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RESUMO: A produção de ácido succínico por leve­
duras durante a fermentação alcoólica de mosto de mela¬ 
ço suplementado com 25, 50 e 100 ppm de nitrogênio na 
forma de sulfato de amônio foi determinada por cromato¬ 
grafia em fase gasosa. A adição de nitrogênio amoniacal 
não afetou significativamente a produção de álcool etí¬ 
lico. Houve redução significativa no teor de ácido suc­
cínico com o aumento da quantidade de nitrogênio adicio¬ 
nada. 

Termos para indexação: ácido succínico, sulfato 
de amônio, fermentação alcoólica, leveduras, Saccharo¬ 
myces cerevisiae. 

THE EFFECT OF AMMONIUM SULFATE UPON SUCCINIC ACID 
PRODUCTION DURING ALCOHOLIC FERMENTATION 

ABSTRACT: Succinic acid production by yeasts 
during alcoholic fermentation of cane molasse supple­
mented with 25, 50 and 100 ppm of nitrogen in the form 
of ammonium sulfate was determined by gas-liquid chro­
matography. Ethanol production was not effected by the 
different levels of nitrogen, but there was a 
significant reduction in the content of succinic acid 
which was inversely related with the ammonium sulfate 
concentration in the medium. 
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Index terms: succinic acid, ammonium sulfate , 
alcoholic fermentation, yeasts, Saccharomyces cerevi¬ 
siae. 

INTRODUÇÃO 

0 ácido succínico hã muito tempo é conhecido como 
produto secundário da fermentação alcoólica ao lado do 
glicerol e dos alcoois superiores. Segundo WHITING 
(1976) a concentração do ãcido succínico variou de uma 
fermentação para outra, em cerveja (166 mg/O, cidra 
(1600 mg/l) e vinho (1800 mg/l). 0 mesmo autor salien­
tou que o ácido succínico e o principal ãcido formado pe 
Ias leveduras. 

0 ácido succínico e formado durante os primeiros 
estádios da fermentação alcoólica fato observado tanto 
na produção da cerveja (COOTE & KIRSOP, 1974) como para 
vinho (THOUKIS et alii, 1955). 

A formação de ãcido succínico durante a fermen­
tação alcoólica depende de diversos fatores. HEERDE & 
RADLER (1978) verificaram o efeito de diversos aminoãci-
dos sobre a produção de ãcido succínico e concluiram que 
o ácido glutãmico produziu a mais alta concentração de 
ácido succínico. Os mesmos autores verificaram que a 
formação do ácido succínico foi proporcional ã con­
centração de glucose do meio. KLEINZELLER (1941) veri­
ficou que a redução da pressão de gas carbônico resul 
tou na redução da formação de ãcido succínico durante a 
fermentação alcoólica. JAMES (1984) verificou que a 
adição de ãcido L-mãlico ao meio da fermentação resul 
tou em produção de ãcido succínico duas vezes maior do 
que o controle. DURO & SERRANO (1981) verificaram que 
a formação de ãcido succínico foi inibida por substãn 
cias que despolarizam a membrana celular, como dietilbes 
trol e dinitrofenol. 

Segundo OURA (1977) a formação do ãcido succíni-



co ocorre pela via oxidativa do ciclo de Kreks a par­
tir do ãcido alfa-cetoglutãrico enquanto LUPIANEZ et 
alii (1974) relataram que a formação ocorre pela via re-
dutiva. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Mosto: foi preparado por diluição de melaço (com-
posição: 85% Brix, 66,0% de ART, nitrogênio total :0,20%; 
fósforo: 0,04%; potãssio: 1,50%; cãlcio: 0,20% e mag-
nésio: 0,30%). 0 pH do mosto foi acertado a 4,0 com so­
lução de ãcido sulfurico. Foram feitas adições de sulfa 
to de amonio para se obter mostos com 25, 50 e 100 ppm 
de nitrogênio. 0 mosto foi esterilizado em autoclave a 
120°C durante 15 minutos. 0 teor de açúcares redutores 
totais do mosto variou de 14,5 a 14,8 g/100 ml. 

Ensaio de fermentação: 90 ml de mosto foram inocu 
ladas com 10 gramas de fermento de panificaçao Fleisch-
mannfSacaharomyoes oerevisiae) com 99,5% de viabilidade 
celular em frascos de 200 ml e colocados para fermentar 
a 32 - 1°C. Apôs o final da fermentação, o vinho foi 
centrifugado, o sobrenadante utilizado para as analises 
químicas e o fermento reutilizado para nova fermenta­
ção, repetindo-se a operação durante 4 ciclos. Cada tra 
tamento foi repetido em triplicata. 

Açúcares redutores totais (ART) e açúcares reduto­
res (AR): as determinações foram realizadas pelo método 
de Somogyi-Nelson conforme descrito por AMORIM et alii 
(1982). 

Grau alcoólico: o vinho foi destilado em microdes 
tilador Kjeldahl e a densidade do destilado determinada 
em densímetro digital Anton-Paar DMA-46 segundo AMORIM 
et alii (1982). 

Ãcido succínico: volume conhecido de vinho foi 
transferido para coluna de vidro contendo 5 cm^ de resi^ 
na anionica Ag-lX8 (200 mesh) na forma formiato. Após a 
lavagem com ãgua desmineralizada, o ãcido succínico foi 



eluído com 10 ml de solução de ãcido formico a 20%. A 
solução contendo o ãcido succínico foi evaporada até 
secagem e o resíduo esterificado com solução de clorofor 
mio-metanol-ãcido sulfurico de ROUGHAN & SLACK (1973) ã 
temperatura de 55°C durante 60 minutos (RUMSEY et alii, 
1964). A solução do ester metílico do ãcido succínico 
foi analisada por cromatografia em fase gasosa (Cromatõ-
grafo CG-17), com ionizaçao de chama), utilizando-se co­
luna metálica de 2 metros de comprimento por 0,5 cm de 
diâmetro interno, empacotada com dietileno-glicol-succi-
nato a 18% sobre cromosorb P. Durante a analise a tem­
peratura da coluna foi mantida a 140°C e o fluxo do gãs 
de arraste a 50 ml ^/minuto. Para a analise quantitati^ 
va foi empregado ãcido succínico puro nas mesmas con­
dições de amostra. 

Analise estatística: foi utilizado o delineamento 
blocos casualizados segundo PIMENTEL GOMES (1985) sendo 
cada bloco considerado com um ciclo fermentativo. Para 
a analise de variãncia foi empregado o teste F e para 
contrastes entre médias o teste Tukey. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na Tabela 1 sao apresentados os valores de grau 
alcoólico dos vinhos obtidos com as suplementaçoes de 
sulfato de amonio. Nao foram detectadas diferenças sig­
nificativas nos diversos tratamentos, a produção de 
etanol nao foi afetada significativamente pela adição de 
nitrogênio amoniacal nas doses de ate 100 ppm N. 

Na Tabela 2 sao apresentados os teores de ácido 
succínico no vinho obtido da fermentação de mosto de me-
laço suplementado com nitrogênio amoniacal na forma de 
sulfato de amonio. Foram observadas diferenças signi­
ficativas entre os tratamentos controle e as doses de 
50 e 100 ppm de N. Nao foram observadas diferenças sig­
nificativas entre o controle e a dose de 25 ppm de N e 
entre as doses de 25 e 50 ppm de N. 

Pelos dados da Tabela 2 podemos verificar que a 



adição de nitrogênio amoniacal provocou redução signifi­
cativa na concentração do ãcido succínico do vinho. 

Os valores obtidos no presente trabalho foram infe 
riores aos citados por WHITING (1976) para cidra e vi­
nho e superiores aos teores encontrados na cerveja. 



Segundo OURA (1977) a produção de ácido succínico 
contribui para a redução da quantidade de etanol, via 
maior formação de glicerol. No presente trabalho, a re­
dução do teor de ácido succínico de 0,81 para 0,53 g/li­
tro nao foi acompanhada pelo aumento do grau alcoólico 
(Tabela 1) provavelmente devido a menor sensibilidade do 
método empregado no presente trabalho para determinação 
do grau alcoólico. 

A diminuição do teor de ácido succínico com o au­
mento da quantidade de nitrogênio amoniacal poderia ser 
explicada pelo desvio do ácido alfa-cetoglutarico,, que 
e considerado segundo OURA (1977) o precursor do ãcido 
succínico. 0 ãcido alfa-cetoglutãrico seria utilizado 
para a síntese do ãcido glutãmico pela enzima desidroge-
nase glutãmica (LEHNINGER, 1988). 

CONCLUSÕES 

Pelos resultados apresentados no presente traba­
lho podemos concluir que a suplementaçao de mosto de 
melaço de cana com sulfato de amonio nao afetou signifi­
cativamente o grau alcoólico e reduziu o teor de ácido 
succínico durante a fermentação alcoólica. 
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