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RESUMO

Foi estudado o crescimento misto de C. ufdifis com Bes
feninchia sp e C. utdifis com A. vinelandii em substrato de vi-
nhoto suplementado com Nazﬁ?od, visando~se observar o aumento
do nitrogenio promovido pelas Bactérias Fixadoras de Nitrogenio
(B,F.N.) de vida livre, e sua utilizacac pelas leveduras em ter
mos do aumento do pesc de células, como tambem da diminuicao da
cargs poluidora deste residuo.

0 cultivo foi feito em frascos de erlenmeyers de 500
ml com 100 ml de meio, a temperatura amblente, 25 - 30°C, onde
em cada amostragem foram feitas determinagoes de nitrogenioc to-
tal, densidade Otica da suspensido, numerc de células e pH. As
determinacoes de D.B.O., D.Q.C., Nitrogenio Organico e Amonia-
cal foram realizadas pela Fundacdo Estadual de Engenharia do
Meio Ambiente {(FEEMA},

0 crescimento misto em vinhoto suplementado com Na.,
HPOi 6.1%. mostrou um aumento significative do nitrogenioc. ewn
forma de exponencial simples independente das fases de cresci-
mento da levedura, da ordem de 22% em 60 horas de cultivo., guan

do comparads com a cultuTa pura no mesmo meio. lIsto acarretou



4]

aumento significativo do peso seco de células da ordem de 20%,
em 36 horas, e do numero total de células de levedura da ordem
de 22% em 48 horas, para a cultura mista, comparada com o0 aumen
to do peso seco de células e do nimero total de celulas de leve

dura em cultura pura.

Houve abaixamento da D.B.0. em torno de 73% e da D.Q.O.
em torne de 76% em cultura mista, contra 50% e 44% respectiva~

mente em cultura pura.
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ABSTRACT

Alcohol stillage was used as growth medium for
microrganisms in three different treatments: in the first
treatment it was inoculated a mixture of C. ufifdis + Bedjerinchda
sp, in a second C. uldidis + A, vinefandii and in a third a
culture of pure yeasts cells. An adition of i\EaEHPQ51 Was made
in all three cases,.

The main objectives were to investigate the 1increase
in nitrogen content vproduced by wild "Nitrogen Fixing Bacterias
-~ B.E.N."., to observe the increase in number of yeast cells
and the effect of the treatment on the pollutant power of the
residue.

The growth was carried cut in erlenmeyers flasks of
500 ml having 100 ml of the growth medium, at 25 - 30°C. The
determination of total nitrogen, optical density, cell number,
pH, where made in each sample. B.B.O.. D.Q.0.. Amoniacal and
Organical Nitrogen determinations where made by FEEMA, at the
end of rTepresentatives exXperiments,

The results showed a exponential increase 22% In ni-
trogen content after 60 hours, when compared to the mnitrogen

content during pure culture growth. There were also significant
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increase 20% im all dry weight, It was observed a signi-
ficant higher growth 22% in vyeast cells, grown as mixed type
culture, when compared to the numbers obtained during pure cul-

ture growth.

The B.0.D. decreased 73% and C.0.D. 76% in mixed type

culture. 50% and 44% in pure veast culture growth respectively.
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INTRODUGAO

Torna-se imperioso o aumento da produgao de alcool pa-
ra atender i crescente demanda de consumo no Brasil, exigida pe
1a utilizacdo cada vez mailor nos motores a explosao, consagran-
do~se assim como a grande alternativa de um combustivel de fon-
te rengvavel, tanto a curto como a médio e longo prazos. Sabe-se
porem que, para a producdo de cada litro de dlcool corresponde~
rda & producdo de 15 litros de vinhoto ou vinhaca, em média, co-
mo residuc da destilagao.

A estimativa de produgdo de dlcool, em torno dos 15 bi
ihGes de litros por ano, leva a uma producdo de vinhoto de cer-
ca de 225 bilhbes de litros por anc (15 litros de vinhoto para
cada litro de alcool).

A vinhaca ou vinhoto possuindo de 10.000 a 30.000 ppm.
de D.B.0. - Demanda Bioquimica de Oxigenio, quande descarregada
diretamente nos rios, provoca efeitos desastrosos, principalmen
te 3 fauna e 4 flora existentes, devido a exaurir rapidamente 0o
oxigénio dissolvido na agua. A situacdo se agrava ainda mails pe
1a alta temperatura de saida da coluna de destilac¢ao e seu bai-

xo pH, pois nestas condigdes a solubilidade do oxigénio € dimi-



auida e a atividade vital presente nds Gfguas aumentiada, necessi
tando de guantidades bem maiores de oxigenio. Além disso, a epo
ca em gue normalmente ocorrem despejos, durante © periodo de sa
fra da cana, goincide com a épéca de seca na maioria das regioes
canavieiras, em que & vazio dos rios esta em limites inferiores,
salvp rTaras excegoes.

Ultimamente vem se adotando a aplicagdo do vinhoto di
retamente nas soqueiras de cana, porém nao se sabe se esta S
uma pratica benéfica, visto que com o tempo havera acumulo  de
sgis de potéssio, bem como o desequilibrio fisico-quimico e bio
16gico do solo, acarretandoe um desgaste irreversivel.

Do ponto de vista bioquimice, o vinhoto & considera-
&o um caldo nutriente, podendo ser aproveitado como matéria pri
ma ou substrato para varias finalidades, tais como:

1. Utilizacho in natura, como fertilizante.

7. Concentracido e extragao de componentes.

3, Secagem e utilizagao como suplemento de racdes.

4. Fermentacdo anaerdbica com produgdo de metano.

5. Fermentacao aerbbica com produgao de biomassa.

0s processos fisico-quimicos de tratamento do vinhoto
sio de alto custo, sendo dificultados principalmente devido a
grande quantidade de jgua presente {(cerca de 95%). a dqual exige
dispéndio elevado de energia para ser separada da parte de in-
teresse, tanto para reaproveitamento quanto para ndo permitir a
poluigao das dguas de despejo. Isto leva a deduzir que 0% pro-
cessos fermentativos de tratamento sao mails vidveis economica-
mente, podendo se observar na pratica a possibilidade de se re-
duzir a D.B.0O., como forma de tratamento primaric, com a produ-
cdo de uma biomassa. fazendo com que © despeio restante, ja com
uma carga noluidora baixa, psteja em condigdes de ser processa-

do como tratamento secundario.



E vifvel realizar processos fermentativos aerobicos, vis
to o vinhoto ser rico em carbono ¢ alguns sais como de potassio
e cilcio, tornando-se potencialmente uma fonte importante de ma
téria prima na preparagido de substrato para crescimento de mi-
crorganismos..Seré necessaria uma suplementagido de nitrogénio e
fGsforo para se tornar um caldo adequado para fermentacgao. Esta
suplementacac & feita normalmente utilizando-se uréia e compos-
ros fosfatados, ou fosfato de ambnia, inviabilizando economica-
mente um processo em maior escala pois 0s COmMpostos nitrogena-
dos sio de alto custo, sendo estas portanto as principais Tes-
trigGes & escolha deste processo em industrias, como tratamen-
to primario do vinhoto. Os sais de fosforo bem como as bases for
tes (hidréxido de sodio, hidroxido de potassio) sao de custos
acessiveis no mercado, para a utilizagao em grande escala.

Dos microrganismos com potencial de crescimento em vi-
nhoto, que possam produzir uma biomassa celular em qualidade e
quantidade razodveis destacam-se os fungos filamentosos e as le
veduras: é mais factivel a utilizagdo de leveduras visto a exis
téncia de problemas de contaminagdao quando sdo utilizades fun-
gos filamentosos em vinhoto, conforme descrigac de alguns auto-
vres. Das cepas de leveduras, a mais utilizada & a Canddida ulilis
devido a sua rusticidade e adaptagdo em tipos diferentes de subg
trato, principalmente em baixos valores de pH, dail sua escolha
come o microrganismo mais adequado.

£ importante estudar a possibilidade da utilizacae de
uma fonte de compostos nitrogenados a um custo minimo, para o
aproveitamento no crescimento de Candida utifis, desenvolvendo
uma cultura de bactérias fixadoras de nitrogénio simultaneamen-

re com a levedurs.

As bactérias fixadoras de nitrogénic por metabolizarem

o nitrogénio do ar, fonte inesgotavel deste elemento, tém um po



tencial muito grande como geradoras de  compostos nitrogenados
utilizaveis por.outros microrganismos. o que poderd tornar o pro
cesso de fermentacdo aerdbica do vinhoto bastante vantajoso em
relacdo a outros tratamentos.

Cumpre ainda ressaltar que algumas bactérias fixado-
ras. de nitrogenio estao presentes na rizosfera das soqueiras da
cana-de~aglcar, o gue também indica a possibilidade de 7retorno
do material tratado com estas bactérias ao canavial, id em con-
dicoes melhores e bem diferentes das que existiam no vinhoto in

natura, como fertilizante bioldgico.

Objetivos

Este trabalho tem como principais objetivos:

1) Escolher dentre algumas cepas de bactérias fixado-
ras de nitrogénic de vida livre as que melhor  se
adaptem as condigbes que um substrato de vinhoto a
presenta, desenvolvendo estudos preliminares do

comportamento destas.

2) Avaliar a capacidade de fixagd3o de nitrogenio das
cepas escolhidas, em vinhoto, desenvolvende curvas
de crescimento em meios formulados para esta fina

1idade.

3) Estudar e comparar o efeito sinergético do cresci-
mento de (. utifis em um sistema tradicional de

cultivo, com meios suplemehtados com nutrientes ni
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trogenados, ¢ em sistemas associados com hactorias
fixadoras de nitrogenio, sem suplementagao de nu-

trientes nitrogenados.

Obtencdo de alguns parametros cinéticos, em fungio
destes resultados obtidos pelos estudos prelimina-
res do crescimento simultianeo de Canddida utdlfis e
bactérias fixadoras de nitvrogenio, em vinhoto em es

cala de laboratorio.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. VINHOTO OU VINHACA

De acordo com informacoes da Coopersucar, Boletim Téc-
nico da Coopersucar {(51), vinhoto ou vinhaga vrepresenta a
maior vazao de saida do processe de destilagdo do alcool de ca-
na-de-aciicar, 13 a 17 litres por litro de alcool.

A quantidade bem como a qualidade, ¢ funcgao tanto da
matéria prima utilizada como da condugdo do processo de desti-
lagao.

As aplicacgOes principais tecnicamente viaveis. para o
vinhoto no Brasil podem ser englobadas em:

1. Fertilizacao de solos;

2. Produgdo de metano - Fermentagao anaerdbica;

3. Producdo de Biomassa - Fermentagac aerdbica.

0 valor nutriente do vinhoto em fungao da natureza do
mosto pode ser avaliado pois & um residuo rico em material orga
nico e potdssio, e pobre em nitrogénio e fosforo. Apresenta teg
res apreciaveis de calcio, magnésio, enfxofre e outros minerais

em menores quantidades {(Tabela 1}.



Tahela 1: Composicdo da vinhaga emnm kgﬁm3.

Elementos Mosto de Mosto Mosto de
Melacgo Misto Caldo
Nitrogenioc (N) 1,18 0,70 .28
Fosforo (P,0c) 0,15 D,11 0,13
 potdssio (K,0) 7.83 4,57 1,22

Calcio (Ca0) 3,04 1,72 0,69
Magnésio (MgO} 0,96 0,66 0,21
Sulfato (30;) 6,40 3,753 0.62
Carbono (C) 19,20 11,50 5,90
Matéria Organica 63,40 38,0 19,50
Relacghio C/N 16,27 16,43 21,07

No exterior os estudos realizados dizem respeito & Vi
nhoto obtide do processamento de beterraba, sendo que SOBCZAK
e KULASEK, estudaram a utilizacio do vinhoto em alimentagao a-
nimal, com suplementacio de magnésio, visto que o alto conteudo

de potissio perturba o metabolismo.

1.1, Utilizacao como Fertilizantes:

A utilizacio “in natura’ como fertilizante € uma das
alternativas a curto prazo, porem limitante guanto a guantidade
utilizada bem como ao tipo de soloemque € aplicada, visto que
provoca abaixamento de pH e algumas alteragdes, que a longo pra

zo podem acarretar problemas mails graves {51].



1.2. Producao de Metano:

A producgao de metano por pProcesso anaerobico pode ge-
rar até 20% das necessidades térmicas da destilaria e abaixar
bastante o poder poluente do vinhoto, que tem de 1 a 5% de so6li
dos, sendo uma outra alternativa. Porem esta constitui uma sclu
cao parcial, sendo economicamente inviavel em destilarias que
utilizam a cana-de-acgicar como matéria prima, pols estas contam
com o bagaco em abundincia. Além disso o rendimento em metano &
haixo e o residuo apresents uma D.B.0. alta, acarretando um al-

to custo do produto (51).

1.3. Producio de Biomassa por Fermentagdo Aerdbica:

A obtencac da biomassa se da por um processo fermenta
tivo aerdbico em que o substrato para a propagagac dos micror-
ganismos & o vinhoto suplementado. Este nio deve ser encarado
como uma solugao global e sim como uma opcao complementar.

£ necessario se fazer tratamento especial apds este
processo para diminuir ainda mais 2 D.B.0. Esta parece TRao Ser
uma alternativa economicamente recomendivel a nivel industrial,
embora tenham se obtides bons resultados em planta piloto.

A biomassa para uso em racoes animais deve ser consu-
mida em regides proximas as destilarias devido ac alte custo de
transporte bem COmo 5s dificuldades de estocagem do produte (51}).

CAMHI, J.D. confirma as possibilidades do aproveita-
mento do vinhoto, numa destilaria trabalhando com melago de ca-
na-de-aclicar como matéria prima, com D.B.O.. 2 20°9C de 2,31 a

2.89%, citando valores de até 5%, com recuperacao economica ana



lisada usando-se as sepuintes alternativas: Retorno & lavoura:
Concentracio do”vinhoto, Fermentagao do vinhoto; Oxidacdao Biolo
gica em lagoas (35).

KUJALA, P., et alii estudaram o3 problemas de disposi
cao do rejeito de destilarias em paises como Taiwan, Brasil, etc,
onde registram~-se D.B.0. variando de 10.000 ppm a 60.000 ppm, a
partir de varios tipos de matérias primas. 0 auteor exem-
plifica com uma destilaria que descarrega 1.000 ms/dia de vinho
to (M.A.S. - Meters of Alchool Stillage), com nivel de D.B.O.g
de 35.000 ppm, a gual teria um equivalente populacional (P.E.)
de 625.000 habitantes, em termos de poluigdo, apresentando gran-
des problemas quanto 3 eliminacao de sua carga poluidora. Um
niimero de sistemas fol pesquisado e avaliade para determinar o
rendimento relativo entre custos fixos e custos operacionais va
‘yriaveis. Os principais métodos considerados para tratamento de
despejos de vinhoto foram:

1} Tratamento aserdbico convencional de despejos en

agua, usando lodo ativado.

2) Digestao anaerdbica para combustivel de metano pa-

ra caldeira ¢ lodo fertilizante.
3} Evaporagao para um Xarope para alimentacao animal

4) Evaporagdo e incineragao em leito fluidizado para

um produto de potassio cri.

5) Evaporacdo e incineragdo em leito fluidizado com
um tratamento para um produto de sais de potassio

refinado.

61 Producao de biomassa com despejo de agua de alto

DlB‘OI



0 autcr comenta que na produgao de biomassa com des-
pejo de dgua de alto D.B.O., a industria alcooleira de Taiwan
tem tido consideravel experieéncia no cultiveo de leveduras em V3
nhoto. desde 1962. Foram realizados experimentos utilizando di-
ferentes tipos de leveduras, particularmente com uma cepa local,
Pichia tianania isolada do solo. Segundo o autor, esta levedura,
muito produtiva a nivel de laboratdério, com teor de proteina de
49%, ndo produziu resultados satisfatorios quando foram feitos
testes em escala de usina em 1973, Entretanto, testes com Can-
dida utifis NRRL-Y~900 deram excelentes resultados, apesar do
rendiments ¢ do contenide de protelna bruta nac se aproximarem
dos altos valores obtidos por Pichia tianania em provas de la-
boratorio.

Os rejeitos de Taiwan tém normalmente um conteude de
D.B.0. de aproximadamente 60.000 ppm, e contém também  residuo
médio de aclcar elevado, cerca de 1,3 g/100 ml com BRIX aproxi-
mado de 12 a 13 e ﬁH em torno de 4,5. Devido a alta taxa de ma-
téria orginica, em tornc de 7,6 g/100 ml, obtém-se um bom meio
para cultura de leveduras. Em fermentador aerdbico em uma fabri
ca de pequena escala, obtém-se 1 ton. de levedura seca, com con
teiido médio de proteina bruta de 46%, para cada 60 a 65 ton. de
vinhoto.

Em fermentacao de laboratorio e em fabricas, o pH au-
menta rapidamente a 6,8 a 7,9 durante a formagao da levedura,
indicando que a malor parte da energia esta sendo utilizada de
icidos voliteis, dcido latico e outros acidos organicos combina
dos no vinhoto (104}).

Ns mesmos autores citam gue FRENCH em 1974 descobriu
que sais minerais de despejo de melago inibem a fermentacio,

particularmente sais de potassio. Uma regra geral & que 05 me-

10



ihores resultados de fermentagdo sdo encontrados quando o vinho
co & diluidc do correspondente a 20 1litros por litro de alcool
nroduzido.

Citam ainda gque pesquisadores russos estudaram 4 fa-
bricagao de levedura para a alimentacac, utilizando uma parti-
da de virnhoto de melago de beterraba, diluido para dar uma con-
centracdo final de sélidos correSpondeﬁte a 5.0 a 5.2% e indica
ram uma reducido em matéria seca de 37% ap0s a propagagao de le-
vedura, enquanto que a redugao obtida no processo en Taiwan foi
de aproximadamente 29% em conteido de matéria seca. Vinhoto de
melaco de beterraba e de cana sdo diferentes em contetudo de ma-
téria orginica, sendc o contelido das cinzas de vinhoto de mela-
co de cana 40% maior do que © de beterraba. KUJALA et alii con-
firmaram ainda que a propagac¢ac das leveduras foi sustentada a
um alto grau por acidos orgdnicos e¢ glicerol do vinhoto, prefe-
rencialmente &s substdncias reduzidas e mostvaram a reducdo de
47% a 80% de D.B.C.. na fermentacao de levedura alimentar, sen-
do entretando as cargas de D.B.0O. iniciais relativamente baixas
comparadas com as de vinhoto convencional de cana {104).

Quanto @ economicidade do processo, os Mesmos autores
acreditam que emoutras regices do mundo torne-se necessario quan
tidades acima de 100 ton. de vinhoto para o rendimente de 1 ton.
de levedura alimentar seca, tendo isto um efeitoc adversona eco-
nemia de produgdo. Além do mais, dependendo do nitrogenio resi-
dual, contetido de fosfatos no vinhoto e suas possibilidades de
agirem como nutrientes para o crescimento das leveduras, a via-
bilidade da produgdo pode ser mais uma vez depreciada, pois 0
nitrogénio e nutrientes fosfatados suplementares podem chegar a

50% ou mais dos custos de producgao.
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Outro alto custo € a poténcia clétricu, sendo princi-
palmente usada devido a necessidade de aeracio, pois 400 volu-
mes de ar Sio necessarios per volume de vinhoto. Também a produ
cio de levedura alimentar exige remogao de consideravel quanti-
dade de calor durante a sua producac. Como a temperatura Otima
para a fermentagao § de 32°C, isto cria problemas nos esquemas
de resfriamento nos paises tropicais e semi-tropicails. Aproxima
damente 3,87 kcal/kg de material seco de levedura é produzido
durante a fermentagac, o qual devera ser continuamente removido
ou a atividade do microrganismo cessara.

Quando a temperatura meédia para o resfriamente do meio
esti em torno de 309C, grandes volumes de agua sao necessarios
para remover este calor. lLogo em aiguns paises, o use de siste-
ma de refrigeragdo com agua torna-se necessario, afetando nega~
tivamente a economia de operagaoc, onde a exigéncia de poteéncia
poderd elevar de 20% a 25% o custo de producgao. Apds a separa-
¢do da levedura, © despejo sal com D.B.O.S ainda elevada, e ou-
tro processamento se faz necessario.

0 conteudo mineral do vinhoto deve ser extremamente
alto, se evaporado para um Xarope pard alimentacao animal, € se
o xarope for incinerado, © contetdo de calor da combustac deve
ser suficiente para alimentar a carga de evaporagao.

A fabricagdo de levedura alimentar como tratamento S€
cundario de despejo para uma redugdo significativa da D.B.O..,

_envolveri alto custo de investimento, ¢ a exequibilidade econo-
mica do processo dependera tambem do rendimento € da comerciali
zagao do produto. Todos 0s métodos estudados para a diminuigao
da poluigdo do vinhoto séo dispendiosos em Termos de investimen

tos com a planta e com o custo de operagao (104}.
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BITTENCOURT, V.C. et alii mostram que pars um melhor
entendimento da compesigao do vinhoto, deve-se inicialmente fa-
zer algumas consideragCes a respeito das propriedades quimicas
dos caldos e dos processos que modificarao suas caracteristicas.
Analisando as diversas correlacoes lineares entre 05 1eores dos
.Virios constituintes, os autores verificaram que OS coeficien-
tes de correlacdo sao normalmente baixos, COm gxcegao dos pares

K x PO. e cinzas (Ca + K + Mg) e que nidp parece existir quais-

4
gquer relagoes entre os teores dos diversos elementos nos caldos,
sendoc suas concentracgdes mais dependentes do carater varietal
e das condicdes locais de clima e de splo do que de uma caractg
ristica inerente a propria planta. Consequentemente &  dificil
até certo ponto Se prever uma composigao geral para © vinhoto
com base numa analise isolada do solo.

Nas condicBes das usinas paulistas ¢ comum a -adigao
de fosfatos e polifosfatos que momentaneamente VAO enriquecer o
caldo em P. Porém a adicdo deste ndo tem qualquer efeito sobre
a concentracado deste elemento no caldo clarificado, e Conse-
gquentemente no vinhoto, conforme os autores (21).

A partir da comparagac da analise de 28 amostras de
vinhoto, obtidas do mel final das usinas, o teor de Ca no vinho
to tende a decrescer em relacac ac do caldo clarificado, sendo
gque o$ autores consideram que as perdas deste elemento devem
ocorrer durante as etapas de fabricagao. A relacgao MgO/KZO tam-
bem apresenta este decréscimo, porém em menor intensidade. 0
fésforo nio sofre perdas a partir do caldo clarificado, podendo
ser calculado diretamente a partir do teor no caldo c¢larificado.
0 potdssio € o elemento que passa por todo o procésso sem sofrer
alteracao, apresentando no vinhoto um teor de aproximadamente

4 vezes o do caldo clarificado (5,12 Kg K,0/m” vinhoto e 1,27
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Kg/ms caldo clarificado). Os constituintes ~, P, S, Mg e K se
apresentam predominantemente na forma mineral, nao estando liga
dos & matéria orgdnica (21)}.

Fm se tratando da utilizacao de vinhoto, MAGRO, J.A.
cita gue na Usina da Pedra, Serrana, foi utilizado o vinhoto pa
ra irrigacac e fertilizagao da cana, considerando ser um ferti-
lizante .orginico com alto teor de potassio, médio de nitrogenio
e baixo em fosforo. Alguns efeitos da sua utilizag¢ao em irriga-
cdo que puderam ser detectades foram o aumento sensivel do pH
dos solos e o aumento dos teores de K", Ca’*. Além disso as plan
tas que receberam tratamentc, vegetam muito, acamam com facili~
dade, se tornam quebradigés e ¢ vinhoto interfere diretamente
na gualidade de agiicar provocando aumento do teor de cinzas. A
aplicagiac de grandes quantidades acarretam dificuldades de matu
racdc da cana. Apesar da irrigacfo custar mais do que o adubo,
produz-se 12 ton/ha a mais com uma média de 5 cortes contra 4
da Area adubada, além de ndo precisar de calagem e fosfatagem.

Conforme o autor, o residuo de destilaria ndo s3 subs
fitui o adubo mineral, como possuil propriedades consideradas su
periores, nas dosagens estudadas e, mesmo acarretando certas des

vantagens, nido & possivel aceitar a idéia de poluir o ambiente

onde vivem comunidades com um produto valioso como o vinhoto {120).

2. OBTENCAC DE BIOMASSA MICROBIANA
2.1. Fungos
A F.A.O., segundo LAMO, P.R. e MENEZIES, T.J.R. ava-

liou que enquanto a produgdo mundial de carne devera aumentar a
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uma taxa de 1.,8% ac ano, a demanda crescera em 3% ao ano. Um
deficit acumulado de 1.5 milhSes de toneladas era esperado ate
o final da década de 1970. Estudo efetuado pela "Almoco Food's
Co." mostra que a atual demanda de proteinas de 80 milhoes de
toneladas deverd elevar-se para 140 milhdes até o ano 2.000.

Os autores procuraram evitar em sua pesquisa para pro
ducfo de biomassa o uso de um processo fermentativo asséptico
porque importava em utilizar equipamentos de ago inox, de alto
custo inicial, e a recuperacgao da massa celular por meios sim-
ples, como filtragdo e tamizacdo, mostram as vantagens do trata
mento fingico em relagao ac lodo ativado, visto que o0s fungos
incorporam grande quantidade de matéria organica em vez de oxi-
da-la.

Para determinar a composicdo do caldo de cultura, fi-
zeram a avaliagdo periddica do vinhoto, que permitiu a  suple-
mentagdo com sais nutrientes; tomaram as médias de alguns valo-
res, por exemple, D.B.O.. = 30.000 mg/l1, N, Total = 900 mg/l, Tos
fatos Totais = 300 mg/l. Obedecendo a proporgic de CiN:P de
50:5:1, utilizaram os seguintes valores para a suplementagao:

{NH4)2804 -~ 2,6 g/l
1,2 g/l

Ureia

NaZHPO4 ~ 1,0 g/1

Quando utilizado (NH4)2HP04, chegou~-se a UM £XCesso
de fosfatos de 9,9 g/l. Procederam a uma selegao de fungos dis
» poniveis, determinando ¢ que melhor utilizasse © vinhoto, medin
do em demanda quimica de oxigémnioc - D.Q.0. e massa produzida,
devido a serem medias rapidas.

Utilizando vinhoto natural, inicialmente resfriado a
10°C, sem suplementagdo e com os fungos disponivels, . utdlfdis

para comparagac ¢ também com flora natural: incubaram a 30°¢C,
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250 rom durante 72 horas, obtendo os resultados da Tabelsa Z
{105).

ARATIO, N.Q. et alii em trabalho realizade com equi-
pes do INT e da F.T.I. considerande a opgdo de tratamento Mmicro
biologice do vinhoto, enfoca o uso dos fungos filamentosos PoOr
se considerar na época, certas vantagens sobre as leveduras, tra
dicionalmente usadas na producdo de proteina de microrganismo
gnicelular. Dentre alguns aspectos, destaca a maior eficiencia
na redugao da D.B.O.¢ e maior faciltidade na recuperagdo da bio-

massa produzida.

Tabela 2

Microrganismo F?gal ﬁfﬁ;ﬁfo ijggizsa Rendimento™
nidade

A. onyzae 18 8.6 48,3 14.900 0,88
A, chyzae 3 7,7 23,3 5.200 0,63
A. onyzae 13 8.7 30,1 7.900 0,58
A, onyzae 1988 6.0 29,5 6.200 0,52
A. nigen 3 8,0 46,0 10.900 0,74
A, nigen 27 5,8 19,1 3.8900 0,51
A. ndiges 7.7 36.1 6,300 0,47
P. elegans 5.3 13,1 B850 4,18
T. vindidae 5,2 12.5 950 0,22
G, defdiquescens 65,9 38.6 7.500 0.55
. utilfdis 6.5 35,8 5,700 0,45
Flora natural 5.2 12,0 900 0,18
* Rendimento = Biomassa produzida/D.Q.0. consumido,

16



Os autores identificaram um problema de natureza bio-
16gica que impedia o crescimento normal do fungo selecionado,
Aspengillus ohyzae no vinhoto. Este problema relaciona-se com a
presenca de leveduras e bactérias que de algum modo prejudica-
vam o desenvolvimento do fungo.

O0s resultados mostraram também que para se utilizar
fungos filamentosos sensiveis aos contaminantes, seria necessa-
rio aumentar a eficiéncia do pré-tratamento a um grau tac eleva
do que o processo se tornaria anti-econfmico e incerto quanto a
bons resultados (9, 10).

DABBAH, R., analisando resultados de diversos autores,
mostra a composigao de proteina de fungos em comparagao COm ou-
tras fontes, proteina referencia da F.A.O., congumelo e farinha
de peixe. 0 autor cita que fungos sdo geralmente complexcs mul-
ticelulares, organismos aerdbicos, crescendo bem sobre ampla fai
xa de pH, pressio osmética, temperatura, € substratos de despe-
jo. Eles sdo ricos em vitaminas do grupc B e contem aproximada-
mente 30 a 60% de proteina. Mostra que o contelide de meticnina
da proteina de fungos & baixo, como também o conteido de tripto
fano, mas a proteina obtida & comparavel i proteina do leite,
farinha de peixe e a proteina de referencia da F.A.O. (47).

THATCHER, F.S. analisou aspectos nutritivos e organo-
lépticos de alimentos com biomassa flngica, indicando que sua
aceitabilidade € muito baixa enguanto que 0§ CuUstos sa0 relati=-

vamente altos (218).

#.2. Leveduras

KIHLBERG, R. em avaliagado de microrganismos como fon-

te de alimentos, enumera alpgumas vantagens destes sobre as plan



tas e os animais, como produtores de proteina:

1. Microrganismos tém um tempo muito pegueno de gera-
cdo e podem prover um aumento rapido de massa. Sob
as condigbes mais favoraveis, bactérias e levedu-
ras tem um tempo de geragao em torno de 0,5 a 2 e
de 1 a 3 horas respectivamente, enquanto gue para
alpas ¢ fungos filamentosos variam de 2 a 6 ¢ de

4 a 12 horas, respectivamente.

2. Microganismos podem ser facilmente modificados ge-
rneticamente, mutacdes induzidas por meios quimicos
ou fisicos, podem dar variantes com qualidades mais
desejaveis.

3. 0 conteldo proteico dos microrganismos & alto.

4. A producao de biomassa pode ser baseada em mate-
rias primas de baixo custo, as guals estdo dispo-
niveis no local de produgdo em grandes quantida-
des. como celulose, carvdo, petrdleoc ou gas natu-

ral.

5. A produgdo de biomassapode ser efetuada em cultura
continua, independente de condigbes climadticas e
com um pequenc éspago fisico e pouca  necessidade
de Agua. Os problemas de disposigac de despejo sao
relativamente pequenos, comparados com aqueles en-
contrados em muitos outros processos de produgaoc de

alimentos.

Segundo ¢ autor considera que os generos mais usados
em estudos de produgdo de biomassa sao:

Algas: Chlorela sp; Scenedesmus sp; Spinulina Ap.
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Bactérias: Bacllius sp; Hydrogewmomonas sp; Methanomonas sp; Me-

thylemonas sp; Pseudomonas 4p.
Leveduras: Candida sp; Rhodotonula sp; Saccharomyces 4p.

Fungos filamentosos: Aspeaglllus sp; Fusandum sp; Penlcoiblium sp.

Apresenta ainda, composigaoc global de celulas micro-

hianas, de acorde com a Tabela 3 (100).

Tabela 3: Composicgdo média percentual com base em peso seco.

Filgggggzsos Algas Leveduras  Bactérias
Mitrogenio 5- 8 7,5~10 7,5-8,5 11,5~12,5
Gordura 2~ 8 7 - 20 2 =5 1,5- 3
Cinza g - 14 g8 =~ 10 5 -9.,5 3 - 7
Acidos nucleicos - 3 -~ 8 6 - 12 8§ - 16

DABBAH, R. mostra que as Nagoes Unidas através da jun
ta F.A.O0./W.H.0./UNICEF em 1964, indicam as exigencias de segu-
ranca e adequabilidade nutricional de um novo alimento, para ©
consumo humano, come sendo:

1} 0 produto deve ter um alto conteudo proteico.

2) A qualidade nutricional da proteina deve ser ade-

quada.

3) 0 produto deve ter odor e sabor adequados para sua

inclusio em matérias primas para alimentos.
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4y Devem ser realizados ensaios em alimentacao exten-
siva em animais para determinar o valor nutricio-
nal e seguranca antes de ensaios para alimentacao

humana.

Como fontes nao convencionais de proteiﬁas foram in-
cluidas proteinas microbianas. Em seu trabalho estudou levedu-
ras, fungos, bactérias e algas como possiveis proteinas alimen-
ticias {47).

0 aufor define levedura como microrganismos unicelu-
lares, células ovoides ou elipticas, se reproduzem comunente por
brotacao, células maiores que bactérias (10 a 15 u) e ndo moti-
veis. Blas geralmente crescem bem na faixa de 25 a 109 (77 a
1040F} e podem tolerar alta acidez, da ordem de pH 3,5. As espé
cies mais comumente usadas na producao de proteinas para alimen
tos sao: Torubopsis utifis (levedura tdrula). Sacchanromyces ce-
nevisine e Saccharomyces fRAgALLS .

Uma comparacdo da composigdo geral e da composigao de
vitaminas da biomassa obtida de leite integral sécc, leite in-~
tegral fluido e concentrado produzido pela British Petroleunm

(R.P.) apresenta~se na Tabela 4.

20



Tabela 4: Compsicdo Geral Vitaminica

RO leveana 0 fRC 0 TGl breterna
Geral
Proteina 50.0 26,5 3,5 43,6
Carboidratos 30,0 38,0 4.8 21,9
Gordura 2.0 27,0 3,8 18,5
Cinza 7,0 | 6,5 0,9 4,4
Umidade 4,9 2,0 87,0 7,0
Vitaminica

(g/mg)
Tiamina £BZ) 156,0 3,4 | 0,44 3=16
Kiacina (P.P.) 500,0 - 7,3 0,94 180-200
Biotina - 1,0 0,3 0,031 -
Colina 2.500,0 862.,0 121,0 -
Cobalamina (3123 0,003 3,9 0,64 0,11
Riboflavina (B12} 50,0 15,5 1,75 75,0
Ac. Pantofenico 100,0 7,3 3,46 150192
Pirodoxina (B6) 35,0 3,8 0,64 23,0
Ac. Folico 30,0 (0,018 0,0028 -

A composigido de amino@cidos da proteina da levedura,
compara-se favoravelmente com a proteina de referencia da F.A.O.,
exceto pelo baixo teor de metionina, e & comparavel com a da car

ne, paop e leite conforme a Tabela 5.
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Tabela 5: Comparagio da composigde de aminocicidos de protelnas

de diferentes fontes ({mg/100g proteina).

Proteina

%ﬁiﬁgs Reﬁfiég?ia L?Xii?ia Carne  Leite Prgégina depigigo
Arginina - 7,22 7,5 4,28 5,0 4,0
Histidina - 2,62 2,1 2,57 2,1 2,0
Isoleucina 4,2 7,50 3,3 4,28 5,3 3,5
Leucina 4.8 7,14 12,5 16,28 7,8 12,0
Lisina 4,2 8,28 8,3 7,43 7.8 2,0
Metionina 2,2 1,68 4,2 4.0 1,6 4.0
Fenilamina 2,8 4,82 4,6 5,71 4,8 5.5
Treonina 2,8 5,16 4,6 4,57 5,4 2,5
Triptotano 1,4 1,32 1,3 1,71 1,3 1,0
Valina 4,72 5,96 3,3 5,43 5,8 3,0
Cistina 2,0 - - - 0,1 -

0 autor estudou também a ceitabilidade do alimento ob
tido de levedura como suplemento alimentar, sendo que em geral
uma reacdo favordvel € conseguida quando uma dieta regular € su
plementada com 10 g/dia de levedura. Um ensaio de aceitabilida-
de com 300 pacientes de hospiﬁal, durante 191 dias, apresentou
os resultados da Tabela 6, indicando o percentual a ser adicio-

nado aos varios alimentos (47}.

22



Tabela 6: Percentual de extrato de levedura adicionado aos all-

mentos,
Alimento Extrato de
Levedura Adicionada %
Sopas 12
Carne e peixe de panela 27
Temperos 25
Salada 16
Salada Temperada g3
Vegetais 14
Cereals 13
Ovos ' i8
Frita, cozida 21
Pudins 17
Assados ’ 26

SERZEDELLO, A. em trabalho desenvolvido no Instituto
Zimotécnico da USP, Piracicaba, 1962, cita que as  proteinas
constituem a parte nobre da alimentagac do homem e dos animais.
Os poves mais cultes e mais ativos sao justamente grandes consy
midores de proteinas, sobretudo proteinas ricas, ou seja, aque-
las de origem animal. As regioes pobres deste planeta contra-
riamente, sao constituidas por povos gque nao consomen proteinas
suficientemente, formam os paises chamados sub-desenvolvides, al
guns constituindo mesmo Areas de fome e peniria alimentar.

0 problema de suprimento de proteinas no Brasil com-
porta ainda estudos, dada a heterogeneidade das condigoes exis-
tentes pela extensa area do territorio brasileire. O consumo de

proteina animal "per capita” ainda & baixo, por uma série de ra
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z6es ligadas gquase todas ao custo da referida proteina, do ni-
vel cultural da populacio e do baixo poder aquisitivo.

Certas leveduras pertencem a classe de seres vivos ca
pazes de realizar a sintese de proteinas, dispondo apenas de hi
dratos de carbono e sais minerais. Esta capacidade nio esta pre
sente nem no homem, nem nos animais. Este fato poils, colabora
para aumentar o valor destes microrganismos dada a possibilida-
de de indiretamenté melhorarem o suprimento de proteina animal,
como constituinte de ragoes.

A maioria das pesquisas realizadas em varias partes do
mundo apontam as leveduras Torubopsis utildis {Candida utilis) co
mo as gue melhores resultados oferecem, continua o autor. 530
microrganismos poucos exigentes, que conseguem se multiplicar
exuberantemente nas mais adversas condigdes e fornecem uma pro-
teina protoplasmdtica de dtimo valor biologico, ao lado de apre
cidvel riqueza em vitaminas do grﬁpo B t192).

MENGATTI, L. em trabalho realizado no I.T.A.L., 1980,
cita que a proteina de C. ufilis & muito valiosa, com 70% de 11
sina disponivel, como aminoacido sintetizado. Um bezerro pesan-
do 100 kg pode sintetizar pouco menos que 0.45 kg de proteina/
dia, enquanto gue a mesma guantidade de levedura poderia produ-
2ir 50 toneladas de proteina no mesmo Tempo, O que representa
uma eficiencia de 112.000 vezes mais .do que o bezerro. Entre
outras vantagens, a produgaoc de proteina micreobiana pode apro-
veitar como substrsto um material que de outro modo seria des-
cartado e/ou nao rapidamente aproveitado. ”

Em seu trabalho., MENGATTI demonstra a necessidade de
se conseguir alterar a composigao de amincacidos, baikar 0 Ccon-
tendo de acidos nucleicos. eliminar componentes toxicos ou aler

gicas da parede celular ou substancias que interfiram com a pa-



latabilidade do produto, através do desenvolvimento de mutantes
Também isolou mutantes de C. utilis (através de agentes mutage-
nicos) contendo biomassa proteica com elevado teor de metioni-
na. visando a utilizacdo dos mutantes para a suplementagao pro-
teica em alimentos. Os resultados comprovaram que o aumento de
metionina em relacido a linhagem original foi de 61,10% o que po
de ser considerado um bom rendimente. 0 valor dessas levedura;
no aproveitamento de residuos de destilacdo se deve principal-
mente ac fato de assimilarem compostos como: Acidos Organicos
(férmico, acético, tartarico, citrico, etc) aldeidos, aminoaci-
dos, alcool, etc. e aglcares nao aproveitéveis ou dificilmente
aproveitdveis por levedura fermentativa (Saccharomyces), € que
a concentracao de agucar no processo de aerobiose para o cresci
mento da levedura deve estar em torno de 1%. No suprimento de
sais nitrogenados ¢ fosfatados, a necessidade da Torulopsis uild
2is pode ser satisfeita por adigdo de fosfato de aménio na quan
tidade de 1 g/1 de vinhoto e que durante O Processo vegetativo
pode ser feita a adicdo de NH4OH toda vez gue houver abailxamen-
to do pH do meio (130).

LE FRANCOIS, L. relata rendimento de 16 a 20 kg de le
vedura seca por hectolitro de dlcool produzido, para vinhoto de
melaco de beterraba (106).

PDiversos autores (9, 18, 46, 49, 54, 68, 98, 99, 10073,
confirmam que Toaufopsis uiifis [Candida utifis), sao as que ofe
recem melhores resultados por serem organismos poucos exigentes
¢ de TéApido crescimento no aproveitamento do vinhoto como subs-
trato.

MATSUO et alii citados por LE FRANCOIS, observaram ce
lulas de C. utilis em substrato de vinhoto contendo 1,6% de agu

car total. 1,2% de N total e 7.3% de matéria organica. A levedu
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ra produzia 45% de proteina. Os mesmos autores obtiveram 50% de
proteina de C. uti{fis e 45% de proteina de C, arborea (107).

Segundo TAUK, S.M. as leveduras do genero Torulopsdis
tem como composicdo guimica: dgua 5,85%; cinzas 9,07%; fosforo
1,92%; cadlcio 0,85%; proteina 47,43%; gorduras 1.01 a 4,84% ¢
fibra 0,82%. Além da composicdo quimica da massa celular verifi
cou que, no vinhoto utilizado, as condigOes de cultivo para re-
sultados satisfatorios sao em pH 4,6 a 4,8, em 48 horas, e que
os métodos e microrganismos que ndo exigem suplementagdo no vi-
nhoto seriam mais acessiveis (212).

TAUK, 5.M. estudando os efeitos do tratamento do vi-
nhoto com Acidos minerais no desenvolvimento de Candida wtilfis,
utilizou diversos tratamentos para verificar os seus efeitos na
producio de biomassa, N total e P total. As culturas foram obti
das em meios de cultura contendo vinhoto, vinhote suplementado
com melaco 3% e vinhoto previamente tratado com acido nitrico,
5cido sulfiirico e Acido cloridrice. A 30°C, agitagdo constante
e apds 30 horas de cultive, determinou a eficiencia de C. afi-
£i{3 quanto ao consumo de agucar nos diversos meios contendo vi-
nhoto. Os resultados mostraram gue a utilizagao do vinhoto pre-
viamente tratade com acido nitrico e suplementado com melago a
3% proporciona maior producao de massa seca, proteina bruta e
f5sforo total, ndo verificando diferencas significativas na uti
1izacdo de agiucar do vinhoto, pela levedura. Este residuo € de
baixo custo e oferece condicbes para obtengio de proteina micro
biana (213}.

TAUK, S.M. estudou a adaptacao de leveduras em vinho-
to e vinhoto suplementado com melago 3%. Diferentes espécies do
género Candida e Torufa foram cultivadas. As leveduras desenvol

yveram em pH 4,6, 300 rpm, 20°C, em um Otimo crescimento foi ob-
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tido em 30 horas, apds virios egstagios de crescimento, a levedu
ra sofreu adaptacio aos diferentes meios, sob as condigtes cita
das (214).

TAUK, §.M. mostrou gue algumas especies de levedu~
ras, (. utdilis, C. tropicalis e C. intermedia, apresentam melho
res condic¢des de adaptacgdo gradativa ao vinhoto (212).

TAUK, S.M. e GAMBALE, V. concluiram gue ¢ SUCBSSO &a
produgdo de biomassa de levedura em vinhaga esta relacionada
com fatores de crescimento e depende da espécie utilizada, com-
pararam a taxa de proteina e biomassa resultante de culturas pu
ras ou mistas, na presenga ou ausencila de H3P04 em vinhoto e ve
rificaram que nem sempre a mesma levedura apresenta resultados
satisfatérios quanto a producdo de biomassa e proteinma. (. uldi-
£44 apresentou um maior teor de proteina, 45,74%. enquanto que
¢. javanica teve malores teores de massa seca 5.5 g}l..e fésfo-

ro 1.87% e P,0. 4,28%. Quanto ao consumo de acucar redutor nao

houve diferencas, o consumo variou entre 82,0 a 92,0% para as
leveduras wutilizadas, Os demais resultados indicaram gue a
adicdo de H3P04 em vinhoto aumenta a produgdo de ceélulas &
proteina em culturas mistas, dependendo das espécies nestas cul

turas. O0s ayptores observaram melhor resultado de biomassa pro
duzida para culturas de C. soland + C. tropicalds 1,89 g/1,

sendo que vpara um maior teor de proteina a cultura de . brump
t4 + (. utifis apresentou um resultado 9% maior (216).

LIMA. 0.G. estudando . wufifis em vinhoto. considera
que a quantidade de massa seca economicamente viavel para a in-
distria seria de 11.1 g/1 (114).

TAUK. S.M. estudando os efeitos da adigao de sais e

dridos na produgao de biomassa e proteina bruta descreve as con



dicBes nas quais a Canddida cresceu em vinhoto. Agitagao de 300
rpm, pH 4,6, tempo de cultivo de 24 h & 30°C. A maior produgdo
de biomassa de (. haused crescendo em vinhoto fol obtida com

adigido de 0,1% H:PO,, e C. guilliermondii e C. utildis com adi-

4 F
¢do de 0,002% de uréia mais 0,03% HPO,. O nivel de 50% de pro-
teina foi encontrado com (. wtifis em vinhoto suplementade com
3% melago, 0,03% H.PO,, 0,023 uréia e 0,05% MgSOa. A adicédo

de 0.05% MgS0, ao vinhoto decresceu a produgao de biomassa de

4
C. krused, C. guillieamondidi, C. stellatodidea, C. melinii e C.
membrande faciens, mas aumentou para C. utdldis e C. ZLroplcalls
(214).

Cita ainda NAWAWY, A.5. et alii que estudando compara
tivamente tres leveduras Candida utifis, Candida pelfliculosa e
Candida tropicaldis para a produgdo de biomassa proteica, em cul
turas a partir de melaco, vinhoto e efluente de cervejaria, mos
trou rendimentos de £2.5%., 67.,2% e 60% com base no achcar consu
mido. Em melaco diluido com efluente de cervejaria houve rendi-
mento similar com C. ufifis e C. pefficulosa, enquantc que em
vinhoto, a (. fropicalis rendeu 54,9% (214).

GAMBALE, V. em seu estudo com adigao de KZSG4 em vVi-
nhoto para cultura de leveduras, conclui que em meioc com vinho-
to suplementado com quantidades crescentes de K3804= este fun-
ciona como indutor na producdo de biomessa e proteina em algu-
mas leveduras {C. macedeni{ensds) quando adicionado em gquantida-
des adequadas {0.30 a 0,60 g/1) (77).

ANGELIS, D.F. er alii estudando o crescimento de leve
duras em vinhoto suplementado. empregando culturas puras e mis-
tas, verificaram que guando se utiliza cultura mista hé um au-

mentn de hiomassa e gue das 90 culturas estudadas, 36 eram pu-



ras, as quais apenas 5,55% apresentaram valor superior a 5 g/l
de célula seca, enquanto que das 54 mistas em 14,4% os wvalores
da biomassa foram superiores a s g/1. O0s resultados mostraram
também que as culturas mistas consumiram mais matéria oxidavel
do que as culturas puras (8).

SOUSA. L.G. e LIMA, U.A. declararam que, de acordo com
a literatura., as leveduras usadas principalmente para Tagoes,
com sua producac a partir do excesso de leveduras dos processos
de fabricacio do alcool, sd@o as mais palataveis, sendo as de me
ihor qualidade as obtidas em meios de resTduos de destilarias e
de outros residuos industriais. Utilizaram vinhoto para a obten
gdo de proteinas de cultura de Candida trhopicalis, em varios
meios de cultivo diferenciados. Glicose, melago e vinhoto enm
meios de cultura a varios pH foram utilizados, para estudar a
influéncia de alguns nutrientes na fermentagado, para determinar
a concentracko adequada de aglcares nos substratos de melago ¢
para a produgdo de celulas. Observaram que © aparecimento de
pseudo-micBlio era prejudicial as operagdes de separagao das cg
iulas por centrifugagdo e que o5 melos mais pobres diminuiram a
eficiéncia do desenvolvimento de (. fropicalas, mas ao me smo
tempo apresentavam vantagem industrial de nao conduzir a forma-
cao do pseudo-micélio (201).

SALES, A.M. et alii estudaram a produgac de biomassa
proteica em melaco com linhagens de levedura Candida uldilis e
Rhodotorula ghacilis para produgao de proteina monccelular. Ve
rificaram que esse substrato suporta um bom crescimento dessas
linhagens, apenas suplementadc com fontes de nitrogénio e fosfo
ro. Quando o meio de melago fol suplementado com ureia e fosfa-
to de potdssio, as linhagens de C. ufilis e R. gracilis  apre-

0% com ‘teor de
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sentaram rendimento em massa Seca superior a

proteina de 50% (18, 185).



TOUZI, A. et alii selecionaram 15 cepas de leveduras
para produg@o de levedura alimentar em substratec amilaceo. A le
vedura amilolitica Schawanniomyces casteld fol selecionada para
este substrato, sendo e£ste processo caracterizado por desenvol-
ver-se em 2 etapas, trabalhando sob condigoes de baixa taxa de
diluigdo. MORETON, R.S. (137) também usou uma cepa de  (andida
utifis para crescer em substrato de amido pré-hidrolizado quimi
camente ou enzimaticamente. Nestas condigoes, a8 taxa de cresci-
mento foi muite alta, porém o custo da etapa de pré-hidrblise no
processo & um obsticulo importante economicamente (220).

PACA, J. comparou O crescilmento caracteristico da le-
vedura Candida utifis obtido em estdgio simples de um reator de
fermentacio multistdgio, com alimentagdo simples e alimentagao
multifluxoe de etanol. Etanol pode ser utilizado como Unica fon-
te de carbono e energia, somente sob condigoes aerobicas. Tes-
tou o crescimento da levedura C. utifis e varios niveis de pres
' sd0 de oxigenio. Os resultados obtidos para culturas continuas
em estado estaciondrio, trouxe evidencias de que os dois tipos
de suprimento de etanol e oxigénio afetam significativamente &
taxa de crescimento da célula, a taxa de assimilagac do etanol,
a excrecio de acetato no meio, o rendimento em biomassa e a Pro
dutividade (15%).

MORESI, M. et alii, estudaram variaveis operaclonals na
produgdo de Single Cell Protein de Candida ufifis em mosto de
uvas em diferentes concentracdes de substrato, valores de pH e
suplementacdo de nutrientes. em frascos conm agitagao {shaker]}
pelo uso de uma combinagac de experimentos predeterminada (135).

HERNANDEZ, E. et alil avaliando o crescimento de al-
guns microrganismos, leveduras e bactérias, em condigoes aerﬁbi

cas. discutiram o conceito de rendimentoYATP (gramas de ceélulas
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em peso seco, por moles de adenosina trifosfato sintetizada). O
conceito de YATP foi discutido em relacao ao rendimento sobre o
oxigénic e a‘relagﬁo fosforo e oxigénio para bactéria, e repor-
tada 2z relacdo de P ¢ O para a levedura. Durante o crescimento
aerbbico, parte da fonte de carbono € convertida em material ce
lular, e parte & oxidada para produzir energia. A porgaec que @€
completamente oxidada € melhor estimada pela quantidade de oxi-
genio utilizada durante o crescimento {(88).

OHNISHI, T. et alii relatou que a relacgao fO0sforo/oxi
génio para NADP - ligado ao substrato (nicotinamida adenina di-
nucleotidio fosfato), € de 3 em mitocondria de C. wtifis. O ren
dimento em oxigenio obtido com C. utdilis crescendo em glicose
esta em torno de 1,32 g de célula por grama de oxigénio. Ta-

bela & {151).

Tabela 8: Rendimento em oxigénio de Candida utifis crescendo em
diferentes fontes de carbone, sendo fonte de carbono

um fator limitante.

Rend. em Rend. em Oxigenic Rendimento  Tempo

FEZ§§0i§ Adigao Fonte  Obser  Calcu em Geragao
Carbonoc  vado lado Oxigenic {(h}
Glicose 0,51 1,32 1,34 0,82 2,3
Glicose Aminoacidos - 1,35 .- 1,56 1,0
Ac. Acetico - 0,36 0,70~ 0,62 0,43 2,3
Ac. Acético  Aminoacidos - 0,81 - 0,94 1.6
Alc. Etilico - .0,68 0,61 0.58 0,62 3.5
Alc. Etilico Aminoacidos - 0,90 - 1,35 1.8
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Tabela 9: Valores do YATP para Candeda ufilds calculados para

rendimentos em oxigenio e para relacao P/0 de 1, 2 e 3.

Fontes de Carbono Adicao P/O =1 15%?5 7 P/0 = 3
Glicose - 15,8 9,7 6,7
Glicose Aminoacidos 16,2 10,0 6,8
Ac. Acético - 11,2 6,4 4,1
Ac. Aceético Aminoacidos 12,9 7.4 4.7
Alc. Etilico - 9,7 7,2 3.4
Alc. Etilico Aminoacidos 14,4 7,65 5,1

De acordo com HEDENSKOG, G. et alii para a produgao
de concentrado proteico em larga escala, o processo de secagem
em secador de tambor apresenta melhor valor nutricional da le-
vedura, mas a alta extratividade de proteina e¢ acido nucléico
somente € obtida apds desintegracao mecanica (87).

A producao de biomassa e a redugaoc de carboidratos foi
estudada por ADMASSU, W. et alii "em  processo de fermentagao
continua em 2 estagios com alimentagdo simulada de rejeito de
processamento de batata. A levedura amilolitica Saccharomycopsdis
f4ibuligena cresceu no 1° estdgio e uma mistura de S. {Libuligera
e 0, utilis foram usadas no 29 estagio. Todas as condigdes para
o 1% e para ¢ 2° estagios foram fixadas exceto a vazdo do meio
do 2° estagio. A maxima produgac de biomassa ocorreu na taxa de
diluig¢ao do 2? estagio, D, = 0,27 h™t. a reducio de carboidra-
tos fol inversamente preoporcional a D, na faixa de 0,10 eiLSS?f?

Conforme ADMASSU et aliil, NISHIOQ, N. et alil wusando
meic composto de casca de laranja hidrolizada, detecfﬁu 56% de

eficiencia da utilizacgaoc de agucar redutor, ¢ determinou o ren~
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dimento do crescimento para consumo de agucar redutor (g.g_l)

em . utifis que foi de 0,48 (4).

Segundo os Anais do Simpdsio sobre SCP, realizado em
1983 na Indonésia, a conclusac fol de que os microrganismes mals
recomendaveis para aplicacaoc em alimentagdo humana sao Saccha-
romyces cerevdsidae e Cand&da utilis. A composicao aproximada de
leveduras para alimentagdo humana, e valores nutricionais sac

apresentados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Composigao apreximada de leveduras para alimentagao

humana.
Leveduras Proteina (%) Gordura (%) Cinza (%)
Candida uftifis 53 7.0 8.0
Sacechanomyces cereviside 53 6,3 7.3

Tabela 11: Valores nutrionais das leveduras.

Valor Utilizacdo Liguida
Leveduras s
Biolbgico Digestibilidade da Proteina
Candida ufilis 32 -48 85 - 88 27 ~ 42
Saccharomyces cerevisiae 52 - 87 70 - 90 36 - 78

Conforme (231}.
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TUSE, D. também afirma que as leveduras (. ufilis sao
as mais utilizadas como fonte de proteina, corroborando com ou-
tros autores quanto as suas vantagens e desvantagens com rela-
cao a composigdo, valor bioldgico, etc. (z222).

BORZANI, E. e VAIRO, M.L.R. desenvelveram um método
simples para medida de fracido de volume de células de leveduras
em sedimento ou suspensao. Determinagoes mostram que sedimentos
de celulas de leveduras de misturas de melacos completamente fer
mentados, levam a um valor de fragao de volume afetado por um
coeficiente de variagao igual a 1,89% e a uma massa especifica
de células igual a 1, 116 g.ml_l. Quando o método foi aplicado
a suspensao de células, o coeficiente de variagao de volume de

fracao de c€lulas foi 2,9% e a massa especifica 1,120 gmﬂ”l(EZJ.

2.3. Bacterias Fixadoras de Nitrogenio

Bactérias Fixadoras de Nitrogénio de vida livre ou as
simbioticas sdo amplamente distribuldas taxonomica, geografica
e ecologicamente.

KNOWLES, R. listou bactérias fixadoras de nitrogénio
e os habitats onde foram observadas suas ocorréncias. Dentre
elas citou, em termos de metabolismo: aerbbicas., facultativas e

anaerobicas.

1} Aerdbicas - Azotobactenifacea: Azotobacten chroococcum; Azo-
tobactern beifeadinchdid; Azoitobacten vdidnelandidi; Azotobacten
paspafi; Azomonas agafis; Az, Ansigndis; Az, macrocyfogenes;
Bedfeainchia dindica; B. mebildis; B, fLfuminensds, B, derxdd;

Derxca gummodd.
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Conynefenm: Coaynebactenium autofrophicum; Micebacte-
rium fLavum.

Methylobactenia: Methylococeus capsufatus; Methylomo-
nas methanitnificans [sindnimo Methylosdinus Lrichosporium)
Pseudomenas melhaniindglcans.

Spinitlacea {Taxonomia incerta): Spirdillum Lipoferum
(Azospiniflum ?); Aquaspinillum fasciculus; Ag. pernegirinum.

Chemolithotrophs: Thiobacillius fercoxdidans.

Facultativas Anaerobicas: Bacillaceae: Bacilflius polymyxa; B.
macerans; B. cdrculans.

Eutencbacteniaceae: Cditrnobacten freundidi; €. dnteame-
dius; Enternobacten acnogenes; E. cloacae; Erwdnda heabiloca
(Entencbacten agglomenans); Eschenichia cold (p/ manip. geng
tica) Klebsielfa pneumoniae; K. nubiacearum; Cammonellfa fLy-
phimurium.

Bactérias fototroficas: Rhodopseudomonas capsulafa; R.
gelatinosa; R. palustris; K. sphaencides; Rhedospiaillum Au-

brum; Rhodomicrnobium vandielldl.

Anaerdhicas Obrigatdrias: Baedi{llfaceaes ClLostaidium bulyricum;
C. pasteunianum; C. acetobutylicum; Desulfotomaculum orien-

L83 DL rumdwdls.

Afiliacgdc incerta: Desulfovibaic desulfunicans; D. vulgaris;

D. gigas; Methancbacterium cmelianahii.
Sulfo-Bactérias Fototrdpicas: Chlorobium Limicofa; €. Lhio-

subfatophilum; Chromaiium minuissimum; U, vinosum; Eetohion-

hodospina shaposhnikovddi,
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Segundo o autor quanto aos sistemas de fixagdo de N,
em relagdo as fontes de energia, a bactéria fixadora de nitro-
génio heterotrofica depende direta ou indiretamente da fotos-
sintese da plahta para seu suprimento de energia e carbomno. A
degradacdo de residuos de plantas suporta assim fixadores de ni
trogénio em muitos habitats nos quais a razao de carbono para
nitrogénio & alta. Fixadoras de nitrogénio heterotroficas, pre-
sentes dentro ou perto de ralzes de plantas, sao consideravel-
mente vinculadas a fonte final fotossintética, sendo os organis
mos referidos como melhores, mais efetivos e eficientes em sua
habilidade de fixar N,.

Comenta o autor que, guanto aos sistemas assoclados
com a vida das plantas, as bactérias fixadoras de N, observadas
dentro da regiao da raiz das plantas, inclui aerobicas como Azo
tobacter, Beifeninchia, Denxia e Spindfium, Facultativas anaero
hicas como Bacillus, Entercbaciten, KlLebsiella e Rhodopseudomo-
nas, e anaerobicas obrigatorias como CLosiridium e provavelmen-
te Desulfovibaium. Esta bactéria deve esfar presente em locais
que diferem na disponibilidade de carbono organico e na intensi
dade da competicao do microrganismo por este carbono. Assim elas
devem colonizar a mucilagem da extremidade da raiz onde ha um
continuo suprimento de polissacarideos e casca de capa das célg
las da raiz, assim como a mucilagem encontrada ad longo da raiz.
Fora da raiz, fixadoras de Nz estao presentes na rizosfera, a
qual € a parte do solo influenciada pelas exudacgoes e ativida-
des metabdlicas da raiz e na qual a viabilidade do carbono, oxi
génio e nitrogénio combinado deve ser bem diferente daquela mno
corpo do solo. A raiz atua como fonte 1iquida de carbono organi
co, depbsito de N, inorganico, e também uma fonte ou depdsito
de oxigénio dependendo se o sistema € mais ou menos anaerdbico

e saturado de dgua, ou anaerbbico e terrestre (102).
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De acordo com DOBEREINER, J. década de 70, a pesquisa
em varias partes do mundo tropical revelou a existéncia de asso
ciagbes de bactérias fixadoras de nitrogénioc com vidrias grami-
neas forrageiras tropicais e cereais. A contribuic¢do destas as-
sociagbes € muito varifivel mas pode atingir potencial substan-
cial., O seu melhor aproveitamento se prende & interpretagio e
compreensdc da sua natureza. Os primeiros resultados indicam pa
pel importante das bactérias do género Azofobacter paspali em
Paspalum notatum (61, 62).

DOBEREINER, J, mostra que dados obtidos com o método
de reducao de acetileno com blocos intactos solo-planta, guando
extrapolados tentativamente para valores por hectare, indicam
fixagdo de até 400 gN/ha por dia em gramineas forrageiras e tri
go. A fixagio de N também pode ser determinada pela incorpora-
cdo de nitrngénio mciecular'Nz marcado com seu isdtopo, peso

15

N Cita ainda que as gramineas apesar das vantagens da fo-

2
tossintese mais eficiente., n#o possuem nddulos e ndo parecen pos
suir leg-hemoglobina ou outra substancia semelhante, o que tor-
na a fixacdo de N, muito mais varifivel e dependente de efeitos
ambientais e climfiticos. Isto ndo somente dificulta a avaliacio
da contribuicdo real destes sistemas, mas também limita a <ua
melhor exploraclo pars a agricultura, A identificacho das bhac-
térias responsdveis pela fixac3o de N, requer a demonstracdo de
interacdes planta bactfria que justifiquem a distingdo entre um
convivio ocasional e uma associacio simbidtica {56).

Foram constatados em 1961, pelo autor., aumentos sele-
tiyos de bactérias do género Bedjerinchkia sob vegetagio de cana
de aglicar. especialmente da rizosfera destaplanta (55). Também a

ocorrencia gquase que exclusiva de Azotobactex paspald na rizos-



fera de Paspafum notatum (Grama batatais) prova interagoes mui-
to estreitas entre uma planta € uma bactéria fixadora de nitro-
génio. Semelhantemente, isolinhas de trigo com substituigac ape
nas de um par de genes, se tornaram seletivas para um Bacilflus
que fixa N, {(63).

Segundo o mesmo autor, &s caracteristicas importantes
para fixagdo de nitrogénio, ou simbiose planta-bactéria, sao apre
sentadas a seguir (63}

1. Planta:

1.1. Conversioc eficiente da energia solar.

1.2. Disponibilidade de excessos de produtos fotos
sintéticos.

1.3. Formagdo de nddulos ou estruturas corresponden
tes que oferecem: Protegao mecanica, “acesso
ripido ao oxigénio no sitic, via especifica
de assimilacio de amdnia capaz de assimilar

concentracdes muito baixas.

2. Bactérias:

2.1. Metabolisme oxidativo.

2.2. Mecanismo de reconhecimento da planta hospede.
2.3%. Infeccao das raizes e multiplicagao interna.
2.4. Fixagao de N, sem multiplicaclo de células.
2.5. Excreg@o do NH, fixado (de repressao da nitro

genase) .
2.6. Mecanismos alternativos de protegac da nitro-

genase contra oxigénio se a planta nao oferece.

BECKING, J.H. estudando o género Bedljeninchia que COm
preende uma bactéria fixadora de nitrogénio especifica aerobica,

também conhecida como Azofobacten indicum conforme STARKEY R.L.
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e DE,P.K., (204) encontrou este microrganismo em alguns Solos de
Bogor (Java, Indomésia) e propds um novo nome de Bedjfeadnchdia
para este, em vistadas caracteristicas culturais e diferengas
morfolbgicas, gque o distingue de outras gspécies de Azotobactexr,
DERY, H.G. (52, 53) adicionou a este género novas espécies, B.
mobife e uma variante, B. 4ndéca, var. Alba.

Em contraste a bactéria fixadora de nitrogénio do ge-
nero Azofobacier, ha pouca informagdo da distribuigdo dos repre
sentantes do genero Bedjendnchia em solos. A Bedjeadinckia fol
relatada nas seguintes localidades: India, Burma, Malasia. Ja-
pao, Norte da Australia, Costa do Marfim, Madagascar, Tangani-
ca. Suriname e Rrasil (Rio de Janeiro). (17)

Sepundo o autor, ambas as especies, Azofobactex e
Bed fendinchia, crescem desde os 160C, mas Bedferdinekia nao cres-
ce além dos S?OCK enquanto que as cepas de Azotobacten cresce-
ram aldm de 40°C até 45°C. Quanto a sobrevivéncia a baixas tem-
peraturas, as cepas de Bedlfeadnchia podem ser mantidas por pe~
riodo de 3 a 4 meses a temperatura de 10%¢. Apds 10 meses nesta
temperatura, apenas poucas cepas cresceram sob condigbes mnor-
mais, cresceram lentamente, ou produziram menos colonias, Ou
ndo cresceram, em placa com agar. Suspensac de Azotobacten
chroococeum e Azotobactesr vinelandii tratados da mesma maneira
tiveram bom crescimento.

Em relacho ac pH, continua o autor, € bem conhecido o
fato de que a ocorrencia de Azofobacien em solo requer um valor
de pH de 6.0 ou mais. Em alguns casos anormals apenas, cepas de
Azotobacter apresentam resistencia a reacgbes acidas. Visto que
a Bedjendinckia tem sido frequentemente encontrada em soles aci-
dos. o autor estudou a relagaoc entre a ocorrencia de Bedlfeadn-

chia e o pH do solo. As malores percentagens da Sua ocorrencia



em solos foram em faixas de pH 5.5 & 5.9 (74.2%) e em 5.0 a

5.4 (64,3%). A valores altos e baixos de pH, um decréscimo gra-
dual em percentagenm da Bed ferndnckia em solos foi observado; a-
haixo de pH 4,0 e acima de pH 7.4, esta inteiramente ausente.
Azotobacten esteve ausente em todos os solos com pH abaixe de
6,0. A percentagem deste aumenta regularmente de pH 6.0 ao pH
7.5 e em todos com pH além de 7,5,

Em relacdo a nutricho mineral do género Bedjeadnchia,
o autor afirma que tracos do elemento molibdenio s@o essenciails
para a fixacgdo biolGgica de nitrogenio. O crescimento de Bed-
jeninckia foi efetuade em meio basico, livre de nitrogenio. com
a seguinte composicdo: agua destilada p/1000 ml:; glicose 20,0 g:

K,HPC, 0.8 g; KH,PO 0.2 g, MgSO4.7H20 0.5 g; FeClg.CHZO G,05 g;

2574
8 0,005 g; Zn5046H

4

Mn804.4H2

., 2H

0 0,005 g, CuS0,.5H,0 0.004 ¢ e

2
0 0,005 g; pH 6.,9.

4

NaMoO

4 Z

O autor afirma também que as cepas de Azcofobacten cres
ceram em um meio similar, mas o fosfato foi alterado para
I{EHPO4 0,1 g/1, e foi adicionado CaCO3 4,0 g/1, devido a muitas
cepas exigirem cdlcio para crescimento, além de elevar o pH @
um valeor ideal {(17).

A influéncia de metais na fixacdo de nitrogenioc foil
bastante estudada por BECKING, J.H., testando Ca, Fe, Al, Ti,
Mg, Mn, Mo, V. Cu, In, e também fosfato PO?“ (19) .

JENSEN, H.L. estudou a . influencia do molibdenio,
cdlcio e agar na fixagdo por Azotobacter Lndicum, constatando
que esta bactéria requer este elemento para a fixagdo, corrobo-
rando observacdes de outros autores, sendo que o efelito inlcia
a uma concentracdo de Mo de 00,0001 a 0,001 ppm, e a concentra-
cic Otima € de 0,1 a 1.0 ppm Mo (96).

Com telacdo a fixagao de nitrogenio em Azoiobacfea vdi
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nefandii ALLISON, R.M. e BURRIS, R.H. aplicando N%S no estudo

da cinética de fixacgao de N,, mostrou que dentre os produtos 150
lados de células e do meio, amida N ou amonia aumenta rapidamen-
te em fungho da concentragao de N%S. Quande a percentagem de N%S
total encontrada em cada processo & plotada versus tempo, a ami-
ds N das células e a amonia do meio exibem inclinagdc mnegativa
caracteristica de produteos primarios de fixagao.

DALTON, H. estudando o efeito do oxigenio no crescimen
to de Azotobaeten chroococcum em cultura continua e batelada, Te
latam que as observacbes feitas sugerem dois mecanismos na célu-
la para proteger 0s componentes de nitrogenases sensiveis ao oxi
génio: aumento da respiragdo para eliminar o excesso de oxigenio
e um estado conformacional da nitrogenase que previne danos pelo
0, (48).

SENIOR, P.J. et alii estudaram a limitagdoc de oxigenio
na formacio de poli-B-hidroxibutirato em cultivo em batelada €
continuoc de Azotobacten bediendinchii{ e discutem em rvelagao a for
macioc deste composto. A eficiéncia de crescimento e rendimento
do crescimento durante o crescimento em glicose, sugerindo que
poli-B-hidroxibutirato & produzido em resposta a limitagdo de o-
xigénio e representa nac apenas uma reserva de carbono e ener-
gia, mas também um escoadouro de elétron no gual o excesso de po
der de reducao pode ser canalizado. (191}

LEES, H, e POSTGATE, J.R., em cultura de Azofobacdex
chroococcum, mostraram uma relaclo inversa entre a formagao de
biomassa e a taxa de diluicado, avaliada pelo aumento do contelido
de polissacarideo e poli-B-hidroxibutirate (111}.

SUTO, T. isolou previamente uma cepa de Azgfobacfer spp
Zcido tolerante, de solo de cinza vulcénica acida no Japao, apli

cando a técnica de placa de solo. Pelas suas caracteristicas, o
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microrganisme foi identificado como Azofobacter 4ndicum. Este
distinguju-se em varios aspectos de outras especies de Azolobac-
tenigceae como A, agile e A, chroococcum, (Seu pequeno tama-
nho. crescimento lento, producao vigorosa, e crescimento em meio
acido) (211},

Qutro microrganismo também encontrado em solos de cana
yiais & a Deaxia que de acordo com pesquisa de BECKING, J.H. &
um organismo estritamente aerobico, basteonete, 1,0 -1.2 por 3.0 -
6.0 um, ocorrende iscladamente ou em peguenas cadelas, gram nega
tivo, formando massa gelatinosa consistente, onde exige molibde-
nio para o processo de fixacao de N. Apresenta catalase mnegati-
va, também crescendo e fixando nitrogénié sob pressdoc  veduzida
de oxigénio, € &cido tolerante, cresce lentamente a 15°¢, apre-
sentando 8timo crescimento entre 25-35°C, fraco a 40°C, nio cres
cendo a SOOC; Espécie: Deaxia gummosa. A eficiencia de  fixagao
de ﬁz varia entre 9 a 25 mg N/g glicose consumida, que é notada-
mepte menor do que com Azotobacfer e Bedjendinckia. Cresce desde
pH 5.5 a pH 9.0 (18).

CAMPELO, A.B. e DOBEREINER, J. estudaram Deaxdia spp
guando da ocorrencia em 100 amostras de solos dos estados de Sao
Paulo (Matde), Rio de Janeiro (Km 47), Pernambuce {Petrolina) e
Pari {Belém) com diversas plantas, predominando gramineas. Omeio
de cultura usado para isolar a bactéria fol um agar com fonte de
nitrogenic e com amido como fonte de energia, acrescentado de bi
carhonato de s0dio (Meio lipman).

Segundo os autores, Deaxia 4p foi encontrada em 365% do
total de amestras. parecendoe gue o maior teor de umidade do so0-
1o favoreceu essa ocorreéncia. Assim 77% dos solos inundados, 36%
de solos Umidos e apenas em 13% dos solos secos apresentaram es-

ta bactéria. Sua ocorréncia € mais frequente nas raizes (33%5) do



que no solo mais afastado (26%). Ocoerreun numa faixa de pH com
preendida entre 4,5 e 6.5, sendo a ocorrencia mais frequente

(47%) entre 5,1 a 5,5 (36).
2.4. Cultura Mista

DOMMERGUES, Y. e MUTAFTSCHIEV, S. comentam pes~
quisas de fixagdo de nitrogenio apresentadas por vadrios  auto-
res, particularmente sobre Azotobacter e Beijerdinckia, citando
que nio hi referéncia ac desenvolvimento destes em presenga de
putros microrganismos, e sim sobre o Seu desenvolvimento isola-
do e dentro do solo; comentam que devem ser analisados as in-
teracdes antagonicas ou benéficas, que designaram como sinergis
mo .

Os autores apresentam resultados preliminares sobre
uma associacio sinergética de dois microrganismos que coexistem
muito fraquentementé em solos tropicails, seguindo a mesma dis-
tribuiglo, para tanto usaram Bed fendinckia e uma levedura.

Usaram Red jeadlnckia e Lipomyces Afa&kegi C79 e C81 (Ta

helas 11 e 12}.

Tabela 11: Experiéncia 1, resultados em mgN/60 ml meio.

Cultura de Cultura para Cultura Mista
Leveduras
Levedura Bedjeninclia {ndica Levedura + B, 4ndica
C79 0,3 2,3 12.5
C&1 0.5 1.5 12.3




Tabela 12: Experieéncia 2, duas cepas de Bedjfeadinchia {§Luminen-
444 com uma cepa de levedura Lipomyces stankeyc (78

~ resultados em mgN/60 ml meio:

B.E.N Cultura Levedura Caltura B. Cultura Mista Levedura
Pura fLumdinensis Pura + B, fluminensdis

BFD 031 Ssl ??4

BF3 0,1 1,6 4,3

Na experiéncia 3, avaliaram a influencia da presenga
ou nao de filtrado de cultura da levedura lLipomyces stankeyl C79
na fixacdo de nitrogeénic da cepa de Bedijendnckia indica DSAT,

(Tabela 13).

Tabela 13: Resultados da mgN/60 ml meio:

Mistura Sem Mistura ¢/ Filtrado Mistura c/ Filtrado
Filtrado Nao Concentrado Concentrado
Fixacao N, 7.2 7.9 8,8

0s auteres concluem que a fixagao de N, molecular por
Bedjendinckia indica e Beifendinchia {Luminensdis € muito aumenta
da se estas sao cultivadas em presenca de uma levedura oligoni-
trofica difundida nos solos tropicais [{Lipomyces starheyl) veri

ficaram também a pequena influencia do filtrado da levedura na

fixagac de N,. (62}
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3. CINETICAS DE CRESCIMENTO

Em processos fomentativos, principalmente em grande es
cala, o conhecimento da cinética destes torna-se importante, pa
ra que se possa melhor entendé-los bem como desenvolver possibi
lidades de otimizacao e simulagac, visando simplificar e dimi-
nuir o acompanhamento experimental, PRADELLA, J.G.C. {1606).

Fncontramos dois tipos de modelos para a descrigac da

cinética de processos fermentativos:

1. Modelos Nac Estruturados: Descrevem a cinética de
maneira global para o crescimento celular, formagao

de produto e censumo de substrato.

7. Modelos Estruturados: Descrevem as mudangas dos com
ponentes quimicos intracelulares em fungac do tempo,
relacionando-se com o crescimento celular, formagao

de produto e consumo de substrato.

Segundo o autor, os modelos nao estruturados langam mao
de parametros globais de um sistema fermentativo, tais como, ¢on
centracio celular, concentragao de substrato e concentragao de
produto,

Alguns autores propde relagoes matematicas para descre
ver a cinética de um processoc fermentativo (5. 50, 75, 76). Se-
gundo eles o modelo c¢inético de MICHAELIS-MENTEN & adeguado ao
Processo.

A equagao a seguir ¢ conhecida como equagao de MICHAE-
ELIS-MENTEN. onde Km é a constante de MICHAELIS e Vmax € a velo
cidade maxima de formagio do produto {corresponde a situagao em
que toda a enzima se encontra na forma de complexo, enzima £

substrato). onde podemos calcular a velocidade de formagao dos
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produtos v, sendo S a concentragao do substrato.

- vmax - S
Km + &

Figura 13: Representacac da equagaoc de MICHAELIS-MENTEN:

v
VoK t — — o e s s i e e e o o e e
vmos, e s —
A
2 \
i
]
i
i
! Km S

Continuando, os autores expoe que, considerando-se que
entre os instantes t, et a concentragac do agente de transfor
macdo (microrganismo) deve ter sofrido uma consideravel wvaria-
cao, nﬁé faz sentido compararmos simplesmente as diversas velo-
cidades nos respectivos instantes, pois podem ser o resultado
de uma diferente concentragdo do agente de transformagiaoc. Pro-

curou-se resolver o problema definindo-se Velocidade Especifica.
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Figura 14: Representagao de um processo fermentativo:

8

CONCENTRACAO

4

S

TEMPO

a) Velocidade especifica de crescimento do microrganismo:

_ dx
Hx = .
X dt

b) Velocidade especifica de formagao do produto:

dp
X dt

vp =

¢} Velocidade especifica de consumo deo substrato:

1 as
X dt

Em um crescimento tipico de microrganismo por processo
descontinuo, destaca-se nitidamente uma fase exponencial de cres
cimento caracterizada por ux = umax = constante, (5. 767,

MONOD, J. (1331}, utilizando cultura pura de um mICTIOT
ganismo em meio Com um onico substrato limitante, apresenta ]

seguinte relacdo empirica para o crescimento:

A XL max . o

X dt ks + §

HX =



ande umax 6 a velocidade especifica maxima de crescimento guan
do a concentracio do substrato & ilimitada. Ks & a concentragio
do substrato para a qual a velocidade especifica de crescimento

vale umax/2, e ux a velocidade especifica de crescimento.
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MATERIAL E METODOS

1. MICRORGANISMOS

1.1. Foram utilizados os seguintes microrganismos fixadores
de nitrogénio:

Beljerdinchia 4p; B1059; B102; B5162; Azotobacter pas-
palli AXINC-IB11662: A.P. 31; A.P. 20, Azotobactenr vinelandid;
Desxda gummosa.

As cepas foram cedidas pelo Departamento de Microbio-
logia de Solos do CENA-Piracicaba e do Centro Nacional de Biolo

gia do Solo, EMBRAPA, Km 47, Rio de Janeiro.

1.2. A cepa de levedura Candida utilis foil cedida pelo Labo

ratdrio de Bicengenharia da F.E.A., UNICAMP, Campinas.

1.3. Os microrganismos foram mantidos em seus meios especi-

ficos nas condicgoes adequadas.
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2. MEIOS DE CULTURA

Z.1. Os meios de cultura para manutencgao dos microrganismos

apresentam-se no Quadro 1.

Quadro 1: Composigao dos meios de cultura solidos

COMPONENTES (g/1) MEIO 1 MEIO 11 MEIQ ITI
KZHP04 0,05 0,05 0,1
KHZPO4 6,15 0,15 0,4
CaCl,.2H,0 0,02 b.07% 0,02
FeC15 0,01 0,01 0,01
Mg804.?H20 0,2 0.2 0,2
ﬁaEMood.ZHZO 0,002 0,002 0,002
NaCl - - -
CaCO3 - 0.5 -
Sacarose 20 20 10
Extrato Levedura - ' - 0.4
Agar 15 15 15
Azul bromotimol 0,25 0,25 -
(indicador)

pH 7.0 7.0 7,0

OBS.: O meio I vpara Bedijerdnckia sp; o meio Il para Azotobacten
sp; o meio III para Peaxda gummosa,
- o pH foi ajustado antes de esterilizar a 121°¢ p/15 min,
com NaOH 10N e inclinado.
- Os meios IA, IIA e IIIA sdo respectivamente os meios I,
IT e 111 com substituicgac de 50% da sacarose por quanti-
dade proporciconal de vinhoto, em peso.
- Os meios 1B, IIB e IIIB sao respectivamente os melos I,

IT e ITI com substituicao total de sacarose por quanti-

dade propercional de vinhoto, em peso.
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- 0s meios de pre-fermentagao V, VI e VII tém respectivamen-~
te as mesmas composictes dos meios I, II e IIT sem o agar.
Utilizou-se 100 ml em frascos de 500 mi, esterilizados da

mesma forma.

2.2. Os meios liquidoes para cultivo, usando composicao com

vinhoto estao apresentados no Quadro 2.

3. MATERIA PRIMA

A matdria prima utilizada para o preparo do substrato
para fermentacgao, foi.o vinhoto da Usina Costa Pinto em Piraci-
caba, SP, colhida & 98°C, transportada em butijoes de plastico
de 25 1 para a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, De
partamento de Tecnologia de Alimentos, € mantida em freezer, -5
a -10°C. atd sua utilizagdo, por © meses aproximadamente.

0 vinhoto foi clarificado da seguinte forma: apos cem-
trifugacido a 3000 rpm, aproximadamente, poT 30 min., fol coloca
do em frascos e esterilizados em autoclave 2 121%¢ por 15 min.

A composicdo da 18 partida foi analisada no Laboratd-
rio de Controle de Qualidade da Copersucar, Piracicaba, SP, DTAG
EECC-Sertdozinho.

A composicac da 22 partida foi analisada no Laboratd-
rio da FEEMA, Rio de Janeiro, RJ.

As demais analises durante as amostragens dos diversos
experimentos em laboratorio, foram realizados no Laboratdrio de
Fermentagio do DTA-UFRRJ, Laboratorio de Scolos do DS-TA-UFRRJ e

Laboratorio de Microbiclogia de Solos-EMBRAPA. Algumas anilises
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fisico-quimicas, nitrogénio organico ¢ amoniacal, D.B.0. ¢D.Q.0.

foram realizadas no Laboratério da FEEMA, Rio de Janeiro.

4. METODOLOGIA

Procurou-se utilizar metodologia facilmente encontrada
na literatura e os procedimentos mais comuns, devido ao objeti-
vo deste trabalho ser a busca de um processo simples, visando a
sua aplicacdo em escala industrial.

Iniciaimente, procedeu-se aos testes preliminares, don
de escolhemos duas cepas para o desenvolvimento do trabalho. Uti
l1izou-se meios solidos com vinhoto e foram observados os Cres-
cimentos de colonias na superficie dos tubos ¢ placas. 0Os cres-
cimentos foram avaliados com a marcagéa de 0, +, ++, ++3+ b Ft,

até ++d+t,

4.1. Preparo de indculo de Beijeninchia sp e Azotobacter wvi-

nefanddidi

Utilizou-se o meic V e o meio VI para o Preparo do ind
culo de Beijenihckia sp e Azotobacten vinelandii respectivamente.
roram colocados 100 ml de meio em frascos de erienmeyers de 500
ml, utilizando~se suspensac de cé1lulas preparada a partir de cul
tura em tubo inclinado com meios 1 e 11 respectivamente, TesSsus
pensa em sol salina 0.85%, estéril, raspando a cultura com a pro-
pria pipeta estéril. Esta suspensac foi inoculada no frasco com
o meio liquido para se preparar o indculo, incubada em agitagao
até que se formasse umd suspensao consistente, com O aparecimen

to de uma goma, sinal do pleno crescimento., conforme ensaios pre
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o
liminares, & temperatura ambiente, 25 a 30 C. pH inicial 7,0, ¢em

agitador rotativo a 250 rpm por aproximadamente 60 horas.

Esta suspensao de consisténcia elevada, fol centrifu-
gada a 3.000 rpm, em centrifuga marca International Eguipment
Co.. e ressuspensa com solucgac salina 0.85% por duag vezes, com
as precaugdes de esterilidade normals. Em seguida foram tomadas
3 aliquotas para leitura de densidade Gtica, considerando-se un
cdlculo para diluigdo a partir dos valores obtidos em ensalos
preliminares, ou seja, valor minime de 0.8 de D.O. {absorban-

cia lida a 540 nm) em espectrofotometro Spectronic 20.

Vl.D01 = VZ.DOZ
vy = volume do inoculo
Do, = densidade o0tica do inaculo
Vz = volume do substrato (100 ml aprox)
DO, = densidade otica desejada

4.2. Preparo do indculo de Candida utlifis

Calecou—ée 100 ml do meio de cultura XV esterilizado
em frascos de erlenmeyers de 500 ml, inoculado com uma suspen-
sio de células preparadas a partir de culturas em tubos com meio
batata dextrose agar inclinado, ressuspensas com splugao salina
0,85% esteril, raspando-se e homogeneizaﬁdm—se com a propria pi
peta estéril.

Apds a inoculagao da suspensao no frasco, este fol in-
cubado em agitacio durante aproximadamente 20 horas, 4 tempera-
tura ambilente, ZS»SOOC, pH inicial natural, em agitador rotati-

vo a 250 rpm. ?
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A suspensio obtida foi centrifugada, em frascoe apro-
priado estéril, a 3.000 rpm durante 30 min. O procedimento  de
Tessuspensao e centrifugagao foi repetido por Z vezes.

0 material centrifugado fol novamente Tressuspenso en
sol. salina 0,85% estéril, e foram tomadas 3 alfquotas para lei
tura de densidade otica, considerando-se 0,5 de absorbancia a

540 nm, conforme procedimento citado, e do numero de células em

{amara de Neubauer.

4.3. Condicoes de fermentacao

0 cultivo foi feito em frascos de erlenméyers de 500 ml
com 100 ml de meio especifico para cada tratamento, em condi-
cOes estéreis, mantidos sob agitagdo em agitador rotativo a 250
rpm, a temperatura ambiente, 25-30°C, sendo feitas amostragens
de 6 em 6 horas, 12 em 12 horas ou 24 em 24 horas aproximadamen
te, e com pH inicial variavel. Em cada amostragem foram feitas
as determinacdes de nitrogénio total, densidade Gtica da suspen

sdo, numero de células e pH.

4.4. Relacdo Peso Seco X Densidade Otica

Foram feitas pesagens de cadinhos, secos previamente em
estufa 85°C até peso constante, com volumes conhecidos de amos-
tras, retiradas durante os cultivos e apos secagem, ate peso
constante. Feita a diferenca de peso e a média aritmética  das
repeticbes, os resultados foram transformados em g/1.

Apds o calculo da média aritmética da densidade otica
de cada repetigao, tirou-se a relacdo peso seco/densidade otica,

média para cada tratamento.
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4,5. Contagem de Células

0 niimerc de células de leveduras foi contado para cada
amostragem, acompanhando~se o crescimento e a concentracdo ce-
iular ac longo dos experimentos, utilizando-se Camara de Neu-

bauer em microscopio.

4.6. Determinagao de Nitrogenio Total

Foi utilizade o método de Microkjelddhl, (8) com o cal

culo de nitrogénio em ppm:

N(ppm) = Vac x Nac x mEgN, x 5 X 200 x 1600

Nppm = ppm de nitrogeénio
vac = yvolume de acido utilizado na titulagac
Nac = normalidade do acido (titulado previamente)
mEgN, = miliequivalente grama do nitrogénio = 0,014 g
4.7. Determinagdo de D.B.0..; B.Q.0.; Nitrogénio; Analises

Fisico~Quimicas

Foram feitas as determinagdes de D.B.O.., B.Q.0., (72,
73) nitrogénio organico, nitrogénio amoniacal, nitrogeénio total
e pH {8), pelo laboratorio da FEEMA, Rio de Janeiro, utilizando
metodologia padrio adotada pela instituicdo.

As amostras enviadas para anélise, foram tomadas no
infcio e no fim de cada tratamento, obtidos os valores médios

para as repetigoes.
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4,8, Métodos Matematicos Utilizados

4.8.1. Cinetica de Crescimento

Foi utilizado o método cinético de Keno, T. Asail, (103
para o crescimento celular supondo-se que este se da em 3 fases:
transiente, exponencial e declinio, sendo consideradas as fases
exponencial e declinio. Foram determinados o3 seguintes parame-

tros descritos a seguir:

1 - Fase exponencial, entre os tempos tl e 1C:

% = Xc.Exp [ KX. (t-tc) |

2 - Fase declinio, em tempos além de tc:

¥ = Xm (Xm-Xc) - Exp [~ Kg - Xe . (t-te) ]

Xm-XC

X = Conc. celular média

%o = Conc. celular média inicial

%1 = Conc. celular média ne inicio fase logaritmica

Y¢ = Conc. celular média no inicio fase declinio

¥m = Conc. celular média no final fase declinio

t = Tempo

to = Tempe fase inlcial

t1 = Tempo inicio fase logaritmica

te = Tempo inicio fase declinio

Ko = Coeficiente angular fase logaritmica - velocidade especifi

ca de c¢rescimento,

A estimativa dos diversos parametros cinéticos de cres
cimento, Xo, X1, Xc, ¥m. to, tl, tc, tm e Ky, foi feita seguin-

. . s
do os seguintes procedimentos:
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Plotou-se em papel grafico milimetrado as medias das concen-

tracdes celulares x tempo.
Tragcaram-se curvas pelos respectivos pontos medios.

Determinou~-se graficamente as derivadas dx/dt para os Tes-

pectivos intervalos de tempo.

Plotou-se valores de % em abscissa de dx/dt em ordenada, pa-
ra 0s respectivos intervalos de tempo, utilizando-se papel

milimetrado.

Pela intersecaoc das curvas formada por estes pontos sao obti
dos os valores de Xo, X1, ¥e, Xm. to, tl, tc, e Kg dado pe-

la tangente da reta OP.

dx /dt)
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4.8,2. Cinética do Acimulo do Nitrogenio

A variacdo da concentragdo do nitrogenic total foi con

siderada a partir dos valores experimentais, calculando~se a re

gressao ¢ escolhendo-se o coeficiente de determinagao do modelo
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que permitiu a maior aproxXimagao possivel. dentre 03 modelos 11
near., logaritmico, exponencial € de.poténcia, utilizando-se pro
gramas de regressac da calculadora HP-41C.

A partir da construcac da curva calculada, consideran-
do-se o melhor modelo, calculou-se a constante KN; fixando-se 05

valores de tn e No.

N N
N=No*Knln Ty | Ne No 1':?
N
N
N N
Kytn
N'N{;-*KN.?“ N=zNg#
q
tN N

4.8.%. Analises Estatisticas

voram feitas analises estatisticas dos diversos experi
mentos, visando observar OS dados mais significativos, para con
firmar os obietives propostoes por este trabalho. O desvio pa-
drip foi determinado, sendo feitas analises de variancia, de acor
do com GOMES, F.P. (83}, CONAGIN. A. (45), realizadas em micro-
computador do setor de métodos guantitatives - CNPMS - EMBRAPA-RI,

programa wgjistanva do "Centro Nacional de Sorgo e Trigo, EMBRAPA-

Sete Lagoas-MG".
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RESULTADGS

0 Quadro 1 mostfa o resultado do emsaio qualitativo do
crescimente das B.F.N. em vinhoto.

As Figuras 1, 2, 3 e 4 mostram OS resultados do cresci
mento de Bedifeainchia sp em meios I, VIiII., XI e XIV, respectiva-
mente.

As Figuras 5, 0, 7 ¢ 8, mostram os resultados do cres-
cimento de Azotobacter vinelandii em meios I, IX, XI1 ¢ XIV.res
pectivamente.

A Figura 9 mostra o ensalo de crescimente de €. uXifdis
em vinhoto clarificado, pH inicial 4.6 em meios XV e XVI, em ter
mos de peso  S€Co € nitrogenio total da suspensao e do  sobre-
nadante.

As Figuras 10 e 11 mostram o crescimento de C. utdldis
pH inicial 4,6, em meios XV e XVI, em termos de nimero de célu-
las, nitrogénio total da suspensio e do sobrenadante e pH no meio
V.

A Figura 12 mostra o pH da suspensao e do scbrenadante

de ¢. utifis no meio XVI.
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A Figura 13. mostra o crescimento simultaneo de €. uid
tis e A. vineland{{ inoculados no mesmo jnstante e apos 12 ho-
ras. em meios XV, padrao e XV1, em pH inicial 4.6, em termos de
mmero de células e nitrogenio total,

As Figuras 14, 15 e 16 mostram o crescimento de C. wld
Zis e A. vinelandil, inaculados simultaneamente em meio XVI e C.
wiifis em meio XV como padrac e C. utilis em meio XVI, em termos
de peso seco da suspensac, numero de células, nitrogenio total
da suspensaoc e do sobrenadante, em pH matural do vinhoto clari-
ficado..

As Figuras 17, 18 e 19 mostram o crescimento de C. il
Pis e A. vinefandid inoculados simultaneamente em meio XVI, C.
wiilis em meio padrao XV e L. wfilis em meio XVI, em termos de
peso seco, nimerc de células, nitrogénio total da SuSpensao &
do sobrenadante em pH inicial 6,0.

As Figuras 20, 21, 27 e 2% mostram o cyescimento de C.
utilis © Bedifjendinchia sp, inoculados simultaneamente em melo XVI,
c. utilbis em meio padrao XV e C. ufilis em meio XVI, em termos
de pesc seco da suspensdo, numero de ¢células, nitrogénio total
da suspensao e do sobrenadante e variagao do pH, em pH inicial
6,0.

0 Quadro 2 mostra D.B.O., p.Q.0. e nitrogénio organico
dos sobrenadantes inicial e final dos tratamentos.

0 experimento cujos resultados corresponden as Figuras
de 17 a 23 e ao Quadre 7, foi tomado como significativo para Q@
c5lculo dos parametros cin€tices adlante.

As Figuras 24, 25 e 26 mostram o crescimento de C. wfd
£is € Beijz&&makia.ueinoculados simultaneamente em meio XVI, C.
utifis em meio padrdo XV e C. witilis em meio XVI, em vinhoto da

segunda partida, colhido na mesma usina, em TETMOS de peso sSeco
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da suspensac, numero de células, nitrogénio total da suspensao
e do sobrenadante, em pH inicial 6,0.

0 Quadro 3 mostra D.B.O., D.Q.0., nitrogenic total, ni
trogénio organico e amoniacal e pH, dos sobrenadantes inicial e
final dos tratamentos.

As Figuras 27, 28 e 29 mostram O crescimento de C. ufg
Lis e Beijerndinckia sp inoculados simultaneamente em meio XVI,
¢. wtilis em meio padrdo XV e C. utilds em meio XVI, em vinhoto
da segunda partida, em termos de peso seco da suspensdo, NUmMero
de células. nitrogénio total da suspensdo e do sobrenadante em
pH inicial ©6,5.

0 Quadro 4 mostra D.B.0., D.Q.0., nitrogénio total, ni
trogénio orgdnico e amoniacal € pH, dos sobrenadantes inicial e
final dos tratamentos.

Os Quadros 5 e 6 mostram OS valores experimentals e oS
coeficientes de regressao das curvas calculadas a partir destes,
para o calculo dos parametros cinéticos do experimento tomado co-
mo significative, citado anteriormente. O Quadro 7 mostra Os pon
tos calculados das curvas de peso seco e numero de células. 0
Quadro 8 mostra os pontos calculados das curvas de nitrogenio
total.

As Figuras 30 e 33 mostram &as Curvas calculadés, utill
zadas para cileulo dos parametros Xo. X1, Xc, X.m, e de Kx, to,
tl, tc e tm, respectivamente para pesc seco de células,

0 Quadro 10 mostra as equagoes cinéticas propostas pre
liminarmente, para estimativa das curvas de cresgimento.do expe
rimento de crescimento simultaneo de Beijerinckia sp e (. ulilds
no meic padrio XV, e no meio limitante em nitrogeénio, XVI.

A Figura 31 mostya a curva calculada para numero de cé

2
1as.
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A Figura 32 mostra a curva calculada para nitrogenio
total, utilizade para o cialculo de Kn e Xn nos tres tratamentos.
A Figura 34 mostra a configuragao espacial das curvas
de peso seco, numero de células e nitrogénio total, do experi-
mento de C. ufdilds e B@ijei&nc&ia sp em pH inicial 6,0, para oS

32 tratamentos utilizados.
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DISCUSSAQ

Foi feita inicialmente a escolha das cepas de Bacté-
rias Fixadoras de Nitrogenioc (BFN) levando~se em conta caracte-~
risticas que preenchessem as condigdes dos experimentos, tendo
o vinhoto come substrato. Em seguida foi realizado um ensaio
qualitativo em meio s6lido com substituicio de 50% do agucar,
proporcionalmente. pelo vinhoto, observando-se em termos visuais
o desenvolvimento das colonias em sua superficie, Quadro 1.

As c¢epas gque alcangaram melhores crescimentos foram
Bodifeninchia ap (CENA}, Azotobacten vinelandid (CENA) e a Den-
xia gummosa (CENA}. 7. gummosa foil descartada por apresentar di
ficuldades no manuseio € No crescimento em meio 1iquido.

0s resultados dos experimentos com Redjerndlnehia 2p nos
meios XI, e XIV, Figuras 3 e 4, mostrou que esta € capaz de cres
cer em substratc com virdhoto, aumentando sua massa celular 7,33
vezes em vinhoto pure, bem como O nitrogeénioc total da SUSPensan
em 41% no mesmo meio, em aproximadamente 72 horas.

As Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 ilustram OS resulta
dos. em termos de crescimento e aumento do nitrogenio total, es

tando de acordo com comnsulta feita pessoalmente a Dra. Alaides
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P Ruschell ¢ & Dra. Maria José A. Sampaio (CENA - Piracicuba},
que informaram que as B.F.N. nao conseguem fixar N, em substra-
tos com concentracdes de nitrogénio mineral acima de 30 ppm, ndo
ocorrendo a inducgdo da enzima nitrogenase responsavel pela meta
bolizagdo do N, atmosférico.

Neste sentido as andlises feitas pela FEEMA, RJ, mos-
tram que o nitrogeénio inorganico do viphoto utilizado ndo exce-
deu a 20 ppm. Conforme Quadros 2, 3 e 4.

0s resultados do crescimento de Azoitobacten vinelfandid
nos meios de cultura XIT e XIV mostraram semelhancas no compor-
tamento desta em relacdo & Bedijerinchia 4p em vinhoto, apenas
apresentando crescimento mails rapido, alcangando 9 vezes o seu
peso inicial em 46 horas, ndo havendo diferengas significativas
em relacdo ao aumento do nitrogenio, com cerca de 44% em 58 ho-

ras. conforme mostram Figuras 5, 6, 7 e 8.

1. CRESCIMENTO DE C. wtilis

0s resultados iniciais dos testes realizados para a ve
rificacdo da concentragac adequada de {NHQ)ZHPOdeeNaEHPOg, para
a suplementacio do vinhoto na formulagso dos meios XV e XVI res
pectivamente, mostrarsm que & concentracao ideal foil de 0.,1% no
vinhoto clarificado, a gual passou a ser utilizada em todos 03
gxperimentos.

A Figura 9 mostra a diferenga do crescimento de (. uff
2is nos meios XV, padrio, e XVI, limitante emnitrogenio, em ter
mos de peso seco e do nitrogénioc total da suspensdo nomeio XVI,
e sobrenadante em um pento.

As Figuras 10 e 11 mostram a diferenga do crescimento

da C. utifis nos meios XV, padrao, e XVI, limitante em nitroge-
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nic, confirmando as previsoes. Pade-se cohservar que houve uma
reducio de aproximadamente 50% da concentracdo inicial do nitro
génio total, com as anilises feitas no sobrenadante apos 18 ho-
ras de crescimento em meio XVI, Figura 11, e de aproximadamente
65% no meio XV, Figura 10.

A Figura 12 mostra que nio hi diferengas significati-
vas na variacao do pH da suspensao ¢ do sobrenadante, chegando
4 6.3 em aproximadamente 30 horas. No meio XV, padrao, o pH che
gon & 6,7 em 26 horas aproximadamente.

A Figura 13 mostra que no crescimento simultaneo de C.
wtilis e A. vinelandii nao ocorreu variacdo significativa no
crescimento.das culturas inoculadas simultaneamente Ou coml & i-
noculacdo do A. vinetfandii apds 12 horas de crescimento da C.
wtilis, no meio XVI. Uma vez. que nic foram observadas dife-
rencas significativas entre 05 dois crescimentos, passou-se a
utilizar a inoculagdo simultanea dos dois microrganismos para
efeitos de facilidade de manuseio, bem como ajuste de técnica

para os experimentos subseqguentes.

2 . CRESCIMENTO SIMULTANEO DE C. wtifis B B.F.N.

Foram realizados experimentos parad observagao do cres
cimento da cultura mista de C. wtdfds e A, vinefandii em con-
traste com o crescimento de C. utilfis em vinhoto clarificado em
diferentes valores de pH inicial, seguindo ©S ﬁrocedimentos de -
senvolvidos até aqui, com o objetiveo de comparar OS efeitos da
cultura de levedura em meio padrao, em meio limitante em nitro-
génio, com a cultura mista no meio limitante em nitrogénio e ob

servar o sinergismo entre as B.F.N. e as leveduras.
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As Figuras 14 ¢ 15 mostram que houve aumente significa
tivo em termos de peso seco de células bem como do numerc total  de cé
julas, de aproximadamente 27% em 36 horas de crescimento em meio
XV], limitante em nitrogenio, comparando-se a cultura mista com
a cultura pura, em pH inicial, natural do vinhoto apds clarifica
do, de 4,15. 0 aumento do pH mostrou-se também significativo em
favor da cultura mista, comparativamente com a cultura pura, apre
sentando uma diferenca de aproximadamente 7% no pH final.

As Figﬁras 17 ¢ 18 mostram os resultados do mesmo expe
rimento anterior, em crescimento em meio XVI, porém com pH  ini-
cial ajustado para 6,0 com © ohjetivo de observar se¢ um pH mais
adequado ao A. vdnelandii{ promoveria diferengas no resultado fi-
nal do crescimento, utilizando-se a mesma técnica. Os resultados
mostraram que as culturas tiveram seus maiores pesos secos de ce
lulas a partir de 48 horas, com uma diferen¢a de crescimento em
favor da cultura mista de aproximadamente 78% se¢ comparado com a
cultura pura da levedura no mesmo meio limitante em nitrogénio.
Em termos de numerc total de células, mostraram uma diferenga de
50% em 96 horas em favor da cultura mista. O valor do pH final
mostrou-se como esperado, chegando a de 8,20 a 8,80 respectiva-
mente.

Como este pH inicial e as condigoes de cultive mostra-
ram-se satisfatdrias, pelos resultados élcangados, passou-s5e en-
- thdo ao crescimento da .cultura mista com Betjesdnckia 4p, nas mes
mas condigdes, visto as dificuldades e desvantagens apresentadas
pelo manuseio com a cultura de A. vdnelandid. )

As Figuras 20, 21 e 23 mostram os resultados do cresci
mento de C. utifis com Bedjerndinchia 4p em meio XVI? em pH ini-
cial 6.,0. Houve aumento significativo em termos de peso seco de

celulas, de aproximadamente 40% em 36 horas, em favor da cultura



mista, comparativamente com & cultura pura de levedura, caindo
para aproximadamente 15% apos 60 horas. Houve tambem aumento 51g
nificative do nimero de células total, de ©3% a partir de 12 ho
ras de cultivo, aumentando até 85% em 48 horas. O pH aumentou pa
ra 7.5 a 8.2 em aproximadamente 60 horas, para 05 trés tratamen
TOS .

As Figuras 24 e 25 mostram OS5 resultados da repetigao
do experimento anterior em meios XV, XVI, porém utilizando-se
de outra partida de viphote, coletado na mesma usina, porém em
outro periodo, procurando-se observar possiveis diferengas oca-
sionais por uma matéria prima que pudesse ter a sua composigao
diferente.

Os resultados confirmaram o comportamento do experimen
to anterior (Figuras 20, 2l e 23) em meics com © vinhoto da 1%
partida e pH inicial 6.0, com o aumento do peso seco de ceélulas
em 15% a partir de 24 horas, até 30% aproximadamente, em 7Z ho-
ras, em favor da cultura mista, com amostragens a cada 24 horas.
0 aumento do nimero de células total mostrou-se também signifi-
cative, com 56% aproximadamente a partir de 24 horas até  85%
aproximadamente em 48 horas, caindo até 10% em 96 horas. O pH
aumentou semelhantemente ao experimento anterior, atingindo de
8.0 a &,5 nos 3 tratamentos em aproximadamente 72 horas.

As Figuras 27 e 28 mostram 0 MESmMo experimento, utili-
sando-se do vinhoto da outra partida na formulacdo dos meios XV
.e XVI, porém com o pH inicial ajustado para 6,5, visando obser-
var-se possiveis alteragoes no crescimento das culturas em pH
inicial mais elevado.

Os resuita&os mostram semelhancas de comportamento em
relacao aos experimentos anteriores. O peso seco de células te-

ve aumento significativo de 30% aproximadamente, a partir de 7

68



horas. uté 00% aproximadamente em 45 horas, em favor da cultu-
ra mista, com amostragens 4 cada 12 horas. O numero de celulas
total também apresentou aumento significativo em favor do cres-
cimento misto com 23% aproximadamente & partir de 16 horas, até
559 aproximadamente em 53 horas. 0 pH também aumentou da mane1i-
ra esperada, chegando a de 7,56 a 8,10 nos 3 tratamentos, ¢n

aproximadamente 40 horas.

3. AUMENTO DO NITROGENIO

As Figuras 4 e B8 mostram oS testes iniciais de cresci-
mento de Bedljeninchia sp e A. vwinelandii sendo que estas fixam
nitrogenio em substrato com vinhoto, meio XIV. atingindo aproxi
madamente 41% de aumento do nitrogenio total da suspensdo para
Rei feninckia sp e 45% para o A. uvinelandii, em pH inicial 7,0.

Foi feito um teste para Se observar se O instante da
inoculacio da B.F.N. e da tevedura em cultura mista influencia-
ria o aumento do nitrogénio. O resultado do crescimento mostrou
que nac houve diferenca significativa entre o aumento do nitro-
genio total da cultura inoculada simultaneamente. com o A, vdine
tandii e com C, utilis, ou com inoculacio de A, vinefandid 12
horas ap6és a inoculagdo da C. wtilis, Figura 13. Foi wutilizado
o meio XVI com pH inicial 4.6 com amostragens 2 cada 6 horas,
durante 30 horas de crescimento.

A Figura 16 mostra OS resultados do crescimento de C.
utifis e C. utdilis com A. vinelandil em meios XV e XVI, pH ini-
cial 4.35. acusando um aumento significativo do nitrogenic to-
tal da suspensdo de aproximadamente 17% em 40 horas de cresci-
mento. em favor da cultura mista, COm amosSiTagens a cada 12 ho-

ras.
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A Figura 19 mostra a repetigao do experimento anterior,
com a confirmacdo dos resultados anteriores Com O aumento signi-
ficative do nitrogénio total da suspensdo, em favor da  cultura
mista, de 16% a partir de 48 horas, a aproximadamente 20% em 090
horas. com amostragens a cada 24 horas.

A Figura 22 mostra os resultados do crescimento de C.
utidis e C. witidis com Bedljerdinchia sp em meic XVI, pH inicial
6,0, em condicgoes semelhantes ac experimento anterior, com ¢ au-
mento significativo do nitrogenio total da suspensao alcangando
aproximadamente 47% em 60 horas em favor da cultura mista, Com
amostragens de 12 em 12 horas.

A Figura 26 mostra aumento significativo do nitrogenio
total de aproximadamente 42% em 96 horas de crescimento em fa-
vor da cultura mista, com amostragens de 24 em 24 horés.

A Figura 29 mostra os resultades do crescimente de (.
wtilis e C. utilfdis com Bedjerninchkia sp, idéntico ao experimento
anterior, porém com um pH inicial'é,S e com aumente significati-~
vo do nitrogenio total da suspensao, alcangando aproximadamente

32% em 43 horas de crescimento, com amostragens a cada 12 horas.

4, REDUCAO DA B.B.O. E DA B.Q.0.

A avaliacgi3o da redugao da D.B.0. e da D.Q.0. foi feita
apenas nos aitimos 3 experimentos, ou seja, nos crescimentos com
C. wtifdis e Bedfeninchia sp, quando se optou por estaculturamis
ta por permitir a homogeneizacac da biomassa produzida., facili-
tando operacgoes como pipetagem, centrifugacio e outras, propi-
ciando assim vantagens em termos de manuseio e repetitividade.

com uma melhor representatividade dos resultados.
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0s resultados apresentados pela FEEMA no Quadro 2 mos-
tram que houve uma reducado significativa da D.B.O. em 73% aproxi
madamente no meio XV, padrao, com 0. uitilis, e no meio XVI, limi
tante em nitrogénio, com C. utilis e Bedijeninckia 4p contra uma
reducao de 50% aproximadamente no meio XVI, com C. utifis pura,
em pH inicial 6.0.

A D.Q.0. reduziu 74% aproximadamente no crescimento de
. utifis em meio XV, padrio, 76% aproximadamente NO crescimento
misto em meio XVI, limitante em N, contra 44% aproximadamente no
crescimento de C. utifis pura no meio XVI limitante em N.

0 nitrogénio organico reduziu 96% no crescimento misto,
contra 91% nos crescimentos da ievedura pura nos meios XV € XVI.

Na repeticéo do experimento anterior com o vinhoto de
outra partida em pH inicial 6,0, os resultados apresentados pela
FEEMA no Quadro 3 mostram que houve uma reducdc da D.B.C. de 67% .
aproximadamente no crescimento de C. ufifis meio XV, padrao, de
75% aproximadamente no crescimento misto em meio XVI, limitante
em N e de 61% aproximadamente no crescimento da levedura pura &m
meioc XVI, limitante em N.

A D.Q.O. reduziu 75% aproximadamente mo meio XV, pa~
drac, com O crescimento de C. utilis pura, 70% aproximadamente no
meio XVI, com crescimento misto de C, utilis e Beije&&ﬁakia Ap,
e 68% aproximadamente no crescimento de (. ufifis no meio XVI.

0 Quadro 4, com 05 resultados apresentados pela FEEMA
do crescimento com o vinhoto de outra partida, de C. utdldis e C.
Wtilis e Bedfendinckia sp, em pH inicial 6.5, mostra gque  houve
redugao de 63% da D.B.O. no crescimento da levedura pura em meio
XV, padraoc, contra 55% nos crescimentos mistos e da levedura pu-
ra em meioc XVI, limitante em nitrogenio.

A D.Q.0. reduziu 65% aproximéﬁamente, com ¢ Ccrescimen

to de C. utifis em meio XV, contra 31% aproximadamente no cresci
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mento de C. ufifis ¢ Bedfeadinchia sp, ¢ 43% uproximadamente no

crescimento de C. utifis pura, ambos enm meio XVI.

5. PARAMETROS CINETICOS

Os Quadros 5 e 6 mostram O3 resultados experimentais e
os coeficientes das curvas para peso seco, numero de celulas to-
tal e nitrogénioc total, do experimento escolhido para o calculo
de equacodes cinéticas, ou seja, aquele mais representativo pa-
ra demonstrar este tipo de crescimento misto. Neste gxperimento,
onde foram crescidas a (. wtilis em meio XV, a C. utilis com @
Beljerinchkia sp e a C. utilis, ambas em meio XVI, as curvas de
peso seco e de nimero de células seguem o modelo logaritmico. As
curvas de nitrogénic, dos crescimentos da (. utdlfis, Seguem o mg
delo linear e a curva da cultura mista, de C. utdlis © Bedjenin-
chia sp, segue um modeleo exponencial para o aumento do nitroge-
nio total da suspensao.

0 Quadro 7 mostra os pontos das curvas de peso seco,
¥ ¢ d%/dt, para os trés tratamentos, calculados de acordo com 03
modelos do Quadro 6, e do nimero de células, Xc e d¥c¢/dt, para
ps mesmos intervalos de tempo.

0 Quadro 8 mostra os pontos das curvas de nitrogenio
rotal calculados de acordo com os modelos do Quadro 6, para 03
trés tratamentos.

0 Quadre 9 mostra OS parametros cineticos calculados a
partir das curvas tra¢adas pelos pontos dos Quadros 7 ¢ 8,

0 Quadro 10 mostra as eQuagoes cinéticas propostas, a
partir dos pardmetros calculados para peso seco e nitrogenio to-

tal, deste experimento escolhido como representativo.

72



Melos Cepas Flaca Tubos
B. 105a 4+ PR
B. 5162 + -+ ERaE
I B. 102 + 0
B. Flum. 0 ()
B. sp (CEM) F b+t g b
Ap- AX:{NCI?) +d P
: AP- 31 B oh ol o b
i1 Ap. 30 ++ e
AP. 20 o it
A. vinelandii (CEN}U kgt o+
111 D. gummosa (EMBRAPA) 0 0
D. gummosa (CENAJ ot P
M 4 la. 2a,
Helos Cepas Esterilizagao Esterilizacao
B, 105z -+ 4
B. 5162 + +
1A B. 102 0 a
B. Flum. 0 g
B. 5p (CENA) e F
AP. AXINC (3/6662) ok *
AP, 31 ¢ +
TIA AP. 2 + +
A. vinelandii b 4
TTIA D. gummosa (EMBRAPA} 0 0
' D. gummosa {CENA} + 0
B. 105a + 0
B. 5162 + 0
IB B. 102 0 0
B. Flum. 0 0
B. sp (CEN&) A+ +
AP. AXINC13/6662 e +
I1B AP, 31 { 0
AP, 20 { -
Av. vinelandii (CENA) . +
T1IB D. gummnosa {EMBRAPA) 0 0
D. gummosa {CENAJ + 0
Quadro 1: Teste gualitativo de crescimento em melos contendo vi

nhoto para a selegido preliminar das B.F.N., na tempe-

ratura amblente, (25«380C), apdos 4 dias de incubagéo.
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Fig. 10. Crescimento de €, utilis em Meic de Cultu-
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Fig. 12. pH da suspensdo e do sobrenadante de C.
utifis no Meio XVI.
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15. Crescimento de (. utifdis + A, vinelandid
em Meio XVI, €. utifis em Melo XV e XVI

em pH inicial 4,15. {(NGmero de célulasj.
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Fig. 16, Nitrogénio total de C. utifdis + A, vinefan
dii em Meio XVI e C. ut{fis em Meios XV e
XvI, pH inicial 4,15,
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inicial 8,0,
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Fig, 20, Crescimento de C. utdilfis + Bedi fendinchkia ap
em Meio XVI. e C. ufilis em Meios XV e XVI,
pH inicial 6,0. {Peso secn) .
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Fig. 21, Crescimento de (. utdifis + Beljeninckia sp
em Meio XVI, e (. utifis em Meios XVe XV¥VI,
pH inicial 6.0, (Nimero des celulas).
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Fig. 22. Nitrogenio total de C. utilis + Beifendnchia
sp em Meio XVI, e L. atilfis em Meios XV e
XvI, pH inicial 6.0.
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Fig. 23. pH do crescimento de €. utifis + Bedjerndn-
chia 4p em Meio XVI, e C. utifis em Meios
XV e XVI.
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_ D.B.O. D.Q.0. N Orginico
Amostra (mg/1) (mg/1) (mg/1)

Vinhoto Natural

Esteril, Clarificado, pH 6.0 14, 500 25,726 181
(12 Partida)

Tratamento 1 '

Vinhoto + {NHQ),)HPO4 0,1%

C. utilis ® 2,800 9,319 16

Tratamento 2
Vinhoto + NaZHP04 0,1%
C. utilis 5,200 14 562 15

Tratamento 3

Vinhoto + Na-HPG, 0,1%
C. utilis + fleijdrinckia spp 2,800 8,737 7,3
GQuadro 2: Analises de D.B.0O., D.Q.0., N. QOrganico, realizadas
pela FEEMA-RJ, do crescimento misto de €. ufdifas e

Bedljeranchia sp-, em pH inicial 6,0, vinhoto 1% partida.

D.B.0. D.Q.0. N Total N, Org, N Amoniacal pH

Amostra mg/1 mg/1 mg/1 mg/1 mg/1

vinhoto Natural
Clarif. esteril. 7.600  21.929 198 181 16,7 4,35

{2a. partida)

Tratamento 1
Vinhoto +

(MH_ Y, HPO, 0,1%
C. tdris®

-

., 500 5.517 58 57 1,8 9,00

Tratamento 2

Vinhoto + 2,900 7.103 52 50 23 g 25
Na HPO, 0,1%

C.%utilis

Tratamento 3

Vinhoto +

Na.HPO, 0,1% 1.800 6.689 76 73 2.8 8,24
. utilis +

Reijerinckia spp

Tratamento 4

Vinhoto +

Na,HPG, 0,1%

N32M004 0. 00075 2.400 6.886 48 45 3,3 9,35
£ "utilis +

Beijerinckia spp

Quadro 3: Analises de D.B.O., D.Q.0., Nitrogénio Total Organico
e ameniacal, pH, realizadas pela FEEMA, do crescimento
misto de €, ufilis e Eaije&igch&a s3p.., em pH inicial
6,0, vinhoto 22 partida.
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Fig. 27. Crescimento de C. utilfis + Bedfendinchia 4p em
Meio XVI e C. utifia em Meios XV e XVI, COm
vinhoto de cutra partida, pH inicial 6.5. (Pe

S0 Seco).
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em Meio XVI e C. utifis em Meios XV e XVI,
com vinhoto de outra partida, pH inlcial

6.5. {Nimeros de células).
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Fig. 29. Nitrogénio total de C. ufifis e Bedjerinckia sp
em meio XVI e [. uflfis em Meios XV e XVI, com

vinhoto de outra partida, pH inicial 6.5.
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Amostra D.B.O0. D.Q.0. N Total N Org. N Amoniacal pH

Vinhoto Natural
Clarificado en 6.5 g,000 20.412 161 152 8.5 .18

Tratamento 1
(&HQ]ZHPO4 0,1% 3.380 7.241 159 116 4.2 7.78

., utiiis

Tratamento 2
Na,HPO, 0,1% 4,000 11.654 84 758 4.8 7.64

¢, furilis

Tratamento 3 )
Na?PO 0.1% 4.000 9,949 61 57

C."utilis +
Beijerinckia spp

7.83

[#]
N
o)

Tratamento 4
Na HFO, 0,1% 4,600 11.585 70 65 5.0 P71

Beljerinckia spp

Quadro 4: Andlises de D.B.O., D.Q.0., Nitrogénio Total, Orgénico

e Amoniacal, pH, realizadas pela FEEMA.
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Tratamento Tempo (h) X XC X 108 Xn

1 0,718 0,46073 331.956
1* 318,244
z 0,517 0,46073 164,715
7% 0:00 318,244
3 6,918 0.,46073 157.679
3% 149,200
1 7,744 13,247 340, 886
2 12:00 3,684 3,253 156,957
3 4,286 5,470 154,070
1 8,508 18,12352 341,066
1% 183,387
2 3,718 5,685 154,431
2 24:00 98,237
3 4,608 7,990 167,601
3+ . | 102,834
1 10,672 23,693 328,437
Z 36:00 5,070 5,955 153,890
3 7,144 9,59365 184,109
1 10,053 19,710 339,262
1* 138,736
2 5,662 4,850 155,243
2 48:00 89,368
3 7,144 8,71527 199,624
3% 70,270
I 9,705 17,705 340,344
1* 98,324
2 6,253 5,555 159, 393
2* 60300 45,012
3 7,083 8,830 233,082
3% 59,084

Quadre 5: Valores Experimentais do Crescimento.
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Parametro RZ a b Modelo da

curva
1 0.96 1,14 2.3%6 LGG
Peso seco 2 0,906 0.65 2.36 LOG
3 .95 0.01 1.77 106G
Rc a. bc €.
1 0.89 3,60 4,3%1 LOG
No. Celula 2 0.61 0.93 1.20 LOG
3 .96 1.43 31.85 L.0OG
1 0.06 335,25 .06 LINM
Nitrogénio 2 0.18 159.74  -0.08 LIN
3 (.91 147.73 0.01 EXP

Quadro 6: Coeficientes de regressac calculados. (R=Coeficiente
de correlacdo; a = Coeficiente linear: b= Coeficiente

angular}.
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pectivamente.

167

PESD  SECD NOMERO  DE CELULAS
" T - " T 7 3
Tempo 1 2 3 1 Lf é/ 18 LB bg s 8 q
_ g g g 107 100 10

b/l g/l @/t gy yh o1 | 10 R Y Y

{ 5.718 g.517 0,918 § 0 { {0.461 0.461 0.461 © 0 4]

0.2 ~2.660 ~1.350 ~2,840 -3.340 -1,000 -1.710

0.4 -1.030 ~0.480 -1.610 ~0,350 -0.170 ~0.360

0.6 ~0.070 -0.010 -0.8060 1.400 0.380 0.430

0.8 0.610 0,370 -0.380 2.640 0.660 0.990

1.6 1.140 0.650 0.010 2.65 0.13 0.047 3.600 0.930 1.430 3.14 0.47 0.97

1.2 1.570 0.870 0.330 2.16 1.10 1.601 4.390 1.150 1.780

1.4 1.830 1.060 0,600 1.80 0.95 5.050 1.340 2.080

1.6 2,250 1.230 0.830 5.630 1.500 2.340

1.8 2.520 1.370 1.040 6.140 1.640 2.570

2.0 2.770 1.500 1.230 1.6% 0.85 0.16) 6.580 1.760 2,780 2.99 0.33 1.35%

2.2 3,000 1.620 . 1.400 g.7%: 7.000 1.880 2.960

2.4 3,200 1.730 1.550 0,701 7.380 1.980 3.130

2.6 3.390 1.830 1.690C 0.65] 7.720 2.080 32,290

Z.8 3.570  1.920 1.820 0.601 8.040 2.170 3.430

3.0 3.730 2.010 1.940 0.96 0.51 0.601 8.340 2.250 3.570 1.75 0,48 0.78

4.0 4.41 2.36 2.45 (.68 0.35 0.51] 9.58 2.59 4,13 1.24 0,34 0,56

.0 4,94 2.04 2.85 (.53 0.28 0.40110.54 2.86 4,56 0,96 0,27 0.43

6.0 5.37 2.87 3.17 0.43 0.23 0.32111.33 3.08 4.92 0.79 0,272 0.36

£.8 6.05 3.22 3.68 0.34 0.23 0.26112.57 3.43 L. 48 (.62 0,17 D.28
10.8 6.57 3,50 4.07 0.26 0.09 0.20113.53 3.69 5.81 (.48 0.14 0.22
1z.0 7.00 3.73 4.3 0.22 0.12 0.10]14.32 3.81 £.27 0,40 0.11 0.18
4.0 7.37 3.92 4.66 0,19 0.10 0.14114.98 4.18 6.537 0.33 0.10 0.15
16.0 7.68 4,08 4.90 0.16 0.08 0.12115.56 4,26 6£.83% 0.29 0.08 0.13
18.0 '
20,0 8.21 4,36 5.29 0,13 0.07 0.10116.52 4.52 7.27 0.24 .07 0,11
22.0 :
24,0 B.64 4.58 5.62 0.11 0.06 0.08{17.30 4.74 7.62 0.20 0.06 0.09
26.0 :
Z28.0  9.01 4,78 5,89 Q.09 0,05 0.07117.97 4.9% 7.92 (.17 0,05 0.08
0.0
32,0 9.32 4.94 6.12 D.08 0.04 0.06118.54 5.08 £.18 0.14 0.04 .07
4.0
6.0 9.60 5.08 6.33 0.07 0.04 0.05119.05 5,25 8.41 0.13 0.04 0.06
38,0
40.0 9.85 5.22 6,52 0,06 0.03 0.05119.51 5.35 8,62 (.12 0.03 0.05
42.0
44.0 18,07 5.34 6.69 0.06 0.03 0.04{19.92 5.47 2.80 0,10 0,03 0.05
36.0
48,0 10.28 5.44 6,84 0.05 0.03 0.04120.29 5.57 £.87 0.090 0.03 0.04
50,8
52.0 10.47 .54 6.98 (.05 0.03 0.04:120.64 5.67 a.13 0.09 0,93 0.04
54.0
“h&.0 10.64 5.63 7.40 0.0G5 0.02 0.04120.56 5.76 §,27 0,08 0.0Z2 8.04
5&.0
60.0 10.81 5.72 7.23% 0,04 0.02 0.03321.25% 5.84 .41 0.07 0.02 6.04
Quadre 7: Curvas de crescimento calculadas (peso seco e numero de

calulas.
Obs.: 1.2 & 3 referem-se aos tratamentos 1, 2 e 3 res~



X Y,

¢ (n) Xy (ppm) XN, (ppm) XN: (ppm)
0 335,25 159,74 147,73
1 335,30 150,67 148,72
2 335,36 159,59 149,73
3 335,42 159,51 150,74
4 335,48 159,44 151,75
3 335,54 159,36 152,78
6 335,60 159,28 153,81
8 335,71 159,13 . 155,89
10 335,83 158,98 158,00
12 335,94 158,82 160,14
14 336,06 158,67 162,31
16 336.18 158,51 164,51
20 336,41 158.21 169,00
24 336 64 159,90 173,61
28 336,88 157,59 178,34
32 337,11 157,28 183,20
i6 337 .34 156,98 188,20
40 337 .57 156,67 193,33
44 337 .81 156.36 198.61
48 338 .04 156,05 204,02
52 338 27 155,75 209,59
56 338,50 155,44 215,30
60 338 .74 155,13 221.17

Quadro &: Curvas de Nitrogenio Total. (Xi:=abscissa; Yi=:0rden§
da XNI, XNE, XN3==Curvas calculadas para o5 tratamen

tos 1, 2 e 3 respectivamente.
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Tratam. X1 Tll X Te Xm Tm Kx
(g/1) {h) {g/1) (h) (g/1) (h}
1 1.0 1.0 2.67 2.0 g.72 25,0 0,271
2 0.6 0.6 1,50 2,0 3.9 14,0 0,563
3 0,7 4.9 1,92 4,0 5,28 70,0 0,305

Quadro 9: Pardmetros cinéticos calculados
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1. - PESQ SECO:

111. - FASE EXPONENCIAL:

i

Exp. 1 Xy 0= 2.67.Exp. 0.271 (t-2,0)
Exp. 2. 32 = 1,50.Exp. 0.563 (t-2,00}
Exp. 2 XS = 1.92.Bxp. 0.305 (t-4.,0])

1V. - FASE DECLINIO:

)
1

Exp. 1. = 2,67.Exp. -0.12.(t-2,0)

el
u

Exp. 2. 1,50.Exp. ~0.35.(t-2,0)

|
8

Exp. 3. '3 1.9Z.Exp ~0.17.{t~4,0)

2. - NITROGENIO:
Ky = 1,25 ppm/h
a; = 335 ppm
a, = 1660 ppm
az = 148 ppnm

FASES 111 E TV:

Exp. 1.: XN, = 335

H

Exp. 2.: XN, = 160

it

Exp. 3.1 XNg 148 Exp (1.,25.%)

Quadro 10: Equagbes cinéticas propostas (peso seco e nitrogenio

totall.
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13

2.

CONCLUSOES

Beijeninchia sp e Azotebacten vinefandid utilizam o vinhoto

suplementado para crescimento e fixacao de mnitrogenio.

A levedura Candida wutifis tem um aumento significative no seu
crescimento, representado pela sua biomassa, quando em cultu-

ra mista com as bactérias fixadoras de nitrogenio.

0 aumento do nitrogénio total da suspensdo de celulas da cul-
tura mista de leveduras e B.F.N. ndo depende das fases de cres
cimento da levedura . utifdis, obedecendo a um aumento expo-
nencial simples, durante as fases de crescimente exponencial

e de declinio da levedura.

0 crescimento misto da levedura e das B.F.N. promove um razoa
vel abaixamento da D.B.0O. e da D.Q.0. do vinhoto, o gue se mos
tra interessante para um tratamento bioldgico primarioc deste

residuo.
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Observa~-se a formagao de goma, no crescimento, da Bedlferndnchia

sp e do  Azdtobacter vinelandidi em vinhoto suplementado.

0 crescimento com levedura eleva o pH do vinhoto suplementado

para além de 7.0.



SUGESTOES E RECOMENDACCOES

0 consume de substadncias presentes no vinhoto, tais como aci-
dos organicos, sais de potdssio, etc, com a produgdao de  uma
biomassa final passivel de ser utilizada de vArias maneiras,
além de promover o abaixamento da D.B.O. e D.Q.0. do socbrena~
dante, permite o seu retorno & lavoura sem que provogue pro-

blemas de desequilibrio no solo.

A Bedfeninckia sp por exemplo, esta presente na rizosfera da
spgqueira da cana-de-aclicar, o que aponta a possibilidade do seu

retorno 4 lavoura como fertilizante biolagice e inoculante.

Existe a possibilidade do aproveitamento da massa celular na
composicAo de ragoes e outros, resultando um sobrenadante com

a carga poluidora consideravelmente diminuida.

Existe ainda a possibilidade deste crescimento misto em insta
lachbes ja existentes de tratamento de residuos industriais, ti
po lodo ativado e outros, promovendo um tratamenio rapido com
retorno a lavoura e/ou recuperacgdo da biomassa produzida a um

custo acessivel em escala maior.
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Nio podemos afirmar que o nitrogenio utilizado para promover
o aumento celular das leveduras se deva a excrecdo de substan
cias nitrogenadas ou & morte das B.F.N., com vazamento de subs
tancias intracelulares no meio. Seriam necessarios outros es-

tudos visando-se observar e€stes mecanismos.

E possivel também estudar as possibilidades de se produzir go

mas a partir das B.EF.N., utilizando-se o vinhoto como subs-

trato.
Finalmente sugere-se o estudo de parametros em fermentadores

de cultura submersa de pequenos volumes e a ampliagdo de esca

1a, visando-se a adequacgao do processo para uma escala piloto.
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