fosca, sêca,

lisa, bordos serrilhados. Culturas nQ 1, 6, 10, 23, 63, 67 e 

b) - Colônia semi convexa, branco creme, fosca,

sêca, rugosa, bordos lobados. Culturas nQ J-1-, 5, 9, 12, 17, 51 .,

58, 62 e 68. 

c) - Col8nia plana, branco amarelada, pouco bri

lhante, Úmida, lisa e parcialmente rugosa, bordos lobados. Cul 

turas n� 2, 7, 16, 30, 36, 47, 48, 59 e 60. 

d) - Colônia plana, creme cinza, pouco brilha�
, 

te, umida, lisa, bordos serrilhados. Culturas nQ 3, 18, 22, -

25, 32, 33, 37, 39, 40, 41, L�3, 44, 45, l-1-6 e 57. 

e) - Colônia semi convexa, creme, pouco brilha!}.

te, umida, lisa, bordos lobados. Culturas n� ,, 

o,· 15, 20, 25, 26, 

28 e 38. 

f) - Colônia semi convexa, creme, fosca, pouco

umica, lisa e pareia lmente rugosa, bordos lobados. Culturas nQ

11, 56 e 6� .• 

g) - Co15nia plana, creme cinza, brilhante, Ú

mida, lisa, bordos serrilhados. Culturas nQ 14, 18 e 27. 

h) - Co18nia plana, creme cinza, pouco brilha�
,.

te ., w:1.ida, lisa, bordos serrilhados. Culturas n2. 21, 29 e 5L�, 

i) • Co13nia convexa, creme, pouco brilhante,
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Úmid9 rugosa, bordos lobado�. Culturas n� 13 ,. 31 e 65.

j) - Co13nia plana, creme cinza, pouco brilhan

te, Úmida, lisa, bordos lobados. Culturas n� 34, 35, 42, 52,

53, 61 e 66.

k) - Colônia convexa, amarela, pouco brilhante,

Úmida, lisa, bordos lobados. Culturas n� 49, 50 e 55. 
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Quadro ns.?. 2 - Zimograma dos a_çuca res 

N2. DAS 
FONTES UTILIZADAS 

CULTURAS 
GLUCOSE GALACTOSE SACAROSE MALTOSE lACTOSE RAFINOSE 

1 + ... .,.. ... ... -

2 + - ... - - ... 

3 + - - ... - -

4 + ... + ... - ... 

5 + ... - - ... -

6 + .. - .,.. - -

7 - - .. - - -

8 + ... .. - - -

9 + - ... - - -

10 + - - .. .. -

11 + - .;. ... ... -

12 + ... - .. ... ... 

13 + - ... ... - -

14 + ... - .. ... -

15 + - - .. ... -

16 + - - .. - ... 

17 + - .. - - -

18 + - ... - - -

19 + ... - ... ... -

20 + - - - - -

21 + - .. - ... -

22 + - ... ... ... ... 

23 + .. ... .. ... -

24 + - .. ... - -

25 + .. - .. - .. 

26 + .. - .. - -

27 + ... .. .. - .. 

28 + ... - - - -

29 + ... .. - .. ... 

;o + .. ... - ... .. 

;1 + ... ... - .. ... 

;2 + ... ... - - -

;3 + ... - .. .. ... 

;4 + .. .. .. - ... 

/ 

.. continúa-
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Ní2. DA.S 
FONTES UTI tr ZAPAS 

CULTURAS GLUCOSE GALACTOSE SACAROSE MAirosE LACTOSE RA.FINOSE 

35 + ... - ... ... - . 

36 + - ... ... .. -

37 + -· ... - - ... 

38 + - - - - -

39 + - ... ... -

4.0 + ... ... - ... ... 

41 + - <li- - - -

42 + - - - - ... 

43 + - - ... ... -

44 + - - - - ... 

1+5 + ... .1 
..l - - -

46 + - ... • - ...

41 + ... .. • - -

48 + - - ... ... ... 

49 + ... - - : ... .,.. 

50 1 + - ... - ... '!" 

5l + - - - .. -

52 + - - -

i
- -

53 + - ,.. ... - -

54 + ... .. .. - -

55 + ... ... ... - ..

56 + .. - - ... -

57 + - - ... - ...

58 + - .... ... ... ...

59 + - .. ... .. .. 

60 + - ,... - ... -

61 + - "" - - -

62 + .. ... .. .. ... 

6; + ... - "" .. ,.. 

64 + ... - - "" -

65 + ... ... ... ,.. .. 

66 + .. ... ... ... ... 

67 + - ... ... .. ... 

68 + - ... ... ... 
1 

... 

69 + - ... - - 1 
'. 

1 
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Quadro nQ. 3 - Auxanograma dos açucares· 

N2- DAS 
FONTES UTILIZADAS 

CULTURAS GLUCOSE GALACTOSE SACAROSE iitALTOSE LACTOSE 

1 + + - - ... 

2 + ... ,.. !""' ,.. 

3 + + + + ... 

4 + + - + .,.. 

5 + ... - - -

6 + - - ... -

7 + + ... - ... 

8 + + - ..,. ... 

9 + - - - -

10 + + - - -

11 + + - - -

12 + - ... - -

13 + + - + -

1L� + + - + .. 

15 + + - - ... 

16 + + - ,.. 1 

1 
l 

17 + - 1 ... ... -

18 + / + ... + .\-

19 + + 

1 
... + ... 

20 + + - + -

21 + + 
1 

+ - -

22 + + + + -
23 + + - - ... 

i 
24 + - - - -

25 + + + 
1 

-

26 + + - + -
27 -!- + + + -

28 + + - + -

29 + + ... + -

30 + + - - -
31 + + - + -

32 + + .., + - ' 

1 33 + 
1 

1 + i - + 
1 l ' 1

1 34 + + +1 - '
.. 

1 

-continua-
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-continuação-

. 

NQ DAS FONTES 'U!!LlZADAS
-

CULTURAS GLUCOSE GALACTOSE SACARóSE MALTOSE LACTOSE 
.·. 

1 ' .. 

35 
! 

.l. i .. - ... .. 

1
' 

36 1 + + - + ... 

37 .. ,_ + + + 

38 + + - - -

39 ! ·+- + 
!

- - - ' 
1 

40 1 + + - + -
l 

! 
; 

! 41 \ 
+ + +i - -

1 i 

42 1 

l 1 --;- + - + -

43 l + + -- -
; 

W+ + + - - -

1 45
1 

+ + + 1 

f 
-

1
-

1 46 + + 

l 
+ - -

1 

47
1 

1 + - + .. 1 
! 1 

48 f 
1 

1
+ - - -

l 
- ! 

j L�9 j ,�r + + 1 l 
-

!
-

1 1 50 ! .\. .. + + i -

51
i .1.. + + 

1 
i

- -
i 

52 1 
-. - <4 + ...

53 ' -i-- + - + ... 

l 5l+ 7 + - + - !

55
1 + + + + !1 1 

56 l + + - + 1 ... 

j 
57 1 

.. L + + + -

1 

58 1 + - - ... 1 

59
i + + + 1 
1 - -

l 

60 l 
+ + - + ... 1 

61 l + 1 + - + 1

62 j ! 
1 

' + + 
1 

- ... 

63 ! + 1 + + ... -

64
1 

+ 1 - - - j -

1 

65
' + + + 

1 
1 -

l
-

! 
66 j + + 1 - + -

) 
i 

67 + + - + -

68 + + + + -

69 + ! i 

1 j
- 1 - - 1 .. 

l l 
! 

1 ' i 
1 ' 
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Quadro n!2. 4 - Auxanograma do nitrogênio 

NQ. DAS FONTES UTILIZADAS 

CULTURAS N � t.RA. TO DE 
OTASSIO 

SULFATO DE PEPTONAAMONIO .... UREA ASPARAGINA 

1 ... + ! + + + 

2 ... + + + + 

3 - + + + + 

4 - + + + + 

5 - + + + + 

6 - + + + + 

7 - + + + + 

8 - + + + + 

9 - + + + + 

10 - + + + + 

11 - + + + + 

12 - + + + + 

13 - + + + + 

14 - + + + + 

15 - + + + + 

16 - + + + + 

17 - + + + + 

18 - + + + + 

19 - + + + + 

20 - + + + + 

21 - + + + + 

22 - + + + + 

23 - + + + + 

24 - + + + + 

25 - + + + + 

26 - + + + + 

27 - + + + + 

28 - + + + + 

29 - + + + + 

30 - + + + + 

31 - + + + + 

32 - + + + + 

33 - + + + + 

34 - + + + 

! ! 

-continua-



Nl2 DAS 
CULTURAS NITRATO DE 

POTASSIO 

35 -

1 36 -

37 ... 

38 -

39 -

40 -
41 -

42 -
43 -

44 -

45 -
46 -

47 -
48 -

49 -
50 ... 
51 -

52 -

53 -

54 -

55 -

56 -

57 -

58 -

59 -
60 -
61 -
62 .. 

63 -
64 -
65 -

66 -

67 -

68 -

69 -

-e on ti nua çã o -

\ 

S. � .. � -6:z ...,- d .I 

FONTES UTILIZADAS 

SULF�TO·DE FEPTONAAMONlO 
UREA. ASPAAAGlNA 

+ 
l + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 
+ + + + 

+ + 

1
+ + 

' 
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Quadro n� 5 - Determinaçao generica e especifica das cul 

p2. das 
Culturas 

1 

2 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 

25 
26 

27 
28 

29 

30 

31 
32 

33 

34 

turas estudadas 

Candida mycoderma (Ress) nov. comb. 
Pichia membranaefaciens Hansen 
Kloeckera apiculata (Ress emend.KlÕcker) Janke 
Candida solani nov. spcc. 
Candida solani nov. speç. 
Candida mycoderma (Ress) nov. comb. 

Pichia membranaefaciens Hansen 
Pichia farinosa (Lindner) Hansen 
candida krusei (Cast.)Berkhout 
Candida mycoderma (Ress) nov. comb. 
Pichia fermentans Lodder 
Candida krusei (Cast.) Berkhout 
Torulopsis molischiana (Zikes) Lodder 
Kloeckera lafari (KlÕcker) Janke 
Pichia farinosa (Lindner) Hansen 
Pichia membranaefac.iens Hansen 
Candida krusei (Cast.) Berkhout 
Kloeckera apiculata (Ress emend, KlÕcker)Janke 
Kloeckera la fa ri ( KlÕcker) Janke 
Pi chia fa rinosa ( Lindner) Hansen 
IUoeckera magna (De Rossi) Janke 
Kloeckera africana (Klocker) Janke 
Candida mycoderma (Ress) nov. comb. 
Kloeckera apicu1ata (Ress emend. KlÕcker)Janke 

Pichia farinosa (Lindner) Hansen 
Pichia farinosa (Lindner) Hansen 
Kloeckera lafa ri ( Klocker) Janke 
Pichia farinosa (Lindner) Hansen 
Kloeckera magna (De Rossi) Janke 
Pichia membranaefaciens Hansen 
Candida brumptii Langeron et Guerra 
Kloeckera apiculata (Ress emend.Klocker)Janke 
Kloeckera apiculata ( 
Kloeckera sp. 

íl li tt tt

-continÚa-



nQ. das 
cu.1 tura s 

35 
36 

37 
38 

39 
40 
41 
42 

43 
44 
45 
46 

47 
48 

49 
50 
51 
52 

53 
54 

55 
56 

57 
58 

59 

60 

61 
62 
6, 
64 
65 
66 
67 
68 
69 

-continuação-

.,.. , Genero e especie

; Kloeckera sp. 

Pichia membranaefaciens Hansen 
Kloeckera apiculata(Reeas 

; Pichia farinosa (Lindner) 
Kloeckera apiculata(Raess 
Kloeckera apiculata(Raess 
Kloeckera apiculata( 
Kloeckera sp. 

11 

emend. 
Hansen 
emend. 
emend. 

ti 

KlÕcker )Janke 

KlÕcker) Janke 
KlÕcker) Janke 

11 
) 

I! 

Kloeckera apiculata(Reess emend. KlÕcker)Janke 
1 Kloeckera apiculata( " " 11 ) tt

Kloeckera africana ( RlÕcker) Janke 
Kloeckera africana ( n 

) 

Pichia membranaefaciens Hansen 
Pichia membranaefaciens Hansen 
Torulopsis ernobii nov. spec. 
Torulopsis ernobii n " 

n

Candida krusei (Cast.) Berkhout 
Kloeckera sp. 
Kloeckera sp. 

i Kloeckera magna (De Rossi) Janke 
Torulopsis famata (Harrison) nov. comb. 
Pichia fermentans Lodder 
Kloeckera apicula�a (Reess emend.KlÕcker)Janke 
Candida krusei (Cast.) Berkhout 
Plchia membranaefaciens Hansen 
Pichia membranaetaeiens Hansen 

l Kloeckera sp.
! 
t Candida krusei (Cast.) Berkhout
t 
1 Candida mycoderma (Reess) nov. comb• 
l Pichia fermentans Lodder
1 Candida brumptii Langeron et Guerra

Kloeckera sp. i 
l Candida mycoderma (Reess) nov0 comb•
1 Candida solani nov. spec.
í 

: Cand!da mycoderma (Reess) nov. combe
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Em nossos trabalhos nao nos cingimos a um de--
, , .terminado conjunto de metodos ·preaonizados por um so autor. T2:_

vemos oportunidade de selecionar aqueles que melhores result� 

dos nos proporcionaram no mourejar do trabalho todo. 

Nossos esforços foram assistidos por dois cien 

tistas de renome mundial, cujos nomes se acham assin,lados 

neste trabalho, cabendo-nos uma expressão de reconhecid� admi 

raça o. 

Ao lado disto, entretanto, muitos foram os fa-
,

tores negativos operantes, tais como falta de agua no labora-
, , , 

torio, falta de energia eletrica, falta de certas materias 

primas e de alguns meios de cultura para determinados testes, 
, 

tudo constituindo um lastro contrario para resultados eficien 

tes. 
, ,,.., , "" A unica razao que nos anima e que esses resul-

tados parciais nos possibilitam a futuras conclusões positi-

va s, 

A chave de classificação por nÓs usada foi a 

de Loddcr Krcger�van Rij. 

Isolamos 69 culturas de leveduras dos �+ g�ne

ros diferentes de frutos manipulados. Obtivemos apenas 4 gên_s 

ros de leveduras� 
� ,,. . 

, 
Houve prcdominancia de espcc1es zimaticas sim-

ples sÔbre as zimato-oxidásicas numa percentagem de 98,55%. 

A percentagem do. grupo dasCnyptococcaceae sâ-

bre as Endomycetaccac seria de 72,46% si colocissemos t8das -
, 

as Kloec�cras no grupo das anascosporogenas segunio Lodder; -

verificamos todavia que nem todas as apiculadas sio fungos im 

perfeitos, o que veio comprovar visivelmente a afirmação de 

Dvornik (8) e Nichaus (3,). Destarte ngo pudemos colocar as 



> , 

apiculadas ascosporogenas num grupo especifico: gencricamcn-
. , , 

te pusemos. como Klo�ckeras; ha uma ideia de se 9ar a essas 

apiculadas a denominação de Saccharomycodcs niehausii, ape--
,,

sar da forma celular se afastar sensivelmente da forma tipi-,, 

ca dêsse grupo" 
,. 

Nenhuma levedura do genero Saccharomyces foi 

isolada neste levantamento, apesar de termos manipulado uvas 
� , 

. , 

maduras" A explicaçao razoavel q1,1.e parece satisfazer e que a 

epoca da colheita dos frutos era muito chuvosa, e possivcl--

mente tivesse lavado deles essas espccies. 
,.., ,. 

. Isto poe em evidencia a necessidade da aplica-
.., 

çao de leveduras selecionadas para qualquer investimento in� 
.., , 

dustrial cm que se deseje a açao de espccies capascs de fer�-

mcntar. 

Os tubos de Durham na prova de fermentação são 

os mais 
� ,. 

scnsivcis; a inconv�nicncia de seu uso reside no fato 
~ I' A 

de exigir unia fiscalizaçao diaria, porque terminando o fenom� 

no, o lfquido pode reabsorver o gás formado, iludindo por co� 
, ,. ,.plcto o observador desavisado. Alem disso esse sacarometro 

nio acusa apreciavelmente a f0rmentaçío da rafinose que ofcr� 

ce um aspecto especial. Deve-se então fazer uma restrição, a

dotando-se os tubos de Einhorn que revelam quantitativamente 

a fermentação dêsse triolosÍdeo. 

Apesar de operarmos com e�cessivo cuidado nos 

testes houve muito desvio entre as formas encontradas e os ti 

pos padrão apresentador por Lodder, o que não nos tolheu de 
,

situar tais indivíduos nos lugares competentes, pois nada nos 
, , 

impede de julgar que sejam quiça strains dentro da espécie 
A À 

porque um trata to como esse que nos serviu de modelo tem um 
À , 

valor regional bastante restrito. Tanto isto e real que em 

nossos trabalhos isolamos do sapoti um microorganismo, ao que 
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.., 

/ parece, i�tciramente novo e nao descrito ainda. Apresenta ca-

racteres de levedura e de fungo. Segrega um pigmento preto i� · 

tra celular, pelo que a chamamos provisori9mente de ntevedura 

pretaº . Forma pseudo mfdJlio, assimila nitrato de tÔc;Ias as 
, 

fontes usadas no auxanograma, assim como todos. os açucares,� 

com exceção da rafinose, desdobra a arbutina e a asculina,não 
, 

fermenta nenhum açucar, apresenta pequeno desenvolvimento no 
, ,. , 

meio de etanol; forma película espessa, creme, umida, anel e 

sedimento, no meio liquido de extrato de malte. As culturas -
, 

em es�ria tem aspecto muito variavel segundo o meio de cultu-

ra usado, apresentando-se então com coloração muito diversa. 

Êste microorganismo presentemente é objeto de estudo de Shea� 
..,....,._,.... 

ta e l\t'ra lt. 

Notamos grande ocorrência de levedura$ apicul� 

das neste levantamento, atingindo a 40,57% sBbre as demais. -

Dessa percentagem 13,04% pertence a uva, um valor igual ao c� 
.., 

Ju e o resto para os demais frutos. As apiculadas sao levedu-

ras de fermentação baixa e que fazem ferm(?ntar energicamente 

a glucose. Deixam a sacarose inatacada, sendo por isso usadas 

na ind�stria da cidra doce 3 qual conferem um bouquet agradá-
, .., , '" vel. Esta industria nao esta ainda desenvolvida em nosso pais. 

Segundo se poderia depreender da implÍcita afi! 

mação dé JÕrgensen ( 17), o metabolismo oxidativo ou �noxidatl 

vo de uma levequra estaria relacionado com a habilidade de 
- , 

formar ascosporos; tivemos ocasiao de examinar a analis� de 

correlação dêsses dois fatos o que nos autorizou a atribuir -
À , 

um valor positivo ao fato, Portanto, ha uma estreita correla-

ção entre essas duas manifestações vitais da lev€dura. 
, 

Os valores obtidos para tal analise foram extrai 

dos de Lodder Krege,;-van RiJ e são os seguintes: 

Metabolismo fermentativo das asco�rnorÓgenas 60, 



, 
Metabolismo fermentativo ctas an�scosporogenas 

},".etabolismo oxidativo das a$,cospor�genas 16, 

Metabolismo o,x:idativo das anascosporÓgenas 41. 

4 
f_.._ x

2 ::: ........ ( ...,ª ,..,.,...ct ...........
.... 

b_c
.,.......

) 2
.,..,.;,.,. 

• .,.,.N
...,.,_.,.....,.,...,.,.,_,...... = (,60 ·!¼1 ... 16. �8)2

• 17�
76.99.118,57 1 ( a +b) ( c+d ) . ( a +e ) ( b+d ) 

( �!±60 ... 92,8 ) 2
• 17)� :::

50606424 
( 15?? ) 2 � ll,S ::; 
50606424 

( 5% ::: 3 ,84 
gl== l-'. 

l1% = 6,66 

8,12 > 6,66 ➔significante .

.2 - CONCLUSÕES 

1) ... Em no$sos trabalhos houve predominância -

de esp:cies de leveduras zimÍticas simples s8bre as zimato-o-
, 

xidasica�, numa percentagem de 98,55%. 

2) ... Houve grande ocorr&ncia de leveduras api

culadas, atingindo 40,57% das quais, 13,04% fora� isoladas da

1,1.va. 

3) - A percentagem da� Cryptococcaceae sÔbre -

as Endomycetaceae seria de 72,46%, colocando-se as Kloeckeras
,

no grupo das levedµras anascosporogenas. 

4) � Não encontramos nenhuma levedura do gêne-
, 

ro Saccharomyces, embora trabalhassemos com uvas maduras, a-
, 

lem de 13 outros frutos maduros.
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5) - Nas provas de fermentação, me.d ia n te supeE_

visão acurada, os tubos de Durham são os mais sensfveis. 

6 
, .... 

) - Ha estre;ita correlaçao entre o me abolis• .. 

mo oxidativo ou anoxidativo de uma levedura e a habilidade de 

formar ascosporos. 
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