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RESUMO

Saccharomyces lipolytica CCT 0913 foi utilizada em meio de cultura
contendo emulsdo de o6leo soluvel de corte usada como tunica fonte de carbono, para
produgio de proteina microbiana (SCP) e redu¢io de Demanda Quimica de Oxigénio.

Foram utilizados dois meios de cultura, um deles contendo (NH4)7SO4
cuja concentragio variou de 2,5 a 15 g/l e o outro NHy Cl, cuja concentragdo variou de
0,1 a 1,5 g/l. No meio contendo (NH4),SO4 verificou-se a influéncia do pH inicial (5,0,
5.5 e 6,5) no crescimento celular em erlenmeyers. O melhor resultado, 1,12 g/l de massa
celular seca com 31,92% de proteina foi obtido com 15 g/l de (NH4)2S04, pH 5,5 € 5%
de emulsdo de 6leo soluvel de corte.

No meio contendo NH4Cl, as fermentagdes foram conduzidas em
erlenmeyers e fermentadores de 1 e 6 litros. Em fermentador de 6 litros, a porcentagem
de emulsio de 6leo soluvel de corte variou de 5 a 40% (v/v) no meio de cultura. Com
20% de emulsdo de dleo soluvel de corte e 1,0 g/l de NH4Cl foi possivel produzir 3,19
g/l de massa celular seca e reduzir a DQO do meio de cultura de 6188 para 4596 mg/l.
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SUMMARY

A medium containing used cutting oil emulsion as carbon source was used
by Saccharomyces lipolytica CCT 0913 for microbial protein production (SCP) and
Chemical Oxygen Demand (COD) removal.

It was utilized two culture medium, one of them containing (NHg)7SOy,
its concentration was studied in the range of 2.5 to 15 g/l. In the other, containing
NH4Cl, concentration was changed in the range of 0.1 to 1.5 g/l. In the medium
containing (NH4)2SOy4 it was verified the initial pH influence (5.0, 5.5 € 6.5) in cellular
growth in erlenmeyers flasks. The best result ( 1.12 g/l of cellular dried mass with
31.92% of protein) was obtained with 15 g/l of (NH4)2804, initial pH 5.5 and 5% of
cutting o1l emulsion.

With medium containing NH4Cl the fermentations were carried out in
erlenmeyers and fermentors of 1 and 6 liters. In the 6 liter fermentor the percentage of
cutting oil emulsion was changed in the range of 5 to 40% (v/v) in the culture medium.
With 20% of cutting oil emulsion and 1.0 g/l of NH4Cl it was possible to produce 3.19
g/l of cellular dried mass and to reduce the medium COD from 6188 to 4596 mg/l.
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1 - INTRODUCAO

Em usinagem de pecas metalicas é praticamente obrigatoria a utilizagdo de oleo soluvel
de corte. Este 6leo tem a finalidade de resfriar a ferramenta, evitando que esta perca o seu
corte e danifique o material em usinagem, assim como também evitar a oxidagdo do mesmo.
Entretanto, os 6leos soliveis utilizados em usinagem possuem uma vida util, apos a qual sao
descartados. Quando langados em leitos de rios, causam grande polui¢do dos mesmos, uma
vez que possuem alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO); e quando langados em plantas
de tratamento de aguas residuarias, estas tornam-se subdimensionadas. O tratamento aerobico
destes rejeitos é economicamente inviavel devido a alta DBO; e o tratamento anaerdbico, além
de ndo reduzir a carga poluidora até limites desejaveis de langamento, sao sistemas sensiveis
que necessitam ser alimentados com efluentes equalizados, no s6 com respeito a vazao, como

também a concentragdo de poluentes.

EINSELE (1983), relatou que o aproveitamento de hidrocarbonetos por
microrganismos foi publicado por MIYOSHI (1895), onde foi observado que fungos Botrytis
Cinerea podiam atacar parafinas. Entretanto, a primeira referéncia com leveduras consumindo
hidrocarbonetos foi feita por PERRIER (1913), citado por EINSELE (1983).

Durante a segunda guerra mundial, uma série de artigos fundamentais apareceram na
area de desenvolvimento da microbiologia do petroleo (BUSHNELL & HAAS, (1941),
ZOBELL, (1946)), citados por EINSELE. Os trabalhos relatados por esses € outros autores
nessa época foram realizados com bactérias. Foi apenas no final dos anos 40 que estudos

detalhados sobre crescimento de leveduras apareceram.

JUST et al. (1948), citados por ENSELE (1983), cultivaram Candida tropicalis e
Candida lipolytica, utilizando parafinas como unica fonte de carbono, sob condigdes nao
estéreis e sem infec¢des, mostrando assim, que a utilizagdo de leveduras pode ser vantajosa se

comparada com fungos e bactérias.

WALKE et al. (1974), em um estudo comparativo em degradagdo de petroleo
realizada por leveduras, fungos e bactérias, concluiram que estes microrganismos utilizados

ndo apresentaram diferengas em seus potenciais de degradag@o.



1.1 OBJETIVO

Estudar o aproveitamento de emulsio de 6leo soluvel de corte, utilizado em usinagem

de pegas metalicas, para produgio de proteina microbiana de Saccharomyces lipolytica.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Degradacgio de hidrocarbonetos por microrganismos.

EINSELE (1983) cita que o primeiro trabalho com relagdo a utilizagdo de
hidrocarboneto por microrganismos foi publicado por MIYOSHI (1895), onde ele observou
que o fungo Botrytis cinerea podia atacar parafinas. Segundo EINSELE (1983) o primeiro
trabalho sobre leveduras consumindo hidrocarbonetos foi publicado por PERRIER (1913).
Durante a segunda guerra mundial uma série de artigos apareceram na area de
desenvolvimento da microbiologia do petroleo, (BUSHENELL & HAAS, (1941); ZOBELL,
(1946)). Os trabalhos citados por esses e outros autores, nesta época, utilizaram bactérias,
sendo que apenas no final dos anos 40 apareceram estudos detalhados do crescimento de
leveduras. JUST et al (1948), citados por EINSELE (1983), foram os primeiros a cultivar
Candida lipolytica e Candida tropicalis sob condigdes ndo estéreis e sem infecgdes. Suas
culturas cresceram na presenga de sais inorganicos e parafinas. As eficiéncias de crescimento
mostraram ser maiores com a utilizagdo de parafinas do que com carboidratos. O Micrococcus
sphaeroides, que foi isolado do solo de uma estagdo de enchimento de gés, também foi capaz
de crescer em presenga de hidrocarbonetos e em glicose. HOERBURGER, (1955), citado por
EINSELE, observou posteriormente o crescimento da Candida tropicalis em parafinas.

Segundo EINSELE (1983), no final dos anos 60 e comego dos anos 70 foram
desenvolvidos processos para produgdo de proteinas tanto em escala laboratorial como em
plantas industriais. A crescente demanda de proteinas para alimentagio humana e ragdo
levaram a procura de outras fontes além da agricultura. Varias fontes tem sido encontradas
para cultivo de células microbianas, as quais s3o produzidas por processos fermentativos,
utilizando n-alcanos como substrato. Os produtos da biomassa microbiana derivados destes
processos sdo referenciados como proteina unicelular, um nome genérico que infelizmente é
improprio em muitos casos, ou seja, ndo € correto chamar um produto de proteina quando ele
contém de 25 a 50% de material ndo proteico. A comissio de fermentagdo da IUPAC
recomenda Biomassa de Célula Simples, isto €, pode ser chamado Biomassa de Células

Simples Protéica.

Os estudos extensivos realizados na tentativa de utilizar alcanos como fonte de carbono
para produgdo de uma variedade de compostos uteis, tais como massa celular, proteinas,
carboidratos, acidos nucléicos, lipidios, aminoacidos, acidos orgénicos, vitaminas e coenzimas
ou antibiéticos, foram revisados por FUKUI & TANAKA (1980), citado por EINSELE
(1983).



ATLAS (/1978 ) estudou a habilidade de microrganismos em degradar hidrocarbonetos
e esta habilidade era conhecida desde o século passado. CLAUDE ZOBEL (1946 ), citado por
ATLAS (1978), foi o pioneiro em estudos da interagdo de microrganismos e hidrocarbonetos.
ZOBEL (1946), concluiu que todos os tipos de hidrorcarboneto alifaticos: gasosos, liquidos e
sOlidos, olefinicos, aromaticos e nafténicos, podem ser suceptiveis a oxidagdo por
microrganismo e que alifaticos sio mais suceptiveis quando comparandos com compostos
aromaticos e nafténicos, quando os hidrocarbonetos so a unica fonte de carbono e energia
para o crescimento microbiano. A degradagdo de hidrocarbonetos por microrganismo é um
processo oxidativo. Poucos microrganismos foram isolados com a capacidade de atacar
hidrocarboneto em condigdes anaerdbicas. Os microrganismos podem atacar hidrocarbonetos
numa larga faixa de temperatura, sendo que os psicrofilicos podem degradar hidrocarbonetos
em temperatura inferior a 0 e microrganismos termofilicos podem degradar em temperatura
superior a 60C. Os caminhos metabdlicos foram estabelecidos para um numero de alifaticos
simples e estruturas aromaticas. O caminho de degrada¢io de um alcano envolve uma
formagdo sequencial de um alcool, um aldeido e um 4cido graxo. O ataque enzimatico inicial
envolve enzimas chamadas oxigenases. Hidrocarbonetos podem ser degradados por
cooxidagdo, alguns podem ser poupados do ataque microbiano, enquanto que outros tem

preferéncia de ataque a um substrato em uma mistura, o que é chamado de diauxia.

LEWELYN (1967), estudando o comportamento dos microrganismos, observou que
eles estdo sujeitos as leis estabelecidas pela termodindmica e realizam transformagdes
moleculares com altas eficiéncias, cada transformagdo sendo promovida por enzimas
especificas que estes organismos simples possuem. Embora fosse conhecido por algum tempo
que certos tipos de microrganismos podiam metabolizar hidrocarbonetos, foi durante o estudo
do seu crescimento em efluente de refinaria e considerando seu potencial para oleo
dessulfurizante, que verificou-se a possibilidade de crescimento de levedura para produgio de
ragdo de hidrocarboneto de pétroleo, conforme descoberta de¢ CHAMPAGNAT, A. (1964),
citado por LLEWELYN. CHAMPANG, que com ajuda de outros pesquisadores foi capaz de
propor as bases para um processo em larga escala de produgio de proteinas de leveduras a
partir de hidrocarbonetos. Observaram que leveduras metabolizavam n-parafinas de C1( a C3()
preferencialmente e que podem remover essas parafinas de uma fragio de petroleo padrao.

WALKER et al. (1974) fizeram um estudo comparativo de degradagdo de petréleo por
leveduras, fungos e bactérias, e a habilidade deles em degradar um substrato de carbono misto.
O substrato continha hidrocarbonetos alifaticos, aromaticos, aciclicos e aromaticos
polinucleares. Observaram que os alcanos normais sdo menos sensiveis para degradagio por
bactérias e leveduras, quando o comprimento das cadeias aumenta de Cjg a Co. Também

foram degradados pelos microrganismos hidrocarbonetos mais complexos como cumenos,



naftalenos, pristanos, 1,2 bezantraceno, pirilenos e pirenos. Os resultados obtidos para alguns
fungos mostraram que hi uma pequena relagdo entre o comprimento da cadeia e a
sensibilidade de biodegradagio. Em geral, os modelos observados para utilizagdo de
hidrocarbonetos foram similares para bactérias, leveduras e fungos. O trabalho mostrou o
potencial dos microrganismos em degradacdo de hidrocarbonetos, beneficiando os processos
de tratamento.

Os microrganismos estudados foram:

LEVEDURAS: Sporobomyces sp., Candida sp., C. tropicalis, Hansenula beijerinckii,
Aereobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis, e R. rubra.

FUNGOS: Cladosporium resinae, Aspergillus spp. e Penicillium Spp.

BACTERIAS: Pseudomonas sp., P. aeruginosa, Vibrio spp., Acinetobacter spp.,
Leucothrix mucor, Nocardia asteroides, N. coralina, Rhizobium melilote e R. leguminosarum.

ERTOLA et al. (1965) estudaram o crescimento da Pseudomonas aeruginosa NCTC
5940 em meio de sais minerais aerado com octadecano puro como uUnica fonte de carbono,
realizado em processos continuos e descontinuos. Os balangos de carbono e nitrogénio foram
feitos sob diferentes condigdes. Obtiveram um rendimento méaximo de 70% em relagdo ao

octadecano utilizado.

SAMPAIO (1995) demonstrou ser a Saccharomyces lipolytica capaz de degradar
hidrocarbonetos complexos (6leo-deisel), produzindo quantidade razoaveis de bioemulsificante
e de biomassa, com alto teor proteico. Os resultados por ele obtidos, para produgdo de

biomassa foi com o pH 5,0 e a concentragio de substrato de 3%.



2.2- Mecanismo de ataque ao hidrocarboneto.

YOSHIDA et al. (1971) estudaram o mecanismo de consumo de hidrocarboneto
liquido por microrganismos através do crescimento da Candida tropicalis em dois
fermentadores diferentes. Um fermentador "frasco shaker" continha o meio de cultura aquoso
e o hidrocarboneto e o outro tipo de fermentador, com disco rotatorio, continha somente o
meio de cultura aquoso, onde vapores de n-parafinas de Cg a Cyg eram fornecidos
continuamente, sem a formagio de uma fase de hidrocarboneto liquido. A taxa de crescimento
da Candida tropicalis no fermentador com disco rotatério, sob condi¢bes tais que o
fornecimento de vapor de hidrocarboneto fosse suficiente, mostrou-se equivalente com aqueles
do tipo "frasco shaker". Varias teorias tém sido propostas sobre a maneira com que os
hidrocarbonetos liquidos sdo consumidos pelos microrganismos. JOHN-SON (1964), citado
por YOSHIDA et al. (1971), utilizou parafina de peso molecular maior que Cjg, estimando
sua solubilidade em agua a partir da extrapolacio da solubilidade de n-parafinas de C5 a Cg;
negou a possibilidade de hidrocarbonetos mais pesados que Cj0 dispersos na fase aquosa
serem consumidos por microrganismos por contato direto com gotas de dleo. AIBA et al
(1969), citado por YOSHIDA et al. (1971), concluiram que o tamanho mais suceptivel do
substrato era o submicron chamado de acomodagio. AIBA et al. (1969) estabeleceram que as
taxas de dissolugdo de hidrocarboneto dentro da fase aquosa, calculadas por valores de
solubilidade e difusividade, eram despresiveis comparadas com as taxas de decréscimo na
quantidade de hidrocarboneto observado nos seus experimentos. ERICKSON & HUMPHREY
(1969), citados por YOSHIDA et al. (1971), consideraram a possibilidade do microrganismo
consumir o hidrocarboneto dissolvido na fase aquosa pelo contato direto de células e gotas de
oleo, concluindo que nas primeiras fases do crescimento, ou para baixa concentragdo celular, o
consumo a partir da fase aquosa foi importante e o crescimento seguinte era dependente da
quantidade da area disponivel da gota, visto que a taxa de crescimento linear somente pode ser

explicada através do contato direto de células e goticulas.

YOSHIDA et al. (1973) estudaram o cultivo da Candida tropicalis utilizando n-
hexadecano como substrato. Seus resultados mostraram que os microrganismos consomem o
hidrocarboneto acomodado na fase aquosa como goticulas submicron. A produgdo de células
na fase de crescimento linear foi limitado pelo fornecimento de substrato e foi maior do que a
produgdo na fase exponencial. Tentaram ajustar as concentragdes para a equagio tipo Monod,
mas ndo foi possivel analisar a concentragdo de n-hexadecano no final da fase exponencial,
uma vez que seria necessaria uma grande quantidade de caldo para ser retirado do

fermentador.



PFAMMATTER et al. (1992) estudaram o mecanismo de crescimento de Candida
pseudo-tropicalis em residuo de petroleo. O microrganismo utilizou o hidrocarboneto como
fonte de carbono. As células foram suspensas no meio e a assimilagdo do hexadecano ocorreu
na interface entre as fases aquosa e organica. A taxa de crescimento de células foi comparada
com a taxa de produgdo de proteina durante a reprodugao celular em um sistema emulsionavel.
Hidrocarbonetos de cadeias menores sdo solubilizados mais rapidamente que os de cadeias

maiores.

VELANKAR et al. (1975) estudaram o mecanismo de consumo de hidrocarbonetos
por microrganismos e estabeleceram que o contato direto entre células e gotas de
hidrocarbonetos ndo ¢ essencial para o crescimento. Porém, a solubilizagdo de hidrocarboneto
pelo surfactante exerce um papel importante na transferéncia de hidrocarboneto. Eles
utilizaram Pseudomonas aeruginosa crescendo em um meio contendo: 2,5 g/l de KH>POy;
0,5g/1 de NayHPOy; 3,5g/l de (NH4),HPO4; 0,8¢/1 de (NH4)SOy4; 0,3g/1 de MgCly; 0,01g/1
de MnCl-4H,0; 0,01g/l de CaCly-2Hp0 e 0,03g/l de FeSO4-7H20. O experimento foi
realizado em pH 7,0 e temperatura de 30°C, utilizando heptano como substrato. Observaram
uma fase lag curta seguida de um aumento da densidade ética e o decréscimo da tensdo
superficial devido a agdo dos agentes de superficie ativa. Estes agentes de superficie ativa nao
foram identificados, mas sdo responsaveis pela solubilizagdo do hidrocarboneto. Eles
concluiram que a taxa de crescimento cresce com o aumento da taxa de agitac¢do e a taxa de de

crescimento linear ocorre em altas concentragdes para as altas taxas de agitagao.



2.3 - Fatores que influenciam o crescimento.

PROKORP et al. (1971) estudaram os efeitos do tamanho do mn6culo, volume da fase
dispersa e concentragdo de substrato no crescimento em batelada da Candida lipolytica em
sistema composto de n-hexadecano dissolvido em um rejeito de Oleo. As curvas de
crescimento mostraram uma regido de crescimento linear para um intervalo de 1,5 até 9,5
horas de experimento. A taxa de crescimento linear é diretamente relacionada com o volume
da fase dispersa e com a concentragio inicial do substrato nesta fase. Concluiram que com o
aumento da concentragéo inicial de substrato, a taxa de crescimento linear aumentou.

BLANCH & EINSELE ( 1973 ) estudaram a cinética do crescimento da Candida
tropicalis em n-hexadecano puro como substrato em fase dispersa. A fermentagdo pode ser
subdividida em dois tipos distintos: aquela quando somente o substrato puro esta envolvido e
aquela quando o substrato esta dissolvido em uma fase inerte dispersante. A partir do
procedimento usual de crescimento de cultura em carboidratos, com substrato puro em fase
dispersa, relataram suas observagdes experimentais que sio: 1) as culturas mostram duas
regides de crescimento, primeiramente a exponencial e logo apds, crescimento linear; 2) a taxa
de crescimento especifico no periodo de crescimento exponencial ¢ fungdo da velocidade do
agitador; mas em altas velocidades esta dependéncia nio foi tio significativa; 3) a taxa de
crescimento especifico aumentou com o aumento da concentragao do surfatante. Eles
observaram também, que leveduras que assimilam hidrocarbonetos fixam-se nas superficies
das goticulas de dleo, formando flocos, goticulas e células. Estes flocos foram encontrados na
fase primaria da fermentagdo, antes que a assimilagdo completa tivesse ocorrido. Concluiram
que o crescimento linear em hidrocarboneto puro é fungio da agitagdo.

PROKOP & ERICKSON (1972) estudaram os efeitos do volume e da temperatura em
fase dispersa no crescimento por batelada da Candida lipolytica. As formas das curvas de
crescimento foram basicamente similares as dos compostos de n-hexadecano dissolvido em
residuo de 6leo. Todas as curvas de crescimento em batelada mostraram uma regido linear. A
taxa de crescimento linear e seus comprimentos variaram com a mudanca dos volumes da fase
dispersa. O efeito da temperatura sobre a taxa de crescimento foi analisado na faixa de 23°C a
34°C. Eles utilizaram um meio inorgénico constituido por: 7,0g/l de KHjPOy; 0,4g/1 de
MgSO4-7H30; 0,1g/1 de NaCl; 5,0g/l de NH4Cl e pH 5,0. Para a analise do efeito do volume
em fase dispersa, variaram de 1,5 até 22% o seu volume e utilizaram uma concentragdo inicial
de substrato de 215g/l em fase dispersa, a quantidade de indculo foi mantida ao redor de 1 g de
células/l ( g massa celular seca /1 ). A taxa de aeragdo variou a partir de 1,5 a 2,5 V/min. Os

resultados dos experimentos s3o mostados na figura 2.1.
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FIGURA 2.1 - Efeito do volume da fase dispersa na taxa de crescimento de Candida
lifolytica; ( -A-) taxa maxima de crescimento macroscopico; (-0-) taxa de crescimento linear
medida pelo consumo de alcali; (-0-) produtividade maxima de biomassa.

Quanto ao efeito da temperatura, PROKOP & ERICKSON ( 1972 ) verificaram que a
temperatura 6tima para o crescimento foi 32°C, o que pode ser verificado através da figura

2.2 apresentada abaixo:
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FIGURA 2.2 - Modelo de Arrhenius para a taxa de crescimento celular



WANG & OCHOA ( 1972 ) mediram a area interfacial de hidrocarbonetos em
fermentagio de leveduras e as relagdes com as taxas de crescimento especifico. Nos
experimentos, foi avaliada a area interfacial do hexadecano como fonte de carbono no
crescimento da Candida intermedia, utilizando um sedimentador conectado diretamente com
o fermentador para medir a area interfacial do hidrocarboneto durante o crescimento ativo do
microrganismo. A fermenta¢do ocorreu em temperatura de 300C ¢ pH 3,0 em um meio que
continha: 5,0 g/l de hexadecano, 10,0g/l de ( NHy)2SOy4; 3,5g/1 de KH,POy; 0,5g/1 de
MgS04-7H70; 0,1g/1 de extrato de levedura. WANG & OCHOA ( 1972), concluiram que a
area interfacial especifica do hidrocarboneto esté relacionada com a velocidade do agitador,
com a concentragdo de hidrocarbonetos, surfactantes e que a taxa de crescimento do

microrganismo ¢ diretamente relacionada com a area interfacial especifica do hidrocarboneto ,

o que pode ser verificado pela figura abaixo:
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FIGURA 2.3 - Area de surpeficie interfacial de n-hexadecano em fungdo de sua
concentragdo em fermentagdo descontinua por Candida intermedia em varios niveis de

rotagao.

SING et al. (1990) estudaram o crescimento de Candida tropicalis em regime batelada
alimentada e utilizaram como substrato n-hexadecano, produzindo um bioemulsificante
extracelular que apresentou atividade diante de varios hidrocarbonetos, maxima com

aromaticos € minima com parafinas normais. Em condi¢des de crescimento com nitrogénio
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limitante notaram que a atividade do bioemulsificante ¢ mais elevada do que em condigdes com
substrato limitante. Muitos microrganismos produzem materiais poliméricos extracelulares
com excelentes propriedades ativas superficiais. Entre as leveduras, espécies de candidas tém
sido largamente empregadas em fermentagdes de hidrocarbonetos, especialmente para
producdo de proteina a partir de celulas simples. O meio inorganico para a fermentagio
continha: 2 g/l de (NH4)2PO4; 1,26g/1 de KHPOy4; 0,75g/1 de NapyHPQy; 0,75 g/l de
Mg>S04 e tragos dos elementos (Ca, Fe, Cu, Zn), o fermentador tinha a capacidade para 1,5
litros, a temperatura e o pH foram controlados automaticamente em 36°C , pPH 4,0
respectivamente e a aeracio foi de 2vvm A Candida tropicalis apresentou taxa de
crescimento de 0,38/h em substratos de cadeias C10 a C1g e em n-parafinas fracionadas,

valor proximo aos obtidos em fragdes de querosene, de onde as n-parafinas foram extraidas.

SADIR (1972 ) estudou o cultivo da Candida lipolytica ATCC 8661, utilizando
querosene com 76% de compostos parafinicos como uUnica fonte de carbono e energia.
Experimentou 46 meios de cultura e verificou que os meios de cultura com uréia e NH4CL
foram os mais adequados. Nutrientes organicos tais como extrato de levedura e farelo de
arroz, adicionados ao meio de cultura inorgéanico, ndo melhoraram o rendimento em biomassa;
melago de agucar produz uma marcante queda do rendimento. Nas melhores condi¢des de
trabalho obteve taxa especifica de crescimento celular u=0,2 hrl e produtividade maxima em
biomassa ( p max ) 2,3 g/l/hr. O controle de pH durante a fermentagdo foi necessario para
obter um rendimento maior em levedura, verificando-se que os tempos de fermentagio, para
obter o pico maximo de produtividade, foram bem menores controlando o pH do que sem
controle. Testou a temperatura de 30 OC, onde obteve rendimento em levedura ligeiramente
superior que com 33°C; mas nesta ultima temperatura o pico maximo de produtividade foi

alcangado em tempo sensivelmente menor que na primeira temperatura.

BLANCH & FIETCHER (1974) observaram o fendmeno de coalescéncia e dispersio
na fermentagdo de hidrocarbonetos. O crescimento de organismos em sistemas agua-oleo tem
sido de grande atengo, tanto do ponto de vista do modelo matematico quanto experimental. A
frequéncia da coalescéncia e dissolugdo da fase dispersa foram consideradas. Para o caso de
substrato puro como a fase dispersa, as frequéncias de coalescéncia sdo importantes, sendo as
gotas menores consumidas mais rapidamente do que as grandes e os efeitos de segregacio na
fermentagdo causaram diferencas no crescimento observado. No caso de substrato dissolvido
em fase dispersa inerte, uma taxa insuficientemente rapida de coalescéncia da goticula
resultard em diferentes concentragio de substrato, de gota para gota, com consequente
divergéncia dos crescimentos esperados. A frequéncia de dispersdo da coalescéncia (1) em
sistemas organicos aquosos puros foi estudada. Parece ndo existir uma relagdo definitiva entre
frequéncia de coalescéncia e as condigdes operacionais empregadas devido aos diferentes
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sistemas e técnicas de medigdo utilizadas. O objetivo desdes autores foi determinar a
frequéncia de coalescéncia sob condigBes reais de fermentagdo. Um método utilizado por
HOWARTH, citado por FIETCHER & BLANCH (1973), tem as vantagens de permitir um
exame independente dos efeitos do tamanho da gota e da velocidade do agitador em
frequéncia de coalescéncia. Quando nenhuma substéncia externa € adicionada, o valor de u
pode ser determinado sob condigdes operacionais estéreis. O método faz com que o tamanho
dos gotas aumente em média, seguindo de uma subita redugdo da velocidade do agitador. Sob
estas condi¢des a taxa de coalescéncia temporariamente excede a taxa de quebra e pode ser

medida em fungdo do tamanho das gotas.

do,,
u=(=— "o/ (2~ 2*%)o,

om = Didmetro médio da gota para a nova agitagao
o; = Didmetro médio da gota para a agitagdo inicial.
u = Frequéncia de coalescéncia de gota simples

t = tempo

MUNK et.al. (1969) estudaram o cultivo da Candida lipolytica em residuo de dleo da
destilagio de gasolina e querosene de 180 a 400°C, contendo 10 a 20% de n-alcanos. A
condigdo 6tima para produgdo de biomassa e desparafinagio foi estimada para varias taxas
de dilui¢do e varias concentragdes de residuo de oleo. Observaram que a concentragao de
biomassa diminui, assim como o grau de desparafina¢do, com o aumento da taxa de diluigdo.
Obtiveram um rendimento maximo Y = 0,94 para taxa de dilui¢do de 0,13h"!. A maxima
concentragdo de biomassa 9,0 g/l e o rendimento de Y = 0,92, ocorreu quando a taxa de
dilui¢do variou de 0,16 a 0,19h-1. Os autores aumentaram a concentragio de residuo de dleo
no meio de cultura desde 73g/l até 170g/l. Utilizando taxa de dilui¢do de 0,16h"! observaram
que com 73 g/l de 6leo a concentragdo de massa celular seca foi de 10 g/l, enquanto que com
170g/1 de gas-oil utilizado obtiveram 12,6 g/l da massa celular seca, ou seja, o rendimento foi

bem mais baixo quando utilizaram altas concentragdes de substrato.

DOSTALEK et. al. (1968) estudaram o crescimento da Candida lipolytica em residuo

de 6leo de destilagdo de gasolina e querosene sob o ponto de vista da produgdo de biomassa e
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desparafina¢do de 6leo. Os melhores resultados foram encontrados na faixa de taxa de diluigio
de 0.16-0.19h"1, a produtividade de biomassa foi de 1.7 g/lVh e o coeficiente de rendimento
Y=0.92. Eles concluiram que em processos continuos e bateladas a degradagdo do residuo
ocorreu em varias taxas e rendimentos e provaram a dependéncia das condigbes de cultivo

com a concentragdo e composi¢do das fragdes parafinicas do residuo de 6leo.

COLIN (1968) estudou o cultivo da Candida lipolytica em fragio de n-alcanos
(dodecano 22%, tridecano 48%, tetradecano 28%) como unica fonte de carbono. Ele observou
que a taxa de crescimento aumentava com o aumento das concentragdes de n-alcanos. Para
alcangar um bom crescimento foi necessario 10% de inéculo € o aumento gradual da taxa de
agitagio favoreceu o crescimento. O rendimento méaximo obtido foi de 60 g/1.
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2.4 - Proteinas unicelulares por fermentacio de hidrocarbonetos.

BELLO et al. ( 1973 ) estudaram a composi¢do quimica e a qualidade bioldgica da
Candida lipolytica cultivada em hidrocarbonetos de cadeia normal, e verificaram que as
analises de aminoacidos revelaram uma deficiéncia em aminoacidos sulfurosos. Estudaram o
crescimento e a absor¢do de proteinas unicelulares ( SCP ) por cobaias, e compararam os
resultados com os de caseina e ovo em niveis de 8 a 12% de proteina. Concluiram que farinha
comercial de Candida lipolytica é um concentrado protéico de grande interesse do ponto de
vista nutritivo, devido as respostas do crescimento animal e ao aproveitamento do nitrogénio
ingerido. Tomando como referéncia os indices de proteina do ovo dessecado e desidratado, o
comportamento da levedura de petréleo ndo € similar ao da caseina, ainda que ambas as fontes
protéicas se caracterizem por uma porcentagem reduzida de aminoacidos sulfurados. As
maiores diferengas com a caseina foram observados nos indices representativo da contribui¢io
do crescimento. A caseina em relagio ao ovo, tem um coeficiente de conversio protéica de
73,5%, enquanto a levedura de petroleo s6 alcanga 31%. Entre os diferentes cultivos utilizados
para este fim, os que utilizam a Candida lipotytica oferecem propriedades especiais como:
possuem boa capacidade fermentativa, s6 assimilam um agucar ( glicose ) e sdo capazes de

converter em substéncias celulares uma grande variedade de n-alcanos.

BELLO et al. (1973) estudaram a digestibilidade das proteinas por cobaias e em vidro,
a partir de leveduras de panificagio seca ( Saccharomices cerevisiae ), levedura torula
(Candida utilis ) e levedura (Candida lipolytica ) cultivada em hidrocarbonetos. Os resultados
de seus coeficientes de digestibilidade sdo relatados quando ratos foram alimentados com
dietas de proteina com niveis de 8 a 12% e sdo comparados com os obtidos por caseina. Todas
mostraram uma baixa digestibilidade de nitrogénio em cobaias. A digestibilidade por tripscina
em vidro foi estudada e a taxa de digestdo foi seguida por mudanca na absorbincia. Uma
inibigdo triptica na hidrélise foi observada, tendo sido atribuida a presenga de um inibidor da

atividade proteica sobre proteinas unicelulares.

SHIN-ICHIRO et al. (1966) citados por SADIR (1972), cultivaram Candida lipolytica
YO -148 em querosene como fonte de carbono. O melhor rendimento obtido foi de 11 g/l de
massa celular seca em pH 7 controlado e volume inicial de querosene de 10% (v/v). O tempo
de fermentagéo foi de 30 horas. A porcentagem de proteina na biomassa produzida foi 37,52%

em relagdo a massa celular seca.

WAGNER et al. (1969), estudaram o cultivo da Nocardia sp., Mycobacterim phlei e
Candida lipolytica em solugdo de sais inorganicos contendo n-alcanos C107C20 como unica
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fonte de carbono e energia. A fase de crescimento exponencial ocorreu num irtervalo de tempo
entre 0,5 € 7,0 horas. A concentragio final de células foi de 9,0 a 26 g/l utilizando mistura de
n-alcanos na faixa de n-decano até n-eicosano. Uma dependéncia linear foi encontrada entre a
produgdo de massa celular e consumo de n-alcanos. Proteina celular e lipidios sintetizados
pelo microrganismo foram influenciados pelo tipo da fonte de nitrogénio. No crescimento da
Nocardia NB Z 23, utilizando querosene como fonte de carbono, o tempo de crescimento foi
de 3 horas e 10 minutos, onde foi utilizado 4,5% de substrato. O rendimento maximo obtido
foi de 12 g/l de massa celular seca.

ERTOLA et al. (1969) estudaram o crescimento de uma linhagem de Micrococcus
cerificans em meios simples com n- hexadecano ou residuo de 6leo deixado na destilagdo de
gasolina e querosene entre 180°C a 400°C. Eles observaram que as amostras de material
celular de fermentagGes de hexadecanos ou residuo de 6leo nio diferiram significamente em
suas composigdes. O conteudo de proteina variou de 68 a 75%. O valor biolégico da proteina
celular recuperado de fermentagdes de hexadecanos foi 67 (caseina, 70). No caso de
crescimento celular em residuo de 6leo, o material celular recuperado foi completamente
purificado para methorar a qualidade de sua proteina e o valor biologico observado foi de 63.
Eles observaram que o microrganismo crescendo em meio contendo hexadecano alcangou um
rendimento na massa celular de 85 a 90%, enquanto que no meio contendo residuo de 6leo o

rendimento foi de apenas 10 a 12%.

WHITWORTH, D. A. (1974) cultivou Candida lipolytica ATCC 8661 em meio
de cultura contendo hexadecano (10g/l) como tnica fonte de carbono, extrato de levedura e
sais inorganicos. Células foram pré-cultivadas em um fermentador de 5 litros e foram usadas
para inocular 100 litros de meio contido em um fermentador, o volume final de operagdo foi de
70 litros, o pH foi ajustado para 5,5 e controlado durante a fermentagdo; a temperatura 30°C;
agitagdo 350 rpm; aerag3o 40/min. O teor de proteina encontrado foi 28,3% em relagdo a

massa celular seca.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Microrganismo

O microrganismo utilizado foi "Saccharomyces lipolytica” CCT0913
(NCY825), cedido pela Colegdo de Culturas da Fundagdo Tropical de Pesquisa
"André Tosello" conservado em agar inclinado. Os meios utilizados para a
conservagdo do microrganismo estio descritos na tabela 3.1.

TABELA 3.1 - Composigdo dos meios de cultura sélidos utilizados para
conservagdo do microrganismo.

MEIOS
COMPOSICAO A B C
Emulsédo de 6leo soluvel 5,0 5,0 50
de corte
Agar 3,0 3,0 3,0
Extrato de levedura 2,0 10,0 10,0
MgS04-7TH,0 0,5 0,5 0.4
KH»>PO4 3,5 3,5 1,0
NapHPO4 1,5 1,5
(NHy) 2 SO4 5,0 5,0
NHy4 Cl1 1,0
NaCl 0,1

Emulsio de éleo solivel de corte (% v/v)
Agar (% plv)
Concentragdes dos sais e extrato de levedura - g/l

3.2 - Substrato

Foi utilizado como substrato uma amostra de emulsio de éleo solavel de
corte usado, obtido no centro de tecnologia (CT) da UNICAMP.

3.2.1 - Caracteristicas do 6leo soluvel antes de ser usado.
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De acordo com o catalogo fornecido pela Petrobras (um dos fabricantes
deste 6leo ) o 6leo emulsionavel é do tipo LUBRAX industrial FC - 37 -EM.
Este catalogo foi a unica fonte de informagao conseguida.

Este dleo emulsionavel, tipo 6leo em agua, é utilizado em usinagem e
acabamento de metais. Ele é formulado com nafténicos basicos e aditivos
especiais, que lhe conferem suas caracteristicas emulsionaveis. Esta emulsio é
excepcionalmente estavel, em qualquer regime de trabalho. Possui um agente
bactericida que controla o crescimento de microrganismos, evitando a degradagio
das emulses e o surgimento de odores desagradaveis. Para se obter 0 maximo
rendimento deste aditivo, € necessario que as emulsdes sejam preparadas,
manuseadas e armazenadas em boas condigdes de assepsia, mantendo-se sempre
concentragdes de oleo superiores a 5% na emulsdo. Estas emulsdes liberam
rapidamente as bolhas de ar, evitando a formagio de espuma.

TABELA 3.2 - Caracteristicas do 6leo soltivel de corte:

GRAU 37
Densidade a 20/4°C 0,9217
Ponto de fulgor ( VA) (°C) 190
Ponto de fluidez (°C) -24
Viscosidade a 37,8 °C 435
Viscosidade a 40 °C 38,0
Viscosidade 2 98,9 °C 5,36
Viscosidade a 100 °oC 5,19
Corrosio a 1amina de Cu;3h;100 °C 1b
Emulsioas% = ceemeeeeeeo
Estabilidade Estavel
Espuma Tragos

Fonte : Catalogo fornecido pela Petrobras

3.2.2 - Caracteristicas do 6leo soluvel de corte ap6s a sua utilizagio.

De acordo com um usudrio deste dleo a sua mistura inicial com agua
variou de 2 a 5% para formar a emulsdo de 6leo solivel de corte. Apds sua
utilizagdo, a emulsdo de 6leo solavel de corte apresenta limalhas de ferro e odor
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desagradavel de gas sulfidrico, consequéncia do crescimento de microrganismos
durante sua utilizagdo.

A amostra de emulsio de 6leo soluvel de corte utilizada neste trabalho foi
obtida junto ao centro de Tecnologia da Unicamp, tomada no reservatorio de uma
maquina operatriz. Sua concentragio aproximada foi de 5%(v/v) e DQO de14200
mgOy/1. As densidades (g/1) de emulsdo de dleo soluvel de corte (antes de sua
utilizagdo) determinada com picndémetro (temperatura de 200C) sdo as seguintes:
0,9960,9954, 0,9942, 0,9920 para 1, 3, 5 e 10% respectivamente, a densidade
d'agua determinada foi de 0,9936g/1

3.3 - Meios de Cultura

Foram utilizados nos ensaios de fermentagdo variagdes de dois meios de
cultura mostrados abaixo :

Meio D: Emulsio de o6leo soluvel de corte, Extrato de levedura,
MgS04-7H70, KHpPO4, NapHPO4 € (NHy) 2 SO4.

Meio E: Emulsio de oleo solavel de corte, Extrato de levedura,
MgSO4-7H20, KH,PO4, NH4Cl e NaCl.

O meio de cultura sélido B (TABELA 3.1) foi utilizado para inocular os
meios liquidos D1 a D5 e o meio sdlido C (TABELA 3.1) foi utilizado para
inocular os meios de cultura liquidos de E1 a E8.

As tabelas 3.3 e 3.4 mostram as variagdes dos meios D e E utilizados.
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TABELA 3.3 - Composigio dos meios de cultura liquidos de D1 a DS.

COMPOSICAO MEIOS
D1 D2 D3 D4 D5
Emulsio de oleo 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

solavel de corte

Extrato de levedura 20 2,0 2.0 2,0 2.0
MgS0O4 - 7H>O 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
KH,PO, 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Na,HPO, 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
(NH,) , SO, 2.5 5,0 7,5 10,0 15,0

Emulsio de éleo solavel de corte (% v/v)
Concentracio dos sais e extrato de levedura - g/l

TABELA 3.4 - Composi¢do dos meios de cultura liquidos de E1 a E8.

COMPOSICAO MEIOS
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Emulsdo de 6leo 5,0 5,0 5,0 5,0 10,0 20,0 30,0 40,0

soluvel de corte
Extrato de levedura 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5

MgSO4 7THpO 0,4 0,4 0,4 04 04 04 04 0,4
KH,PO, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
NaCl 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
NH4 Cl 0,1 0,5 1,0 1,5 1,0 1,0 1,0 1,0

Emulsio de 6leo solivel de corte (% v/v)

Concentragio dos sais e extrato de levedura - g/l

3.4 - Esterilizagdo

Foi feita a esterilizagdo de todos os meios de cultura utilizando-se uma
autoclave vertical - modelo - 103 ( FABBE ), durante 15 minutos a 121°C. A
esterilizagdo foi realizada sempre no dia anterior a realizagdo da fermentagao.

3.5 - Pré - fermentagao

19



Para inocular o meio de fermentagio, parte deste foi separado e
esterilizado nas condi¢des do item 3.4. Apos o resfriamento, algadas de leveduras
contidas nos meios B e C foram transferidas para os meios de cultura liquidos D
e E (Tabelas 3.3 e 3.4) respectivamente. Depois de 24 horas a 309C e agitagio de
200 rpm em uma mesa rotativa (Rotary SHAKER) inoculou-se os erlenmeyers de
500 ml que continham 90 ml de meio, com 10 ml desta cultura.

Todos os meios liquidos de cultura tiveram pH ajustado com HCL, uma
vez que o pH inicial dos meios estavam em torno de 7,0.

3.6 - Fermentagdes:
3.6.1 -Fermentagdo em erlenmeyers:

Foi preparado o meio de cultura desejado com 5% (v/v) de emulsio de
oleo solivel de corte, ajustou-se o pH, distribuiu-se este em erlenmeyers de 500
ml, 90 ml em cada um, tampou-se e esterilizou-se, tampou-se e esterilizou-se.
Apds inoculados as fermentagdes ocorreram a 200 rpm em mesa rotativa (Rotary
SHAKER - Fermentation design inc. ALLENTOW PA. 18103), a 309C em uma
estufa FANEM LTDA - SP, Cidmara modelo 095 E

3.6.2 -Fermentagdo em Fermentadores de 1 litro:

Preparou-se 650 ml de meio de cultura desejado, ajustou-se o pH,
colocou-se este num fermentador de 1 litro de capacidade (Fermentation Design)
e esterilizou-se. Apds a inoculagdio com 65 ml de pré-fermentagdo, as
fermentagdes ocorreram a 309C e agitagdo por magneto.

3.6.3 -Fermentagdo em Fermentadores de 6 litros:

Preparou-se 4 litros de meio de cultura, ajustou-se o pH, 400ml foram
separados para o crescimento do in6culo, e o restante colocado num fermentador
de capacidade de 6 litros, no qual foi possivel controlar a temperatura, aeragio,
agitagdo e registrar o pH. As fermentagdes ocorreram a 300 rpm, 300C, pH
inicial 5,5 e a aeragdo de 1 vvm.
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3.7 - Determinagdo de Massa Celular Seca

Inicialmente tarou-se os tubos de centrifuga para a determinagdo de massa
seca. Coletou-se duas aliquotas de 10 ml , uma destinada para o método de
massa seca e a outra para a determinagdo de proteina. Colocou-se as aliquotas em
tubos tarados de centrifuga, centrifugou-se a 5000 rpm durante 15 minutos em
uma centrifuga Excelsa Baby I modelo 206 ( FANEN ). Separou-se o0s
sobrenadantes para analise de DQO, lavou-se as células com mistura de butanol-
etanol-cloroformio ( 10 : 10 : 1, v/v ) e centrifugou-se novamente sob as mesmas
condi¢des anteriores. Em seguida lavou-se as células com agua destilada e
centrifugou-se sob as condig¢des anteriores, descartando-se os sobrenadantes. Um
dos precipitados foi seco em estufa a vacuo - EIV - 1 ( EDG Equipamentos e
Controle ), com controle de pressio (25 in Hg) e temperatura (639C), durante 24
horas. A massa celular seca foi determinada por pesagem, € 0 outro precipitado
foi utilizado para a determinag3o de proteina descrito pelo item 3.9.

3.8 - Determinagédo do pH.

O pH do meio de cultura mediu-se diretamente com potenciometro
Analyser - Modelo 300.

3.9 - Determinagio de proteina.

Para determinagio de proteina utilizou-se o método descrito por
HERBERT et al. (1971).

As células obtidas no item 3.7 foram ressupendidas em agua destilada até
completar um volume de 10 ml. Colocou-se 4 ml desta suspensdo de células em
um tubo de ensaio, acrescentou-se 2,0 ml de NaOH 3,0 N e aqueceu-se em
banho-maria (ebuligio) durante 5 minutos. Em seguida resfriou-se em agua fria,
e apos o resfriamento acrescentou-se 2,0 ml de solugdio de CuSO4-5H70 2,5 %,
misturando-se por inversdo e deixou-se descansar durante 5 minutos.
Centrifugou-se a 5000rpm durante 15 minutos e fez-se a leitura em
espectrofotrometro Analyser Modelo 88 em 555 nm.
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As leituras obtidas foram convertidas em concentragdo de proteina através
de uma curva padrio (Apéndice A) construida com albumina de soro bovino, e
posteriormente convertidas em porcentagem de massa celular seca.

3.10 - Determinagdo da concentragio de substrato

A determinagdo do substrato fez-se indiretamente pela determinagdo da
DQO do sobrenadante obtido no item 3.7. Utilizou-se o método para
determinagdo de DQO descrito por SILVA (1977).

Colocou-se 0,4 g de sulfato de mercirio em um baldo de 500 ml de fundo
redondo contendo pérolas de vidro, 20 ml de amostra e 10 ml de solugdo de
dicromato de potassio 0,25 N. Adicionou-se vagarosamente ao baldo, 30 ml de
solugdo de acido sulfurico - sulfato de prata, e agitou-se com cuidado. O branco
fez-se utilizando o mesmo procedimento, trocando-se apenas 0s 20 ml da amostra
por agua destilada. Refluxou-se a amostra € 0 branco durante 30 minutos, que
foram titulados com sulfato ferroso amoniacal, utilizando-se ferroina como
indicador.

Calculo da DQO para 20 ml de amostra

(a - b) ¢ * 400 = mg/l DQO
onde:
a =ml de Fe(NHy4)2 (SO4)7 gastos com 0 branco
b =ml de Fe(NHy4)) (SO4); gastos com a amostra
¢ = normalidade da solugdo de Fe(NHy)2 (S04)2

3.11 - Determinagdo da velocidade especifica do crescimento celular e
determinag¢do do rendimento.
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Foi feita a determinagdo da velocidade especifica ( ) através da regressdo
linear de [Ln ( concentragdo de massa celular seca )x 100 ] X tempo.

Faz-se a determinagdo do rendimento utilizando valores de concentragdo
de massa celular seca no tempo de 24 horas e a inicial e valores de Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) inicial ¢ no tempo de 24 horas.

Y =(X2-X1)/(DQO; - DQO3 )

onde:
X2 = Concentragio de massa celular seca maxima encontrada (gh);
X1 = Concentragdo de massa celular seca obtida no tempo 1inicial ( g/1);
DQO| = Demanda Quimica de Oxigénio no tempo inicial ( mg de DQO/ 1);

DQO7 = Demanda Quimica de Oxigénio no tempo de 24 horas (mg de DQO/).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros ensaios foram feitos para verificar se a Saccharomyces
lipolytica utilizava emulsdo de 6leo soluvel de corte como fonte de carbono,
utilizando-se os meios de cultura sélidos A e B da Tabela 3.1 (item 3.1), onde fo1
variada apenas a concentragdo de extrato de levedura (2 e 10g/1 respectivamente).
Verificou-se crescimento nos dois meios, porém mais intenso em B.
Posteriormente, o crescimento foi realizado utilizando meios de cultura solidos B
e C (item 3.1), meios de composigdes diferentes que continham 10 g/l de extrato
de levedura, nio sendo observadas diferengas significativas no crescimento
celular.

As figuras 4.1 a 4.5 (Tabelas B1 a B5 do Apéndice B) apresentam os
resultados das fermentagdes de emulsdo de oleo soluvel de corte por
Saccharomyces lipolytica, as quais ocorreram em erlenmeyers (item 3.6.1) e pH
inicial 5,5. Estas figuras apresentam as curvas de concentragdo de massa celular
seca (MCS), porcentagem de proteina e variagdo do pH ao longo das
fermentagdes de emulsdo de dleo soluvel de corte por Saccharomyces lipolytica.
Observa-se que estas curvas possuem o mesmo perfil, mostrando que em 24
horas a cultura atingiu a fase de crescimento estacionario. Para tempos maiores
de 24 horas ocorreu autélise celular, causando redugdo na concentragdo de MCS.
O pH aumentou, em todos os experimentos, cerca de 0,6 unidades. A
porcentagem de proteina na MCS em cada experimento aumentou nas horas
inicias de fermentagdo, oscilando em torno de um valor médio nas horas finais.
Em todos os meios, apds a esterilizagdo, observou-se a formagdo de um
precipitado, que reduziu a porcentagem de proteina na MCS nas horas iniciais de
fermentagdo, uma vez que foi contado como MCS. Este pequeno precipitado €
mais expressivo na massa celular inicial.

A Tabela 4.1 apresenta os resultados obtidos no tempo de 24 horas dos
experimentos em que foram utilizados os meios de cultura D1 a D5 (item 3.3),
onde a concentragdo da fonte de nitrogénio (NH4)2SO4) variou de 2,5 até 15 g/l
e o pH inicial foi 5,5. A concentragio de MCS aumentou com o0 aumento da
concentragdo de (NH4)2SO4. Comparando-se os resultados de MCS dos
experimentos com os meio D2, D4 ¢ D5 (5, 10 e 15 g/l de (NH4)»SOg4,
respectivamente), verificou-se que o aumento ndo foi linear com o aumento da
fonte de nitrogénio, ou seja, este aumento passou a ser insignificante. A média do
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teor de proteina no tempo de 24 horas destes experimentos foi de 31,62%. Apesar
da complexidade do substrato aqui utilizado, os resultados descritos na literatura
ndo demonstraram ser muito diferentes. SHIN-ICHIRO et al. (citado por SADIR,
1972), obtiveram 37,52 % de proteina em base seca quando cultivaram
Saccharomyces lipolytica em querosene. WHITWORTH (1974), cultivando
Saccharomyces lipolytica em n- hexadecano como tnica fonte de carbono,
obteve 28,3% de proteina em relagdo a MCS. Por ultimo, SAMPAIO (1995)
obteve um valor médio de 39,3 % de proteina quando fermentou 6leo-diesel
comercial com Saccharomyces lipolytica.
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FIGURA 4.1 - Fermentagio de emulsio de dleo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D1, pH inicial 5,5.
Concentragio de massa celular seca (o), pH ( @ ) e
porcentagem de proteina (4 ).
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FIGURA 4.2 - Fermentagdo de emulsio de éleo solivel de corte (5% (v/v))por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D2, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH (o ) e
porcentagem de proteina ( 4 ).
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FIGURA 4.3 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo solavel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D3, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca (e ), pH ( & ) ¢
porcentagem de proteina ( +).
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FIGURA 4.4 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D4, pH inicial 5,5.
Concentracdo de massa celular seca (e ), pH ( &) ¢
porcentagem de proteina (+).
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FIGURA 4.5 - Fermentagdo de emulsio de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D5, pH inicial 5,5.
Concentragio de massa celular seca (e ), pH (& ) e
porcentagem de proteina ( +).
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TABELA 4.1 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsio de oleo solivel de corte em erlenmeyers por
Saccharomyces lipolytica CCT 0913, pH inicial 5,5.

Meio de (NHg)>S04 MCS Proteina Aumento de pH
cultura (g 7))} (%) MCS* (%)
D1 25 0,80 30,98 - 6,17
D2 5,0 0,84 30,51 5.00 6,14
D3 75 0,87 3127 8,75 6,18
D4 10,0 1,07 33,41 33,75 6,14
D5 15,0 1,12 31,92 40,00 6,18

Tempo de fermentagio - 24 horas
* Aumento de MCS em relagdo ao meio D1

As figuras 4.6 a 4.10 (Tabelas B6 a B10 do Apéndice B) apresentam os
resultados das fermentagdes de emulsio de 6leo solivel de corte por
Saccharomyces lipolytica que ocorreram em erlenmeyers, pH inicial 6,5.
Observa-se que as curvas tém comportamento semelhante as curvas das figuras
4.1 a 4.5, 1sto €, a fase de crescimento estacionario foi atingida em 24 horas e,
para tempos maiores, ocorreu autolise das células. A porcentagem de proteina na
MCS aumentou rapidamente nas horas iniciais, oscilando em torno de um valor
médio nas horas finais.

A tabela 4.2 apresenta os melhores resultados, em 24 horas de
fermentagédo, dos experimentos realizados utilizando-se os meios de cultura D1 a
D5, onde as concentragdes de (NH4)2SO4 foram variadas e o pH inicial foi 6,5.
A concentragdo de MCS aumentou com o aumento da concentragdo de
(NH4)2S0O4 e o teor médio de proteina foi de 31,06% da MSC. O aumento de pH
variou de 0,2 a 0,7 unidades.

28



6.8 — 0.8 40
R
18 X
$06 — - bt
67 — = <
8 E B
© a
I 4 @ ]
S @ 04 —20 9
s £
8 - @
° )
© 02 — » &
1€ ) ‘8’
§ P o
G
(@]
65 — 0.0 LIRS R N N N Bt B 0

Tempo (h)

FIGURA 4.6 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meto de cultura D1, pH inicial 6,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( & ) e
porcentagem de proteina ( + ).
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FIGURA 4.7 - Fermentagio de emulsdo de dleo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D2, pH 1nicial 6,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( & ) ¢
porcentagem de proteina (4 ).
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FIGURA 4.8 - Fermentagio de emulsdo de 6leo solavel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D3, pH inicial 6,5.
Concentragdo de massa celular seca (e ), pH (& ) e
porcentagem de proteina ( + ).
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FIGURA 4.9 - Fermentagdo de emulsio de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D4, pH inicial 6,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( & ) e
porcentagem de proteina ( 4 ).

30



76 —i 12 40
E i —~~
» — 30 ©
72 4 Sos s
3 - 3
[$) —
a
r | 3 . — 20 @
a & °
E £
(0} - ()]
6.8 { 0.4 —ﬂ >
x& *‘E
© — 10 [
g 5
3 < o a
C
3
64 — 00 I : | : 0
0 20 40 60
Tempo (h)

FIGURA 4.10 - Fermentagdo de emulsio de 6leo solavel de corte (5% (v/v))
por Saccharomyces lipolytica em meio de cultura D5, pH
inicial 6,5. Concentragdo de massa celular seca (o), pH (& )
¢ porcentagem de proteina ( + ).
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FIGURA 4.11 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura 5, pH inicial 5,0.
Concentragdio de massa celular seca (e ), pH ( & ) e
porcentagem de proteina ( 4 ).
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TABELA 4.2 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte por Saccharomyces lipolytica
CCT 0913, pH inicial 6,5.

Meio de (NH4)»SO4 MCS Proteina Aumento de pH
cultura g (7)) (%) MCS*
(%)
DI 2,5 0,72 32,08 _ 6,72
D2 5,0 0,75 28,55 4,17 6,78
D3 7,5 0,81 30,60 12,5 7,01
D4 10,0 0,83 31,90 15,28 7,06
D5 15,0 0,98 32,17 36,11 7,19

Comparando-se as tabelas 4.1 e 4.2, observa-se o efeito da concentragdo
de (NH4)2SO4 em pH 5,5 e 6,5, respectivamente. Verificou-se que os resultados
de concentragdo de MCS nos experimentos em que foi utilizado pH 6,5 foram
inferiores aos de pH 5,5. O melhor resultado obtido com as diferentes
concentragdes de fonte de nitrogénio e as duas variagdes do pH foi 1,12 g/l de
massa celular seca e 31,92% de proteina em pH 5,5, com 15 g/l de (NH4)2SO4.
Realizou-se também, um ensaio com concentragdo de 15 g/l de (NH4)>SO4 em
pH 5,0, cujos resultados estdo na figura 4.11 (Tabela B11 do Apéndice B).
Observou-se que em 24 horas obteve-se MCS 43,75% inferior em relagdo a
fermentagio apresentada na Figura 4.5 (Tabela BS do Apéndice B).

As figuras 4.12 a 4.15 (Figuras B12 a B15 do Apéndice B) apresentam os
resultados das fermentagdes em erlenmeyers de emulsido de 6leo solavel de corte
por Saccharomyces lipolytica em que foram utilizados os meios de cultura E1 a
E4, onde foi variada a concentragdo de NH4CL, pH inicial 5,5. Observa-se, por
estas figuras e através da tabela 4.3, que a substituigdo do meio de cultura
permitiu obter o dobro de MCS, sendo a fase de crescimento estacionario
atingida em cerca de 24 horas. A curva de pH subiu rapidamente nas horas
iniciais de fermentagdo, da mesma forma que ocorreu nos experimentos
anteriores (Figuras de 4.1 a 4.11).
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Nas Tabelas 4.1 ¢ 4.2 observa-se que a massa celular aumentou com o
aumento da concentragdo da fonte de nitrogénio ((NHg)2SO4), fato também
observado na Tabela 4.3, para NH4CL como fonte de nitrogénio. Porém, quando
a concentragdo de (NH4)2SO4 aumentou de 2,5 para 15 g/l, na tabela 4.1 ¢ 4.2
observa-se o aumento na MCS de 40 e 36% respectivamente, enquanto que
utilizando NH4CL, um aumento de 0,1 para 1,5 g/l (Tabela 4.3) permitiu que a
MCS aumentasse 19,43%, porém com valores maiores de concentragdo. A
redu¢do de DQO diminuiu com o aumento da concentragdo de NH4CL, enquanto
a MCS aumentou, em porcentagem, em relagdo ao meio E1.
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FIGURA 4.12 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E1, pH inicial 5,5.
Concentracdo de massa celular seca (o ), pH ( & )
porcentagem de proteina ( + ) € DQO remanescente ( ® ).
Crescimento em erlenmeyers.
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FIGURA 4.13 - Fermentagio de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E2, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( & ) e
porcentagem de proteina ( + ) ¢ DQO remanescente ( = ).
Crescimento em erlenmeyers.
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FIGURA 4.14 -Fermentagio de emulsio de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E3, pH inicial 5,5.

Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( & ) ¢
porcentagem de proteina ( 4+ ) ¢ DQO remanescente ( = ).
Crescimento em erlenmeyers.
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FIGURA 4.15 - Fermentagio de emulsdo de 6leo solavel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E4, pH inicial
5,5. Concentragdo de massa celular seca (e ), pH (¢ ),
porcentagem de proteina ( + ) € DQO remanescente (m).
Crescimento em erlenmeyers.

TABELA 4.3 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsdio de O6leo solavel de corte em erlenmeyers por
Saccharomyces lipolytica CCT 0913, pH inicial 5,5.

Meio de NHyCL MCS Proteina Aumento pH DQO Remogio
cultura de MCS* (mg/1) DQO
eh g/ (%) (%) (OHoras) (24 horas) (%)
El 0,1 1,75 31,99 - 6,85 4608.69 2272,73 54,72
E2 0,5 1,87 33,09 6,86 7,21 4521,74 243478 46,15
E3 1,0 2,07 33,97 18,29 7,33 4695,65 2260,00 51,87
E4 1,5 2,09 30,82 19,43 7,06 4608,69 2347.83 49,06

Tempo de fermentacio - 24 Horas
* Aumento de MCS em relagdo ao meio E1

Como observado na tabela 4.3, a concentragdo de MCS foi maior em meio
com NH4CL do que com (NH4)2SO4. Assim, utilizando-se os mesmos meios da
Tabela 4.3 (Tabela 3.3, item 3.3), foram feitas fermentagdes em fermentador de 1



litro (item 3.6.2) com taxa de aeragdo de 1 vvm, cujos resultados estao
apresentados nas figuras 4. 16 a 4.19, e resumidos na Tabela 4.4.

Comparando-se as Tabelas 4.3 € 4.4, observa-se que¢ a concentragdo de MCS
em 24 horas foi um pouco maior quando se utilizou fermentador de 1 litro,
mostrando a maior eficiéncia da aeragdo € um pequeno aumento na remogdo de
DQO.

O aumento de pH até 24 horas variou de 2,1 a 2,4 unidades, valores maiores
que os obtidos nas fermentagdes em erlenmeyers. A média do teor de proteina na
MCS permaneceu praticamente constante, comparando-se 0s ensaios em
erlenmeyers e fermentador de 1 litro. Comparando-se as Tabelas 4.1 ¢ 42 coma
4.4, observou-se que a utilizagdo de meios com NH4CL e fermentador de 1 litro
proporcionaram valores de concentragio de MCS 50% maiores, se comparados
aos meios com (NH4)2SO4 em erlenmeyers.
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FIGURA 4.16 - Fermentagio de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E1, pH inicial 5,5.
Concentragio  de massa celular seca (o), pH ()
porcentagem de proteina ( + ) ¢ DQO remanescente ( ® ).
Crescimento em fermentador de 1 litro.

36



6000 — 8 0
%) —
13 - =
8 - s
E f s
4000 — S L7 <
= ® °
o : g
\E/ 4 o I l— 20 @
(o) I o ©
£
S 5
el
2000 | o — 6 e
{11 -
On c
d -8
E -
- § L no—
3
0 — 0.0 — i . I . 5 o
0 20 40 60
Tempo (h)

FIGURA 4.17 - Fermentagéo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E2, pH inicial 5,5.
Concentragdio de massa celular seca (o) pH(e)
porcentagem de proteina ( + ) e DQO remanescente ( m ).
Crescimento em fermentador de 1 litro.
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FIGURA 4.18 - Fermentagdo de emulsio de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E3, pH inicial 5,5.
Concentragio de massa celular seca (o ), pH (e),
porcentagem de proteina ( 4 ) ¢ DQO remanescente ( ® ).
Crescimento em fermentador de 1 litro.
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FIGURA 4.19 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo solivel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E4, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca (o), pH ( &), porcentagem
de proteina ( + ) e DQO remanescente ( m ). Crescimento em
fermentador de 1 litro.

TABELA 4.4 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsdo de dleo solavel de corte em fermentador de 1 litro por
Saccharomyces lipolytica CCT 0913, pH inicial 5,5.

Meio de NH4CL MCS Proteina Aumento pH DQO Remogio

cultura de MCS* (mg/1) DQO
&N en en () () (OHoras) _ (24 horas) ()
El 0,1 2,01 33,31 - 7,91 4482,76 2241,38 50,00
E2 0,5 2,09 30,82 3,98 7,68 453781 2241,38 50,60
E3 1,0 2,28 33,06 13,43 7,84 4621,85 2100,84 54,55
E4 1,5 2,30 33,51 14,40 7,83 5128,20 2268,90 55.76

Tempo de fermentagio - 24 Horas
* Aumento de MCS em relagio ao meio E1

As figuras 4.14 e 4.20 a 4.23 (Tabelas B14 e B20 a B23 do Apéndice B)
apresentam os resultados de fermentagdes em erlenmeyers utilizando meio com
NH4CL, onde a porcentagem de emulsdo de dleo solivel de corte no meio de
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cultura foi variada de 5 a 40% (v/v). Observa-se nas curvas de MCS que a fase de
crescimento estacionario também foi atingida em tormmo de 24 horas,
independentemente da porcentagem de emulsdo de o6leo solivel de corte
utilizada. A concentragdo de MCS (Tabela 4.5) passou por um méaximo quando a
concentragdo de substrato foi de 20%. A porcentagem de redugdo de DQO
diminuiu com aumento da concentragdo de substrato € o pH permaneceu, em
todos os experimentos, proximo aos observados na Tabela 4.3, quando utilizou-
se 5% de substrato em fermentador de 1 litro.

De acordo com a Tabela 4.5 conclui-se que o aumento da porcentagem de
emulsdo de dleo solivel de corte causou inibigdo da levedura, possivelmente
causada pelo aumento de agentes bactericidas e germicidas presentes no oleo,
que impedem a sua deterioragdo rapida nas maquinas operatrizes. Esta inibi¢do
pode ainda ter sido causada pelo nivel de deterioragdo do oleo, pois apesar da
presenca de agentes bactericidas e germicidas, com o tempo de uso muitos
microrganismos (como bactérias e leveduras) crescem nas maquinas,
constituindo-se assim uma emulsdo de 6leo soluvel de corte parcialmente
fermentada, contendo produtos secundarios de metabolismo e cadeias de
hidrocarbonetos sulfonados parcialmente hidrolizadas, além da presenga de acido
sulfarico gerado por microrganismos que degradam cadeias sulfonadas.
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FIGURA 4.20 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo solavel de corte (10% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E10, pH inicial
5,5. Concentragdo de massa celular seca (o), pH( o),
porcentagem de proteina ( + ) e D.Q.O. remanescente ( m ).
Crescimento em fermentador de 1 litro.
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FIGURA 4.21 - Fermentagdo de emulsdo de dleo solavel de corte (20% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E11, pH inicial
5,5. Concentragdo de massa celular seca (e ), pH ( & ),
porcentagem de proteina ( + ) ¢ D.Q.O. remanescente ( = ).
Crescimento em fermentador de 1 litro.
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FIGURA 4.22 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (30% (v/v)
por Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E12, pH

inicial 5,5. Concentragdo de massa celular seca (), pH(

), porcentagem de proteina (+) € D.Q.0O. remanescente (8 ).

Crescimento em erlenmeyer
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FIGURA 4.23 -Fermentagio de emuls@o de 6leo solavel de corte (40% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E13, pH inicial
5.5. Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( ¢ ),
porcentagem de proteina ( + ) € D.Q.O. remanescente ( ® ).

Crescimento em erlenmeyers.
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TABELA 4.5 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsdo de oleo solavel de corte em erlenmeyers por
Saccharomyces lipolytica CCT 0913, pH inicial 5.,5.

Meio de EOSC MCS Proteina Aumento pH DQO Remogdo
cultura de MCS* (mg/l) DQO
(% - v/v) (g/D) (%) (%) (0 Hora) (24 horas) (%)

E3 5,0 2,07 33,97 - 7,84 4695,65 2260,00 51.87
E5 10 2,63 32,51 27,05 7,96 5128,20 3589,74 30,00
E6 20 2,75 31,39 32,85 7,78 5887,20 4460,00 24,24
E7 30 2,68 30,96 29,46 7,82 624420 4995,20 20,00
E8 40 2,59 32,03 12,13 7,58 6957,60 5708,80 17,95

Tempo de fermentagio - 24 Horas
* Aumento de MCS em relagdo ao meio E3

As Figuras 4.24 a 4.28 (Tabelas B24 a B28 do Apéndice B) mostram os
resultados das fermentagdes utilizando meio com NH4CL, porcentagem de
emulsdo de 6leo soluvel de corte variando de 5 a 40% (v/v) no meio de cultura, e
fermentador de 6 litros . Os valores de concentragio de MCS obtidos no tempo
de 24h apresentados na Tabela 4.6 foram maiores que os da Tabela 4.5,
mostrando que no fermentador de 6 litros as condigdes empregadas permitiram
aumentar a eficiéncia de fermentagdo e, conseqiientemente, obter maiores
porcentagens de redugdo de DQO. Observou-se que quando foi utilizado 20% de
emulsdo de 6leo soluvel de corte, obteve-se o maior valor de concentragdo de
MCS (3,12 g/l), e a variagdo da concentragdo MCS em relagdo a porcentagem
de Oleo solavel de corte foi menos acentuada, quando comparada com
fermentagdo em erlenmeyers (Tabela 4.5). Para porcentagens de emulsio de dleo
soluvel de corte acima de 20% ndo houve aumento da concentragdo de MCS,
mostrando que houve inibi¢do. Entretanto, em todos estes experimentos a fase de
crescimento estacionario também foi atingida em 24h de fermentag¢do. Os valores
de porcentagem de proteina na MCS foram proximos aos obtidos em erlenmeyers
(Tabela 4.5). Nao houve diferenga significativa entre os valores de pH, em 24
horas de fermentagdo, em fermentador de 6 litros, fermentador de 1 litro € em
erlenmeyers, Tabelas 4.6, 4.5 ¢ 4.4 respectivamente.
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Utilizando-se 1,0 g/l de NH4CL e 5% de emulsdo de 6leo solavel de corte
(meio E3), observou-se através das Figuras 4.14,4.17 e 424 ( Tabelas B14, B17 ¢
B24 do Apéndice B) que a massa celular seca aumentou com a melhora das
condig¢des de fermentagao.
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FIGURA 4.24 -Fermentagio de emulsio de 6leo soluvel de corte (5% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E3, pH inicial 5,5.
Concentra¢do de massa celular seca (e ), pH (& ), porcentagem de
proteina ( 4 ) ¢ D.Q.O. remanescente ( m ). Crescimento em
fermentador de 6 litros.
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FIGURA 4.25 - Fermentagéo de emulsio de 6leo soluvel de corte (10% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura ES, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca ( e ), pH ( # ), porcentagem
de proteina ( + ) € D.Q.O. remanescente ( m ). Crescimento em
fermentador de 6 litros.
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FIGURA 4.26 - Fermentagio de emulsio de 6leo solivel de corte (20% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E6, pH inicial 5,5.

Concentragdo de massa celular seca ( o ), pH ( & ), porcentagem
de proteina ( + ) € D.Q.O. remanescente( m ). Crescimento em
fermentador de 6 litro.
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FIGURA 4.27 - Fermentagio de emulsdo de dleo soliivel de corte (30% (v/v)) por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E12, pH inicial
5,5. Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( ¢ ),
porcentagem de proteina ( + ) e D.Q.O. remanescente ( m ).
Crescimento em fermentador de 6 litros.
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FIGURA 5.28 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (40% (v/v))por
Saccharomyces lipolytica em meio de cultura E8, pH inicial 5,5.
Concentragdo de massa celular seca (o ), pH ( ), porcentagem
de proteina ( + ) e D.Q.O. remanescente ( m ). Crescimento em
fermentador de 6 litros.
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TABELA 4.6 - Massa celular seca (MCS) e porcentagem de proteina na MCS de
fermentagdo de emulsdo de 6leo solavel de corte em erlenmeyers por
Saccharomyces lipolytica CCT 0913, pH inicial 5,5.

Meio de EOSC MCS Proteina Aumento pH DQO Remogéo
cultura de MCS* (mg/1) DQO
(% -viv) (g/l) (%) (%) (24 Horas) (0 Hora) (24 horas) (%)

E3 5 2,98 32,94 - 7,82 4642,86 1964,00 57,65
Es 10 3,03 31,56 1,68 7,79 5000,00 2857,14 42,86
E6 20 3,12 32,27 4,69 7,84 6188,00 4596,80 25,71
E7 30 3,11 31,29 4,36 7,81 6718,40 5657,60 15,79
E8 40 2,97 33,05 7,87 7072,00 6011,20 15,00

Tempo de fermentagio - 24 Horas
* Aumento de MCS em relagdo ao meio E3

A Tabela 4.7 mostra os valores de taxa especifica de crescimento e
rendimento celular calculados na fase de crescimento exponencial (de 5 a 12
horas de fermentagéo) das fermentagdes conduzidas em fermentador de 6 litros
(Figuras 4.24 a 4.28). A taxa especifica de crescimento aumentou com o aumento
da porcentagem de emulsio de 6leo solivel de corte até o limite de 20%,
diminuindo para porcentagens maiores. O rendimento celular aumentou com o
aumento da porcentagem de emulsio de dleo soliivel de corte até 30% e diminuiu
para 40%.

De acordo com PROKOP et al. (1971), no crescimento da Saccharomyces
lipolytica utilizando n-hexadecano como substrato, a taxa de crescimento linear
aumenta com o aumento da concentragdo de substrato. Comparando seus
resultados com os obtidos no presente trabalho, verifica-se também um aumento
da taxa de crescimento com o aumento da porcentagem de substrato ( 6leo
soluvel de corte ) até 20 %. Segundo PROKOP a taxa de crescimento linear
ocorreu no intervalo de 1,5 a 9,5 horas. No presente trabalho nio foi observada
uma fase de crescimento linear.
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SING et al. ( 1990 ) cultivaram Saccharomyces tropicalis utilizando n-
hexadecano como fonte de carbono e obtiveram taxa de crescimento especifica
de 0,38/h, enquanto que no presente trabalho a maior taxa de crescimento obtida
foi de 0,183/h, 52 % menor que a obtida por SING. Este fato ¢ devido a inibi¢do
causada por componentes da emulsdo de 6leo soluvel de corte.

MUNK et al. (1969), citados na revisdo bibliografica, verificaram também
que com o aumento da concentragdo de substrato o rendimento diminui.

TABELA 4.7 Taxa especifica de crescimento (i) e rendimento celular
(Y)de fermentacdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte por Saccharomyces
lipolytica em diferentes porcentagens de dleo.

PORCENTAGEM DE m Y
OLEO (1/h) [(g/1)/(mg Oy /)] x 103
(%)
5 0.177 0,97
10 0.181 1,22
20 0.183 1,92
30 0.178 3,00
40 0.170 2,87

Apesar dos baixos valores de concentragdo de massa celular seca, os
resultados mostram que € possivel reaproveitar parcialmente emulsdo de 6leo
soluvel de corte para produgdo de proteina microbiana, embora a redugdo de
DQO néo tenha atingido limites desejaveis. Observou-se durante os experimentos
que a cor do meio de cultura ficou branco (opaco) ap6s a fermentagdo, indicando
que a levedura utilizou apenas algumas fragdes do 6leo como substrato, restando
outras no meio.

A utilizagdo de microrganismos adaptados ao meio de cultura podera
melhorar este processo, eliminando a inibigdo causada pela emulsio de 6leo
solivel de corte. Outros fatores a serem estudados sdo: relagdo carbono-
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nitrogénio para altas concentragdes de emulsio de 6leo solavel de corte no meio
de cultura; concentrag@o de sais nutrientes; e fatores de crescimento.
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5 - CONCLUSOES

1) Foi possivel produzir massa celular de Saccharomyces lipolytica e

reduzir a DQO de meio contendo emulsio de 6leo soluvel de corte.

2) O aumento da porcentagem de emulsao de 6leo solivel de corte acima
de 20% na composi¢ao do meio de cultura, causou inibi¢do da levedura e a concentragao

de massa celular diminui a medida em que a porcentagem de Oleo aumenta.

3) A redugio da DQO do meio de cultura diminui a medida em que a

porcentagem de emulsAo de 6leo soluvel de corte aumenta.

4) Os altos valores de DQO remanescente no final das fermentagdes

indicam que algumas fragdes do 6leo soluvel de corte nao foram metabolizadas.

5) A concentragio limitante de NH4CL acima da qual n3o ha aumento da
concentragio de massa celular € 1,0 g/l, enquanto que para (NH4)2SO4 a concentragdo
limitante € 10 g/l.
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APENDICE A

TABELA Al - Dados de Concentragdo de Proteina e Absorbancia para curva de
calibragdo:

Concentragdo Absorbancia
( mg de proteina/ 4 ml ) (555 nm)

0.0 0.000
0.5 0014
1.0 0.027
2.0 0.053
5.0 0.138
10.0 0.297
15.0 0.438
20.0 0.592

Curva de Calibragio de proteina:

C= ( ABS + 3.396572058E -3 ) / 2,96480855E -2

C = Concentragio de Proteina ( mg de proteina/ 4 ml de solugio )
A = Absorbancia a 555 nm
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GRAFICO A1 - CURVA DE CALIBRAGAO PARA DETERMINAGAO
DE PROTEINA.
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APENDICE B

TABELA B.1 - Fermentacdo de emulsio de oleo solavel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D1 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
Seca
(h) g (%)
0 0.14 5.51 19.26
2 0.17 5.55
5 0.28 5.64 25.28
7 0.41 571
10 0.69 5.83 26.14
12 0.72 5.98
24 0.80 6.17 30.98
48 0.59 6.18 29.15

TABELA B2 - Fermentagio de emulsio de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D2 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
Seca

(h) (gh) (%)
0 0.16 5.52 24.76
2 0.19 5.58
5 0.32 5.71 30.03
7 0.48 5.79
10 0.76 5.87 32.61
12 0.78 593
24 0.84 6.14 30.51

48 0.54 6.16 30.29

55



TABELA B.3 - Fermentagdo de emulsio de dleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D3 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
seca
(h) (gh) (%)
0.15 5.52 23.60
0.19 5.55
5 0.34 5.61 30.74
0.49 5.76
10 0.78 591 31.77
12 0.81 5.98
24 0.87 6.18 31.27
48 0.55 6.18 32.80

TABELA B.4 - Fermentagdo de emulsio de o6leo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D4 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
Seca

(h) (gh) (%)
0 0.17 5.51 23.30
2 0.21 5.59
5 0.33 5.71 29.12
7 0.49 5.84

10 0.81 5.98 29.56
12 0.83 6.07

24 1.07 6.14 33.41
48 0.58 6.16 34.01
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TABELA B.5 - Fermentagio de emulsdo de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D5 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
Seca
(h) g (%)
0 0.16 5.51 22.13
0.19 5.59
5 0.38 5.78 27.50
0.60 5.81
10 1.01 5.94 30.38
12 1.03 6.05
24 1.12 6.18 31.92
48 0.84 6.21 30.51

TABELA B.6 - Fermentagio de emulsio de Oleo solavel de corte (5% - v/v) por

Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D1 com

pH inicial 6,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina
Seca
(h) (g (%)
0 0.13 6.53 23.99
0.14 6.55
5 0.26 6.58 30.47
0.42 6.59
10 0.58 6.62 32.56
12 0.64 6.65
24 0.72 6.72 32.08
48 0.55 6.72
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TABELA B.7 - Fermentagio de emulsdo de éleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D2 com

pH inicial 6,5.
Tempo Massa Celular pH Proteina.
Seca
(h) (gh) (%)
0 0.15 6.52 20.79
2 0.18 6.55
5 0.31 6.61 30.99
7 0.38 6.63
10 0.59 6.68 29.15
12 0.63 6.72
24 0.75 6.78 28.55
48 0.48 6.79 30.56

TABELA B.8 - Fermentagio de emulsio de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D3 com

pH inicial 6,5.
Tempo Massa pH Proteina
Celular Seca
(h) (gh) (%)

0 0.13 6.51 17.50
2 0.16 6.54
5 0.31 6.59 28.28
7 0.39 6.71
10 0.54 6.89 30.28
12 0.61 6.94
24 0.81 7.01 30.60
48 0.51 7.02 30.42
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TABELA B.9 - Fermentagio de emulsio de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D4 com

pH inicial 6,5.

Tempo Massa pH Proteina
Celular Seca
(h) (gl (%)
0 0.11 6.52 20.68
2 0.15 6.57
5 0.25 6.68 31.69
7 0.34 6.76
10 0.59 6.81 30.58
12 0.65 6.85
24 0.83 7.06 31.90
48 0.47 7.09 29.42

TABELA B.10 - Fermentagdo de emulsao de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D5 com

pH inicial 6,5.

Tempo Massa pH Proteina
Celular Seca
(h) (gh) (%)

0 0.14 6.54 31.31

2 0.16 6.57

5 0.31 6.67 31.00
0.46 6.76

10 0.75 6.95 31.93

12 0.83 7.03

24 0.98 7.19 32.17

48 0.59 7.21 30.58




TABELA B.11 - Fermentagio de emulsio de oleo solivel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura D5 com

pH inicial 5,0.

Tempo Massa pH Proteina
Celular Seca
(h) (gD (%)
0 0.12 5.08 18.96
0.14 5.24
0.29 5.46 30.23
0.38 5.53
10 0.55 5.62 29.74
12 0.57 5.71
24 0.63 5.89 29.98
48 0.44 5.92 29.51

TABELA B.12 - Fermenta¢io de emulsdo de oleo solivel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E1 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina DQO
Seca
(h) (g (%) (mg/l)
0 0.28 5.51 25.29 4608.69
2 0.30 5.52
4 0.39 5.67
6 0.48 6.71 32.32 4260.87
8 0.59 6.77
10 0.77 6.79 31.09 3739.13
12 0.93 6.81
14 1.90 6.82
24 1.75 6.85 31.99 2272.73
26 1.79 6.86
28 1.81 6.86
30 1.82 6.87
34 1.82 6.87
48 1.02 6.87 31.74 2086.96
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TABELA B.13 - Fermentagio de emulsdo de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por

Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E2 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca
(h) €:49) (%) (mg/)
0 0.33 5.51 29.12 4521.74
2 0.38 5.59
4 0.46 5.67
6 0.52 6.30 31.45 417391
8 0.64 6.81
10 0.82 6.90 32.28 3565.22
12 0.97 6.98
14 1.13 7.09
24 1.87 721 33.09 243478
26 1.89 7.23
28 1.91 727
30 1.94 731
34 1.95 7.34
48 1.08 7.34 30.76 2173.91

TABELA B.14 - Fermentagdo de emulsdo de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E3 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Celular pH Proteina DQO
Seca
(h) () (%) (mg/)
0 032 5.53 30.03 4695.65
2 0.36 5.55
4 0.42 5.59
6 0.58 5.67 31.11 4086.96
8 0.79 6.01
10 1.02 6.39 33.39 3478.26
12 1.23 6.75
14 1.40 7.14
24 2.07 7.33 33.97 2260.00
26 2.08 7.33
28 2.10 734
30 2.16 7.34
34 2.17 735
48 121 7.35 32.33 2000.00
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TABELA B.15 - Fermentacdo de emulsio de oleo solivel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E4 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa Seca pH Proteina DQO
(h) €Y (%) (mg/1)
0 0.32 5.51 30.03 4608.69
2 0.37 5.54
4 041 5.68
6 0.56 5.98 30.71 4260.87
8 0.74 6.23
10 0.96 6.48 31.97 3565.21
12 1.17 6.57
14 1.41 6.71
24 2.09 7.06 30.82 234783
26 2.12 7.11
28 2.14 7.19
30 2.15 7.20
34 2.18 7.23
48 1.17 7.23 31.28 2086.96

TABELA B.16 - Fermentacdo de emulsdo de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 1 litro. Meio de cultura

E1 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular seca
(h) (gD (%) (mg/l)
0 0.32 552 24.76 4482.76
2 0.37 5.59
4 0.44 5.68
6 0.61 6.47 30.96 3965.51
8 0.87 6.62
10 1.22 7.02 32.76 3362.06
12 1.49 7.36
14 1.66 7.49
24 2.01 791 33.31 224138
26 2.02 7.96
28 2.04 7.96
30 2.09 7.95
34 2.12 7.96
48 1.09 7.96 32.02 2068.96
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TABELA B.17 - Fermentagdo de emulsio de 6leo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 1 litro. Meio de

cultura E2 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular seca
(h) eh) (%) (mg/l)
0 0.34 5.53 30.74 4482.76
2 0.42 5.55
4 0.50 561
6 0.79 5.72 30.31 4051.72
8 1.05 6.21
10 1.41 6.67 30.74 3448 27
12 1.69 6.68
14 1.88 7.02
24 2.09 7.68 30.82 224138
26 2.11 7.72
28 2.12 7.79
30 2.14 7.86
34 2.18 7.89
48 1.12 7.88 30.41 1982.76

TABELA B.18 - Fermentagdo de emulsdo de dleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 1 litro. Meio de cultura

E3 com pH inicial §5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular seca
(h) gh) (%) (mg/l)
0 0.34 5.51 28.26 4537.81
2 0.42 5.55
4 0.51 5.67
6 0.75 6.24 29.68 403361
8 1.01 6.79
10 1.39 6.96 31.18 3445.38
12 1.65 7.03
14 1.79 7.25
24 2.28 7.84 33.06 2100.84
26 2.29 7.89
28 231 7.88
30 234 7.89
34 2.37 7.89

48 1.11 7.89 31.45 1932.77
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TABELA B.19 - Fermentagdo de emulsdo de oleo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 1 litro. Meio de

cultura E4 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular seca
(h) g (%) (mg/l)
0 0.33 5.51 26.56 4621.85
2 0.44 5.56
4 0.53 5.64
6 0.78 5.89 31.78 4117.65
8 1.02 6.09
10 1.38 6.48 31.40 3613.44
12 1.69 6.79
14 1.82 7.08
24 2.30 7.83 33.51 226891
26 231 7.86
28 233 7.87
30 236 7.88
34 2.40 7.88
48 1.06 7.88 30.54 1848.73

TABELA B.20 - Fermentagdo de emulsdo de oleo soluvel de corte (10% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E5 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca
(b eh (%) (mg/l)
0 0.36 5.54 29.04 5128.20
2 0.41 5.58
4 0.47 6.28
6 0.67 6.78 29.44 4786.32
8 0.98 6.97
10 1.31 721 3437 4444 44
12 1.68 7.33
14 1.91 7.52
24 2.63 7.96 32.51 3589.74
26 2.71 7.97
28 2.74 7.97
30 2.77 798
34 2.78 8.01
48 1.25 8.01 32.64 3418.80
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TABELA B.21 - Fermentagio de emulsdo de dleo soluvel de corte (20% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E6 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
celular seca
(h) &) (&0) (mg/l)
0 0.43 5.53 30.19 5887,20
2 0.46 5.59
4 0.50 572
6 0.69 5.98 29.81 5708,80
8 1.06 6.19
10 1.37 6.34 31.63 5352,00
12 1.81 6.62
14 1.99 6.97
24 2.75 7.78 31.39 4638,40
26 2.79 7.82
28 2.86 7.86
30 2.93 7.87
34 291 7.88
48 1.77 7.88 30.68 4460,00

TABELA B.22 - Fermentagio de emulsdo de dleo soluvel de corte (30% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E7 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca
€4)) (gl () (mg/l)
0 5.54 27.50 6244,00
2 0.41 5.57
4 0.45 5.79
6 0.62 5.98 29.10 5887,20
8 0.94 6.18
10 1.32 6.34 33.19 5708,80
12 1.67 6.67
14 1.99 6.88
24 2.68 7.82 30.96 5173,60
26 271 7.85
28 2.72 7.85
30 277 7.87
34 2.76 7.88

48 1.84 7.88 31.34 4995,20
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TABELA B.23 - Fermentagio de emulsio de dleo soluvel de corte (40% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em erlenmeyers. Meio de cultura E8 com

pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca
(h) e (o) (mg/l)
0 0.40 5.51 2824 6957,60
2 0.42 5.53
4 0.45 5.57
6 0.54 5.68 30.29 6779,20
8 0.72 593
10 0.98 6.35 32.18 642240
12 1.27 6.84
14 1.62 6.95
24 2.59 7.58 32.03 5887,20
26 2.63 7.63
28 2.77 7.65
30 2.78 7.68
34 2.78 7.74

48 1.72 7.74 33.53 5708,80

66



TABELA B.24 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (5% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 6 litros. Meio de

cultura E3 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca

(h) eh (%) (mg/l)
0 0.39 5.51 22.48 4642 .86
1 0.40 5.54

2 0.42 5.56

3 0.45 557 26.98 4285.71
4 0.47 5.85

5 0.53 598 29.27 3928.57
6 0.67 6.24

7 0.85 6.58

8 1.04 6.83 30.32

9 1.21 6.92

10 1.43 7.10 31.49 3035.00
11 1.64 721

12 1.83 7.33

13 2.01 7.39

14 2.17 7.45 32.02 2500.00
15 232 7.51

16 2.45 7.58

17 2.56 7.63

24 2.98 7.82 32.94 1964.28
26 298 7.83

28 2.99 7.86

30 2.98 7.87

34 2.96 7.90

48 1.75 7.90 30.06 1785.70
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TABELA B.25 - Fermentagio de emulsdo de 6leo soluvel de corte (10% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 6 litros. Meio de

cultura ES com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
(h) Celular Seca (%) (mg/l)
(gh)

0 042 5.53 24 89 5000.00
1 0.44 5.54

2 0.47 5.57

3 0.51 5.65 27.11 4821.42
4 0.59 5.78

5 0.72 5.89 29.74 4464 .28
6 0.87 6.19

7 0.96 6.33

8 1.18 6.56 30.30

9 1.42 6.82

10 1.65 7.13 3291 3928.57
11 1.90 722

12 2.08 7.33

13 235 7.46

14 242 7.55 30.10

24 3.03 7.79 31.56 2857.14
26 3.04 7.80

28 3.06 7.81

30 2.99 7.81

34 2.97 7.82
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TABELA B.26 - Fermentagdo de emulsdo de 6leo soluvel de corte (20% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 6 litros. Meio de

cultura E6 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca
(b) (€4)) () (mg/D)
0 0.40 552 21.92 6188,00
1 0.41 5.55
2 0.43 5.61
3 0.45 5.66 25.10
4 0.48 5.74
5 0.56 5.83 29.20 6011,20
6 0.66 6.01
7 0.84 6.30
8 1.06 6.78 29.75 5480,80
9 1.29 7.01
10 1.52 7.20 30.18 5127,20
11 1.73 735
12 1.91 7.61
13 2.13 7.72
14 2.29 7.78 29.97
24 3.12 7.84 32.27 4773,60
26 3.18 7.85
28 3.17 7.88
30 3.19 7.89
34 3.12 7.91
48 1.81 7.91 33.26 4596,80
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TABELA B.27 - Fermentagdo de emulsio de 6leo solivel de corte (30% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 6 litros. Meio de

cultura E7 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca

(h) &) (%) (mg/l)
0 0.39 5.51 22.48 67184
1 0.40 5.53

2 0.41 5.59

3 0.44 5.66 27.56

4 0.46 5.72

5 0.52 5.95 3145 6541,60
6 0.61 6.18

7 0.77 6.32

8 0.96 6.59 30.21 6364,80
9 1.17 6.83

10 1.36 7.09 30.01 6188,00
11 1.55 7.19

12 1.72 732

13 1.93 7.41

14 2.14 7.54 30.10

24 3.11 7.81 31.29 5834,40
26 3.12 7.83

28 3.15 7.84

30 3.15 7.85

34 3.14 7.84

48 2.03 7.84 31.73 5657,60
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TABELA B.28 - Fermentagio de emulsio de oleo solivel de corte (40% - v/v) por
Saccharomyces lipolytica em fermentador de 6 litros. Meio de cultura

E8 com pH inicial 5,5.

Tempo Massa pH Proteina DQO
Celular Seca

(h) e (%) (mg/l)
0 043 5.52 20.39 7072,00
1 0.44 5.54

2 0.45 5.57

3 0.46 5.61 24 .56

4 0.48 5.69

5 0.51 5.81 25.46 6895,20
6 0.59 5.98

7 0.72 6.15

8 0.89 6.34 25.96 6718,40
9 1.08 6.72

10 1.25 7.12 31.97 6541,60
11 1.43 7.20

12 1.62 732

13 1.84 7.44

14 2.06 7.53 29.22

24 297 7.87 33.05 6188,88
26 3.05 7.88

28 3.07 7.89

30 3.09 7.91

34 3.10 7.93

48 2.41 7.94 30.93 6011,20
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