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RESUMO
Estudou-se o efeito do cloreto de sódio sobre a produção de
biomassa e proteínas extracelulares totais, durante o cultivo de
Saccharomyces cerevisiae. A levedura foi desenvonvida em
fermentador de leito fluidizado, com vazão de ar de 70L/min,
temperatura de 33° C, e umidade relativa de 99-100%. Foi utili-
zado substrato semi-sólido de batatas, previamente hidrolizado,
acrescido de cloreto de sódio 0,6M. O crescimento celular foi
monitorado por densidade óptica à 595 nm. Observou-se, como
resultado, que a adição de cloreto de sódio 0,6M induziu um
aumento de 36,86% na produção de proteínas extracelulares
totais, mas inibiu o crescimento celular em 27,62% quando os
meios com e sem cloreto de sódio foram testados. A produção
máxima de biomassa, tanto para os experimentos com adição
de cloreto de sódio quanto para o sem adição, ocorreu no perío-
do de 7 a 9 horas de fermentacão, enquanto que a produção de
proteínas extracelulares totais, independentemente da adição
do sal, ocorreu durante o período de 9 a 12 horas de fermenta-
ção. As velocidades específicas máximas de crescimento fo-
ram de 0,350/h para os experimentos com sal, e de 0,339/h para
aqueles sem a adição do sal. A combinação de alta vazão de ar
e a presença de cloreto de sódio 0,6M na fermentação parece
não ter tido efeito sobre a duração da fase lag na curva de cres-
cimento celular de Saccharomyces cerevisiae.

Palavras-chave: Fermentação em leito fluidizado, Saccharomyces
cerevisiae, proteínas extracelular.

SUMMARY
EFFECT OF SODIUM CHLORIDE ON PROTEIN PRODUCTION
(Saccharomyces cerevisae) BY SEMI-SOLID FERMENTATION.
The effect of sodium chloride on the cell’s growth and total
extracellular protein production during fermentation of
Saccharomyces cerevisiae in an air-fluidized bed fermentation,
with a 70 L/min air flow at 33° C and 99-100% relative unidity
was studied. A semi-solid potato substrate (previously hydrolized)
with 0.6M sodium chloride was used. Cell’s growth was monitored
by optical density at 595 nm. Results showed that the addition of
0.6M sodium chloride enhanced total extracellular protein level
(36.86%). On the other hand, the addition of sodium chloride
inhibited cell growth (27.62%), when mediums with and without
sodium chloride were tested. The maximum yield of biomass
was achieved at the 7 - 9th hour fermentation for experiments
either with or without addition of sodium chloride, while maximum
yield of total extracellular proteins was achieved at the 9 - 12th
hour fermentation, in all runs. The maximum specific cell’s growth
rate averaged 0.350/h for the experiments where salt was added
and 0.339/h for those without salt. Finally, it seemed that the
length of the lag phase had not been affected by the combination

of high air flow rate and the presence of 0.6M sodium chloride in
the yeast growth curve in this air-fluidized bed fermentation of
Saccharomyces cerevisae.

Keywords: Air-fluidized bed fermentation, Saccharomyces
cerevisae, extracellular protein.

1 – INTRODUÇÃO

Proteínas unicelulares, principalmente para uso em
ração animal ainda continuam despertando interesse
por razões amplamente levantadas e discutidas por inú-
meros pesquisadores [8,10,17]. Convencionalmente estas
proteínas são obtidas por fermentação submersa, mas
ultimamente tem-se voltado a atenção para as culturas
em estado sólido e semi-sólido [25,3].

Dentre os microrganismos, as leveduras têm se
destacado como uma excelente fonte de proteínas, não
apenas pela sua capacidade de sintetizá-las e a outros
compostos, mas também por suas características não
patogênicas,  podendo ser usadas tanto como alimen-
to humano quanto como ração [13].

Quando as leveduras são usadas na ração animal,
não há necessidade de remoção dos ácidos nucléicos
[20,5]. Com exceção dos primatas e do homem, onde o
ácido úrico é o produto final do metabolismo e é excretado,
os outros mamíferos e demais animais terrestres, pos-
suem  uricase, que degrada o ácido úrico em alantonina
e uréia. Nas aves, o principal produto de degradação
não é a uréia e sim o ácido úrico, porque nestes ani-
mais a uréia não é sintetizada a partir da amonia [7].

A ação inibidora de sais inorgânicos em fermenta-
ções foi relatada pela primeira vez por TAJIMA,
YOSHIZUMI, TERASHIMA [21] e UMEMOTO, IRIE, IMAI
[24]. O cloreto de sódio, além de inibidor de microrga-
nismos e de metabólitos tóxicos influi sensivelmente
no metabolismo de muitos microrganismos, particular-
mente no conteúdo protéico [24].

NORKRANS [16] relatou que 4% de sal reduz o cresci-
mento de Saccharomyces cerevisae em torno de 10-15%,
quando comparados com o controle (sem sal) e que
8% de NaCl reduz a biomassa em 90%. RICHMOND
[19], estudando o efeito de altas concentrações de sal
na produção de L-lisina, observou que o Nacl a 1% ini-
be o crescimento de Pediococcus acidilactici.  MALANEY,
TANNER, RODRIGUES [12] constataram que 40g de
NaCl por litro reduz a produção de células de
Saccharomyces cerevisiae em substrato semi-sólido.

A redução do crescimento celular pode ser explica-
do pela presença de NaCl no meio, que reduz a ativida-
de de água causando um aumento na perda de água
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das células microbianas para o meio, promovendo
plasmólise nas células, aumentando bruscamente a
concentração de aminoácidos [7].

Por outro lado, TEMPEST, MEERS, BROWN [23]
registraram que quando o conteúdo de NaCl no meio
de crescimento de Aspergillus aerogenes foi aumenta-
do de 0,1% para 2% e então para  4% (0,68M), a pro-
dução de ácido glutâmico intracelular aumentou suces-
sivamente de 8 para 32 e então para 134mM/L. Estes
mesmos autores constataram ainda que a adição de
2% de NaCl promove um aumento significativo no con-
teúdo de aminoácidos em Bacillus subtilis variedade níger.

MALANEY,TANNER [11] verificaram que o NaCl afeta
profundamente a concentração dos aminoácidos do ci-
clo da uréia, implicando numa ligação entre troca de
pressão osmótica e balanço de nitrogênio/uréia nas
células de Saccharomyces cerevisiae em fermentação
aerada da glicose.

O cloreto de sódio exógeno tende a aumentar a
quantidade de aminoácidos extracelulares em relação
aos aminoácidos intracelulares em Saccharomyces
cerevisiae, utilizando meio de cultura líquido, aerado.
Segundo estes autores, o sal provoca um stress na
membrana celular do microrganismo pela alteração da
pressão osmótica, provocando um vazamento dos
aminoácidos intracelulares [6]. Ademais, a adição do
sal parece provocar uma maior permeabilidade da mem-
brana plasmática, permitindo, desta maneira, uma pas-
sagem dos aminoácidos intracelulares para o meio ex-
terno [12].

A diferença básica entre as fermentações em esta-
do sólido e cultura submersa está no conteúdo de água
do substrato. Enquanto na cultura em estado sólido, o
conteúdo de água do substrato varia entre 40% e 80%,
na cultura submersa típica, o conteúdo de água é su-
perior a 95% [8]. Na cultura líquida, o substrato, na
forma de pequenas partículas, é suspenso ou dissolvi-
do no líquido, geralmente água, juntamente com o mi-
crorganismo ativado [21].

A escolha do processo fermentativo em estado só-
lido deve se basear nas considerações sobre as van-
tagens e desvantagens do método quando compara-
das com a cultura submersa [17]. Os maiores proble-
mas da fermentação em estado sólido consistem no
monitoramento e controle de pH, temperatura, con-
teúdo de água, agitação e homogeneização durante
todo o processo de fermentação [9]. Para eliminar es-
tes problemas de monitoramento e controle do pro-
cesso, foi proposto  o crescimento microbiano em câ-
mara fluidizada, onde o substrato é insuflado com ar
esterilizado [21].

Uma câmara fluidizada consiste num sistema típi-
co de água no ar, ao invés ar na água, como fermenta-
ção convencional. A câmara fluidizada emprega altas
vazões de ar para efetivamente aerar o substrato e si-
multaneamente misturar de maneira mais eficiente o
mosto, sem empregar a agitação mecânica [12]. A pro-
dução de single cell protein em câmaras fluidizadas é

atrativa, não só pela possibilidade de controle mencio-
nada acima, mas também, em função  da possibilida-
de de eliminação da necessidade de resfriamento, bem
como centrifugação e filtração da suspensão microbiana
[15].

O objetivo do presente trabalho foi estudar a pro-
dução de proteínas extracelulares totais a partir de
Saccharomyces cerevisae, utilizando uma câmara
fluidizada com alta vazão de ar, em substrato semi-
sólido na presença e ausência de cloreto de sódio.

2 – MATERIAL E MÉTODOS

2.1 – Microrganismo

O microrganismo utilizado foi Saccharomyces
cerevisiae, na forma de fermento de pão, granulado seco
– (Fleishmann). A cada experimento foi utilizado um
novo pacote de fermento, utilizando 3,6mg de fermento
de pão granulado seco por grama de substrato.

2.2 – Meio de cultura (substrato)

Como substrato foram utilizadas batatas (Solanum
tuberosum), adquiridas no mercado local, observando
a mesma procedência. Aproximadamente 400g de ba-
tatas descascadas e lavadas foram cozidas e esterili-
zadas em autoclave a 121°C, durante 15 min., e então
trituradas em liqüidificador. À pasta assim obtida foi
adicionado meio de cultura esterilizado contendo
α-amilase (fúngica) dissolvida. A quantidade de enzima
usada na mistura foi de 0,51mg/g de batata úmida. Esta
mistura de batata com α-amilase ficou em repouso à
25°C por 12 a 14 horas, para permitir a conversão do
amido da batata em açúcares.

Parte dessa pasta de batatas, tratada com α-amilase
e contendo o meio de cultura de MAXON e JONHSON
[14], foi utilizada para preparar a curva de calibração,
como padrão (branco), utilizada na determinação da
concentração celular e das proteínas extracelulares to-
tais. O restante da pasta foi pesado e misturado com a
suspensão de meio de cultura restante e o inóculo de
Saccharomyces cerevisiae (3,6mg/g de batata úmida)
para então ser colocado no fermentador sobre o prato
de Teflon ( Figura 1). A massa inicial do substrato (mis-
tura de batatas cozidas, enzima, e meio de cultura) foi
de ± 10g. O pH inicial foi igual a 5 em todos os experi-
mentos e não foi monitorado durante a fermentação
[9,12,22].

Os experimentos com cloreto de sódio obedeceram
aos mesmos procedimentos acima mencionados, acres-
cidos de 0,6M de NaCl. O sal foi adicionado à pasta de
batatas tratada com a enzima (α-amilase) momentos
antes de inocular o microrganismo. Foi coletada uma
alíquota desta pasta, contendo o cloreto de sódio para
execução da curva de calibração e amostra padrão (bran-
co), para determinação da concentração celular e pro-
teínas extracelulares totais. Pesou-se, então, 300 ± 10g
desta pasta e a ela foi misturada a suspensão do mi-
crorganismo na quantidade previamente descrita.
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2.3 – Meio de cultura Suplementar

Foi utilizado o meio de cultura sintético de MAXON
e JONHSON concentrado [14], sem glicose, como su-
plemento de substrato de batatas. O meio apresenta a
seguinte composição: (NH4)H2PO4  10,0%; KH2PO4 4,0%;
citrato de sódio 1,0% diluídos em água destilada for-
mando a solução A; MgSO4.7H2O 1,5%; ZnSO4.7H2O
0,035%; FeSO4(NH4)SO4.6H2O 105mg/L; CuSO4.H2O
9,6mg/L diluídos em água formando a solução B. Biotina
2,0mg/L; Cloridrato de piridoxina 120mg/L; Pantotenato
de cálcio 50mg/L; Meso-inositol 1,0g/L diluídos em água
formando a solução C. As três soluções são mistura-
das em partes iguais momentos antes do uso.  Este
meio foi usado em uma concentração 3 vezes superior
à concentração original, objetivando limitar o conteúdo
de água inicial do substrato sólido em torno de 80%. O
meio de cultura foi  esterilizado a 121°C durante 15
minutos antes de sua adição ao substrato sólido. A
quantidade de meio suplementar utilizada foi de 0,15mL/
g de batata. Aproximadamente 60% do total do meio
de cultura foi utilizado para dissolver a enzima (α-amilase),
de origem fúngica – marca Sigma. A solução resultan-
te foi misturada ao substrato de batatas. O restante do
meio de cultura (40%) foi usado para reativar as célu-
las do inóculo. Esta mistura também foi adicionada no
substrato de batatas.

2.4 – Fermentador (câmara fluidizada)

O diagrama da câmara fluidizada está  apresenta-
do na Figura 1. Todo o sistema foi esterilizado por va-
por, antes de iniciar a fermentação. A esterilização do
ar foi obtida por filtração em lã de vidro estéril. Para
uma apropriada umidificação, o ar foi forçado através
de uma coluna de vidro contendo água, preenchida com
cilindros de cerâmica perfurados, para aumentar a área
de contato ar-água.

O ar foi aquecido durante sua passagem pela pri-
meira coluna, onde atinge cerca de 95% de umidade
relativa. Esta coluna foi suprida constantemente com
água esterilizada  a uma vazão pré-determinada para
manter o nível constante de água. O ar passa então
para a coluna seguinte onde é resfriado para a tempe-
ratura de fermentação de 33°C e a umidade atinge cer-
ca de 99 a 100%. Para prevenir o ressecamento do
substrato durante a fermentação, devido à sua exposi-
ção às altas vazões de ar, foi mantido um fluxo de ar
úmido. A vazão de ar úmido utilizada foi de 70L/min. A
temperatura do ar na coluna de fermentação foi contro-
lada a 33°C através de um termo-regulador localizado
na parte superior da coluna, conectado a uma fita de
aquecimento de saturação. A coluna de fermentação,
também de vidro, foi equipada com 4 pratos de Teflon,
perfurados no fundo (aproximadamente 0,8 cm de diâ-
metro) para permitir uniformidade na distribuição do ar
em toda a seção transversal da coluna. Sobre estes
pratos, foi colocado um outro prato, também de Teflon,
com perfuração mais fina (0,16cm de diâmetro), que
suportou o substrato semi-sólido, evitando desta ma-
neira, que escorresse para o fundo da coluna. O ar
efluente da coluna de fermentação foi então transferido

para uma coluna coletora contendo 1500mL de água,
para captar materiais arrastados durante o processo
fermentativo. Qualquer partícula sólida arrastada da
coluna de fermentação, foi retida na câmara de contro-
le de umidade e temperatura.

1. Entrada de ar; 2. Regulador de ar; 3. Aquecedor de ar; 4. Filtro de ar; 5. Rotâmetro;
6. Reservatório de água; 7. Bomba peristáltica; 8. Coluna de saturação; 9. Coluna
de resfriamento do ar; 10. Coluna de fermentação; 11. Prato de suporte; 12. Pratos
perfurados para distribuição do ar; 13. Termo-regulador; 14. Termômetro de bulbo
seco e úmido; 15. Medidor de troca de umidade; 16. Coluna coletora de água.

FIGURA 1. Diagrama do fermentador de leito fluidizado

2.5 – Tratamento das Amostras para análise

As amostras foram coletadas diretamente da colu-
na de fermentação, através de sua abertura superior. A
alíquota de 0,5g foi diluída com 10mL de água  deionizada
e 3ml desta solução foram diluídos em 3ml de água
deionizada e determinada a concentração celular. O
restante da amostra diluída (aproximadamente 7mL)
foi centrifugado e o sobrenadante  estocado em gela-
deira a 4°C para subseqüentes análises de proteínas.
Foram ainda coletados no tempo zero e no final do pe-
ríodo de incubação (após 24horas), uma alíquota de
5g de substrato para análise do conteúdo de água.

2.5.1 – Avaliação do crescimento celular

Foi determinado por densidade óptica (Baush &
Lomb) a 595nm. Através da correlação gráfica (curva
de calibração), convertendo as medidas de densidade
óptica (absorbância)  em concentração celular.

Para cada situação, com e sem cloreto de sódio
0,6M, foi desenvolvida uma curva de calibração. A re-
gressão linear Simples foi realizada através do
Statgraphics- Statistical Graphics System, versão 5.0.
Obtendo-se as seguintes equações:

1. meio contendo cloreto de sódio 0,6M: Y= -0,094 + 0,037 X r2 =0,990

2. meio sem cloreto de sódio:                      Y= 0,039 + 0,022 X r2 =0,998

2.5.2 – Cálculo da velocidade de crescimento e
da velocidade específica de crescimento (m)

As velocidades de crescimento foram determina-
das através da derivada  da reta tangente ao ponto con-
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siderado, assumindo que há um arco de círculo y(x),
passando por algum dos três pontos A (xA, yA),  B(xB,
yB) e C (xC, yC).   A curva de referência para o cálculo
destas derivadas, foi a curva de crescimento de
Sacchoromyces cerevisiae, construída a partir das de-
terminações da concentração média de biomassa obti-
da nos diferentes tempos de coleta (zero, um, três, cin-
co, sete, nove, doze e vinte e quatro horas).

A Velocidade de crescimento, em mg/g.h, é expressa
pela equação:

Velocidade de crescimento = dx,/dt

onde,

dx é a concentração celular (mg/g), e

dt corresponde ao tempo de crescimento (horas).

Velocidade específica de crescimento (m), por hora
(h-1), é expressa pela equação:

m = 1/X  .  dx/dt

onde,

dx/dt é a velocidade de crescimento (mg/g.h) e

X é a concentração celular (mg/g).

A produtividade (P), em mg/g.h, é expressa pela
equação:

P= Xf - X0/tf - t0

onde,

Xf = concentração celular final

Xo = concentração celular inicial

tf  =    tempo final  (hora)

t0 =    tempo inicial  (hora)

2.5.3 – Análise do conteúdo de água

Determinado conforme a AOAC [1].

2.5.4 – Análise de proteínas extracelulares to-
tais

Determinadas pelo método de Bradford Coomassie
Blue Dye Binding modificado por Bio-Rad Laboratory
Microassay [4].

2.5.5 – Análise Estatística

A análise estatística, para verificar a diferença en-
tre as médias das duas variáveis nos dois tratamentos
(com 0.0M e 0,6M de Nacl), foi realizada, utilizando-se
a análise de variância  com nível de significância de
0,05.

3.- RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1.- Produção de Biomassa

A presença de cloreto de sódio 0,6M ao substrato,
afeta diretamente a produção de biomassa, durante um
período de 24 horas de fermentação (Figura 2).

FIGURA 2. Produção de biomassa de Saccharomyces cerevisae,
usando substrato  semi-sólido  em câmara fluidizada na presença
e ausência de cloreto de sódio

Para os cultivos com adição de cloreto de sódio
(Tabela 1), a média de produção de biomassa foi de
28,551 mg/g de substrato, correspondendo a um au-
mento de aproximadamente 10 vezes superior à con-
centração inicial (tempo zero). Nos cultivos sem adição
de cloreto de sodio ( Tabela 2) a média foi de 38,443mg/
g de substrato, representando um aumento de 13 ve-
zes à concentração inicial de biomassa (F= 245,784;
P<0,05), ou seja, uma produção de biomassa da or-
dem de 25,73% superior quando comparada com o ex-
perimento adicionado de cloreto de sódio.

TABELA 1. Velocidade de crescimento (dx/dt) e velocidade es-
pecífica de crescimento  de Saccharomyces cerevisae,
cultivada na presença de cloreto de sódio 0,6M em câmara
fluidizada.

(-) Valores nulos ou negativos

Estes resultados podem ser comparados àqueles
obtidos por  WEI, TANNER, MALANEY [25] em cujos
experimentos observaram o mesmo efeito, mas com
uma produção  30-35% superior nos experimentos sem
a presença  de cloreto de sódio exógeno.
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TABELA 2. Velocidade de crescimento (dx/dt) e velocidade es-
pecífica de crescimento de Saccharomyces cerevisae, cul-
tivada na ausência de cloreto de sódio em câmara fluidizada.

(-) Valores nulos ou negativos

Tanto na presença de cloreto de sódio, quanto na
sua ausência, observa-se que a maior produção de
biomassa ocorreu no período de 7 a 9 horas de fer-
mentação. A fase de crescimento celular a partir daí,
em ambos os experimentos, apesar de ser ascendente
é quase estacionária, até o final do período, provavel-
mente como consequência do esgotamento de algum
nutriente ou formação de metabólitos indesejáveis. Após
este período pode-se observar uma diferença acentua-
da no nível de produção nos dois tratamentos.

Em termos de velocidade específica de crescimen-
to, os maiores valores foram observados nos experi-
mentos sem adição de cloreto de sódio (0,350/h), en-
quanto que com a adição de cloreto de sódio foi de
0,339/h. Estes resultados podem ser comparados com
os obtidos por HONG [9] que obteve em condições se-
melhantes um crescimento específico de 0,40/h. Como
comparação, em uma cultura líquida, a velocidade es-
pecífica de crescimento varia entre 0,2 e 0,25/h, desde
que alguns parâmetros como concentração de açúcar,
disponibilidade de oxigênio, principalmente, sejam ade-
quadamente otimizados. O significativo incremento na
velocidade específica de crescimento em nossos expe-
rimentos e no de outros autores [3,9], fazendo uso de
câmaras fluidizadas podem ser atribuídos a uma me-
lhor eficiência da transferência de oxigênio como resul-
tado de uma vigorosa agitação e aumento da superfí-
cie de contato proporcionadas pelo processo.

3.2.- Produção de proteínas extracelulares

Comparando-se a Figura 3, que apresenta a pro-
dução de proteínas extracelulares totais, com a Figura
2 (produção de biomassa), pode-se observar que a adição
de cloreto de sódio (0,6M) promove um aumento na
produção destas proteínas e diminui a produção de
biomassa. Em ambos os tratamentos, a concentração
máxima de proteínas extracelulares ocorre no final do
período de fermentação (24 horas). A adição de cloreto
de sódio 0,6M ao substrato provocou um incremento

na produção de proteínas extracelulares totais da or-
dem de 36,86%, considerando todo o período de fer-
mentação. A concentração máxima destas proteínas foi
de 14,660mg/g de substrato no tratamento com adição
de cloreto de sódio o que representa um incremento de
14 vezes em relação a concentração inicial. Por outro
lado, no tratamento sem cloreto de sódio a máxima con-
centração foi de 9,256mgg de substrato, o que equivale
a um aumento de 9 vezes a concentração inicial.

FIGURA 3. Produção de proteínas extracelulares totais por
Saccharomyces cerevisae, usando substrato semi-sólido
em câmara fluidizada na presença e ausência de cloreto de
sódio.

Outros autores têm demonstrado que a produção
de proteínas extracelulares totais, bem como a produ-
ção de lisina e outros aminoácidos tem atingido seu
pico máximo de concentração em torno de 8 a 12 horas
de fermentação [2,11]. Os dados obtidos no presente
trabalho indicam, da mesma forma, que a produção
destas proteínas atingiram o melhor desempenho du-
rante o período de 9 a 12 horas. O aumento da concen-
tração de cloreto de sódio no substrato obedece a uma
ordem inversa ao crescimento celular até um limite de
1,2M, onde o crescimento celular é zero [3]. O aumen-
to da produção de proteínas extracelulares e aminoácidos
(principalmente lisina) na presença de cloreto de sódio
pode estar relacionado com a velocidade de consumo
de glicose pelo microrganismo (Saccharomyces
cerevisae). Tem-se observado que na presença deste
sal a velocidade específica de consumo de glicose é
reduzida quando comparada as mesmas condições, mas
sem a presença do sal [22,25]. Por outro lado, aventa-
se também a hipótese que pode ocorrer uma inibição
parcial ou total das enzimas que degradam aminoácidos,
principalmente a lisina [12,22].

4 – CONCLUSÕES

O uso de câmaras fluidizadas para a produção de
biomassa  parece ser um avanço sobre as técnicas de
fermentações em estado sólido convencionais, em fun-
ção de suas inúmeras vantagens, especialmente sua
alta produtividade na ausência de cloreto de sódio. A
adição de cloreto de sódio 0,6M no processo fermentativo
utilizado, induz a um aumento na produção de proteínas
extracelulares totais.
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