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HESUMD

Uma linhagen de Aurechbasidium pullu

s isnlade dy
ma flor fol cultivada no bagagoe de cana de agﬁﬁar pretratado.
0 pagage ol aguecideo em WalH 4% a 1002C durante 15 min, la-
vado com agus corrents e secsdo & 95%C., Uma soluglo de sals
mineralis fol preparada e o bagago suspendido nela sendo a me
lhor proporcdo de bagago igual s 3%. A levedura cultivada no
melo bagago-sals dew a maxima atividade para Carboximetileely
lose depois de 48 h e o mimero de células por =l igual a 3.k x
1ﬁéfml depols de 72 h., 4 digestlbilidade do hagage fol de
23.3% e o nitregenio (segundo Kjeldahl) das células de levedy
ra igual a B.16%,



SUMMARY

A Aurecbasidium pullulans strain isolated
from a flower waz cultivated in sugsr cane bagasse pretres-
ted. The bagasse was boiled in NaOH 4§ at 100%C x 15 min,
washed with tap water and dried at 559C., 4 solution of mi
neral salts was prepared and the bagasse gsuspended in 1t
being the best proportion 3%. The yveast cultivated in that
mizture gave maximun Carboximethyleellulose activity after
48 n oand & cell number of A% x 1Géfml after 72 h., The ba-
gasse digestibllity was 23.% % and the yeast cells nitrogen
(Kjeldanl) 3.16%.



CAPITULO I
_ZNIRODUCED

4 ingestéo de microrganismos como alimsnio se faz
hé uns 60 anos, mas atualmente a idéia tem gido aspalh%%a de
vido & previsfo segundo as estat{sticas de gue dentro de al-
guns anos as fontes de alimentos nio serdo %gficiaates para
abastecer & crescente populacdo mundial. |

Existem razoes importantes pars pensar nos mlerors
ganismos (leveduras, h&etériasg fungos,; algas) como fontes de
alimentos as gquals 5803 o seu r%giﬁa desenvolvinento, ¢ o cop
trole que pode-se fazer nag condigdes de cultura. A reprody
¢Bo dos wicrorganismos o t85c rapida gque podem duplicar s mas-
sa de uma a duas horas como € o caso das leveduras e bacté -
rias. Por outra parte, dursnie a culfurs podem-se controlar:
a concentracdoc de substincias matritivas, o pH, & temperaturs,
a tenslo de oxigénio e z concentracic de células.

A malor parte da literaturs, experigncia g prody -
¢ao comercial de proteins unicelular peritence as leveduras o
ha vérios motivos para pansar nelas devido a qus durante 5o
culos elas teém sido empregadas pavra preparar csrveja, fermepn
tar vinho e fazer pio. A scelitacio do cheirsc e gosto das le-
veduras nesses alimentos permite uma féeil introdugée no mer-
cado, como alimentos per si mesmas ou como complemento de ou-
tros alimentos., Oulra razic pars dar gnfase as leveduras ¢ a
segurangs nas técnicas de produclo em grande ésaaia adgquirida

atraves da iﬁéﬁsﬁri& das levedurss e da industria do él&aalﬁ



Junto com o problema da falia de zlimentos no fu-
turo, existe atualmentes outro grands problema que e o amﬁmg
ilo de &@spard{ciag Industrials agrfcelas 08 guals sdo rew
novados anualmente por fotosintesis e blo-degradados lenta-
mente. For isso tem-se feito trabalhos com o obfstivo prin
cipal de utilizar estes res{duos que em geral sSo de baizo
custo e transformaz-los em substdncias Gtels psra a humanida-
de,

A velulose e o mais abundante res{duo da agrieyl-
tura a gual pode~se degradar sob & aclo de microrgant smos
produtorss de celulase, liberando og agﬁaarasg celoblose e
glicese, facilmente apra?eitﬁyaisy para o desenvolvimento
nicroblanc.,

0 bagago da cana de agucar representa 524 dos rew
s{duos celulosicos da agricultura sendo por isso incluide
entre ¢ grupo de materiais de interssse para utilizacho na
produgas de proteina unicelnlar,

Pelas razdes expostas fol felteo este trsbalho de
pesquisa durante o qual utilizou-se o bagago de cana de a§£
car como substrato celuldsics para obtencdo de proteina uni-
celular, O mlerorganismo emprepade fol um funge do génerﬁ

Aurecbasidium iscolado duma flor em nosszo Lahﬁratéfiﬁ,



CAPITULO II
REVISAC BIBLIOGRAFICA
GENERALIDADES

Frequentemente de um'terco a um meio da materia
seca das colheitas ¢ recolhida como grao, fruta, semente
ou outro produto primario. 0 resto da matéria seca da plan
ta ¢ residue ou produto intermediario e se deixa descompor
HO Campo ou ss acuﬁnla num dos PASSOS pasteriarés A0 Proggge
go da colheita. As vezes estes resfduos se acumunlam sm vo-
iume aonsi&erivel e constitue problema o seu &esperafﬁia,

Varios destes resfduos das colheitas tem potencial
scondmico e factibilidade tecnologica para ser wtilizados cp
mo Sﬁhstrains na produgic de protefna unicelular microbiana.

A celulose contida nos res{duos ¢ metabolizada pelos micro-

ergﬁnismas e portanto, os desperﬁfcias-fibrosos, 0S8 quais
contem uma fracao substancial de celulose sfo preferidos.
B2 alguns resfduos que contém fragBes significativas de aml
do, &éﬁegras solﬁveis, acidos organicos e prctsfna, mas 08
seus volumes s@ic menores comparados com os residucs celulow
sicos das colheltas e eles, com frequéncia, podem ser apli-
cados para outros fins. Os desperdfcios t{picos a serem con
siderados s#@io: as cascas e fibras dos grios de cereals, talosg
e espigas de milho e produtos intermediarios fibrosos como o
bagago de cana de aqﬁcar & 08 desperd{ciQSide vegetals pro -
cessados.

. #
0s resfduos celuldsicos apresentam varias vantagens



como substratos para obiengdo de prﬁﬁﬁ{ﬁ& unicelular. Bsses
res{duos sHo: at5310959 taﬁalmﬁmte.r@nﬂvévais, abundantes, oo
mung, geralmente baratos 2 ﬁgm.pmuaag alternativas de ssrem
utilizados,

Entretante, apresentam a &ésv&ntagem de Termentar
lantamenge gquando n3c s3o tratados previamente s ¢ diffeil
m&ni?ﬁléﬂiﬁSa

As velocldades e eficilnelas dos processos de bio-
degradacac dos ves{duos celuldsicos foram melhorados SWpTrEgan
do tratamentos alcalinos gue 530 mais baratos e menos eficiep
tes gque outros processos como a irradiacBo ultravioleta, moenda
forte ou hidrolise parcial acida (8). Foram estudados os
efeitos dos tratamentos qu{miceﬂ?ffgia@s ¢ enzimaticos realiza
dos sobre o bagagoe da cana de agﬁcar para sumentar a degrada-
cEO microbisna da eelulose, utilizando-a potencialmente como
substrato para o crescimento de Cellulomonas, O tratamento

com NaCH 4% por 15 min & 100%C aumentou a digestibilidade a

& N & . e
57,04, 0Us tratamentos com acido sulfurice s prepsragoes ds
celulase orua solubilizarsm z celulose mas nao sumentaram =

tibilidade., A moenda ou 2 coccdo a alta pressac do subg

CLEES
trato tiveram pouco sfelto pars sumentar a digestibilidade
dos substratos celuldsicos atacados por Cellulomonas. (182

Apezar de gque multos animals ¢ plantbtas possusm cely
s L . . e
lages nio btem um papel importants na degradsacac da celulose.
Por isso, os pesquisadores de celulases concentraram suz atep

¢8o nag celulases produzidas por micro-organismos. Oz fungos



tém sido ohjeto dos maleg intensivos estudos sntre os micro -
organismos devido a FPacilidade de culliivo e & alta atividade
das celulases., |

hs bactérias e os fungos sio os dois grupos princl
pais de mlcro-organismos fespamsévaiS'p@ia degradacio micrg
blana da celul®se, embora espécies de algas, leveduras ¢ myxg
bactérias foram encontradas alpumas vezes. Algumas mutantes
de Heurcspora crassa ¢ de Trichoderma Viride forsm obtidas pg
ra maior produgio de celulase,

A celulase ¢ considerada uma enzima induzivel Torma
da somente na presenga de celulose. Os estudos com Trichoder
ma Virlde mostram que uma substancia deve chegar ac lugar de
acho para permiti-la agir come indutora,

Seg&nén essas pesquisas, a celoblose sal&vel, um

dimero produzido por nidrélise de celulose € o verdadeiro in

dubor de celulase. Us ssiudos sobre o efelito nos diferentes
subgtratos mostram que o pH Gtimo para 3 celulase de T, viride
sobre Carboximetilcelulose € 4.5 e sobre a celulose e 5.0 .
A maxims atividade enzimatica para T. viride foi a 292C, (13}
Varios micro-organismos foram isolados por Bellamy
W.D. para & utilizagfio dos resfducs celulosicos. Um Actinomy
ces %3?&@?51160, apresentou a maior capacidade para digerir
celulose & complexos cslulose-lignina em rgpiﬁas veloeldades
empregando ﬁ&spﬁrdieias de forragem. A temperstura otima de
crescimento fol de %58C e o pH= 7.5 ~ 7.8, Este wlero-orga-

nisme produzin umwa celulase extra-celular com um pH Stimo de



6.0 e uma temperatura otima de 65-70%C, (2 )

A linhagem do fungo Myrotheclum verrucaria NRRL 2003
fol cultivada para obtengio de celulase num meio com oz seguip
tes sais: NaNO3 0.3% 5 KHy PO, 0,14 ; Mg SO,. 7H,0 0,054 ;
KCl 0.05% 5 Fg, 80y . ?H2 G 0,001% 3 Tween 80 0,1%:proteose pep
tona 0,05%. '

A este melo acrescentou-se glicose U.1% ¢ bagago de
cana de agﬁcar@ A produgio de celulage méxime fol aos tres
dias sendo superior 2 produzida empregando Carboximetileelu-
lose {CMC) em lugar de bagago de cans, (£3)

A maloria das celulases foram descritas como hidro

lizantes de B-1,hk Deglycenos e podem ser sistematicamente dg

gano -~ glucano - hidrolaszes., Alpumas

signadas como B-1,% glu
celulases tem uma capacidade malor para degradar celulose ine-
soluvel e celulose nativa guando se comparan com derivados sg
luvelis de celulose, engquante outras mostram a relagio inverss,
O primeiro tipo de celulase fol designado Oy ¢ o ultimo Cg s

¥a maioria dos corganismos eeluialfticass varios com
ponentes da celulase constituen Juntos um "Sistema de celula-
ses™, e os subsitratoes celulosicos sfo convertidos em agueares
soluvels por sus agBo sindrgica.

Fol proposto gue o primeiro passo na degradacso de
celulose ¢ a fungdo duma celulase Cy e o segundo passe € o
de uma celulase Cx‘ Hos estudos mals recentes sobre a agio
das celulases, os componentes correspondentes a ﬁx foram exg

minados e os derivados soluveis de celulose e Bol,4% gligo-



s foram principalmente empregados como subsiratos.

Ao A
Como consequencia, o processs de degradagac de celulese inso-

itvel permansce muito escurc. (25

PROTEINA UNI-CELULAR

As bactérias ou as leveduras sac as fontes de protei
na uni-celular mals procuradas devido a malor velocidade de
erescimento e so maior conteido proﬁgiee 6w comparagic com
os fungos. Portanto, as que est@o provistas de intensa ati
vidade celulolitica s&o prefeéiﬁas para a producio de protel
na uni-celular a partir de residuos celuldsicos. (1%)

Visquez A. propbs a utilizagdo do bagago para obter
simaltaneamente celulase ¢ levedura, hidrelizande parcialmep
te o bagago com scido sulfirico. De 3.5 toneladas de bagago
seco podem-se obter teoricamente, uma tonelada de celulose e
mein tonelada de levedura seca empregande Torula utilis. (39
Para ter uma idela aproximada do prego da celulose do baga-
go de cana (Jullo, 1974) comparada com outras fontes pode

ohgervar-se a seguinte tabelas

Materisl Valor Celulose  Lusto de
_ Lelulos
{U.5.% por tonelsda) (%base secal) {U,8.§ por
tonslada }
Blfafa 55 2k 229.1
Eyva 33 28 118
Trevo ¢ erva Ly 19 232
Bagagg de gana
de acucar 10 53 19
Fapel de jornal 17 78 22

Restos de papel 10 78 13



Polpa de papel tratada
som sulfito 280 g7 289

Madeira 200 83 oy (11}
Hesta, a celulose do bagago de cans de agﬁ&ay ony
pa o segundo lugar como ¢ material celulosico mais barato.
Com o fim de utllizar o bagago de cana de agucar,
gue esta composto principaluente de celulose, hemlenelulose
e lignina, realizou-se um estudo basico para hidrelizar en-
simaticamente o bagaco, Uma preparacgio @nzimétiaa, altamen
te capaz de hidrolizar o bagago fol obtida de um filtrado
do cultivo de Penlcillinm variabile num meio contendo cas-
ca dg trigo e bagago tratade com sleall. 0 hidrolizade do
bagago tratadeo com aleall reagiun com a preparagio enzimatin
ea a pH 5,0 a 4ORC contendo predominantemente glicose e xi-
lase§ sonforme o gue se abservou ns cromstografia em pa -
pel. (10}
A digestibilidade da csiulose aumentou a 85% quap
do o bagago de cana de agicar fol submetido a oxidagdo &l
caling. O tempo de duplicacio da massa para culiuras puras
de Cellulomonas fol de 2.1 a 16 h, principalmente mencs de
Y hoe o radio de aficiencia da fermentacio foi de 0,273 -
0.442 g, de células por grama de carbo-hidrato metabolizado.
As ceiulas de Cellulomonas foram analizadas dando
52,3% de proteina crua em bsse seca e um bom perfil de aming
acidos exceto para mebtionina. (7}

Uma bacteria do g%ﬁerm Cellulomenas lsplada do salo



dos campos de cana de a@ﬁaa? fol cultivada enm bagage de éana
de agéaar depois de trata~-lo com alcali guente, A celulase
deu a maxima atividade entre pH 4,7 a 6.8, O produte da hi-
drolise mostrou a presenca de celobiose utilizando o metodo
de cromatografia em papel. Também encontrarsm um aumento de
produgdo de proteinas quando se empregou uma cultura wista
de Alcaligenses faecalis e Cellulomonas. (1h)

é fungeo Trichoderma viride fol empregado para aprp
dugdo de celulase e protefna com bagago de cevada pré-trata -
do com NaCH sob alta pressio. As concentracdes de bagagoe fo-
ram 1 - 2% ¢ o pH mantido entrs 3.5 - 4,49, O crescimente do
fungo fol medido pela gquantidade de CQQ produzido & & protsi-
na celular. O crescimento parou depois de 2 - & dias, as fa-
ses estacionarias duraram 0 - 2 dias, sumentando parslielamen
te com o aumento da concentragac de bagatu. A maxima prodig-
g%m de enzima obteve-se entre % « 10 dias, 0O conteudo de
proteins foi de 21-26% ¢ até 709 do bagaso foi utilizado, {28}

O mesmo fungo assocliado com Saccharomvess cerevisize
ou com Candida utilis também fol gmpregado para obler celula -
5¢ @ prate{na do mesme subsirato anterior com a mesma consen
tragae e sendo tratade previamente com aleali, Mediante sstz
associaggdo diminuenm o tempo de produclo de celulzse e de pro-
te{na. O contedde de proteinz do produto chegouw a 21 - 22 %

e a composigBo de amino-acidos foi semelhante ao Trichederma

viride sozinho. (29)
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CAPITULO IIX
MATERIALS

o
BEMEAL

Abastecido pels meenda de cana "Caninha®, estrada de Nova
Odensa,

Misre

Linhagen de Aurscbazidium pullulans isclada no laboratorio
de Mlcroblologisz de Alimentos da Faculdade de Farmacia, Uni

versidade Dantral de Veneruela.

3.1 Incubador agitador-rotative, Modelo G-27, Psyerotherm,
Hew Brunswick SBeientific CTo. Inc,
Velooidade: 40 g 00 r,p.m. {2 5)
Fasso: 2.5 om
Temperatura: O a 608%C {I 0,5}
3.2 Incubsdor de gradienie de temperaturas
Scientific Industries Ine N.Y. 119501
Temperaturas: - 520 { pin )+ 808C { max )
Agitacio: 20 - 70 vezes igﬁgaim 308}

3.3 Pensirs vibratoria Granutest

Penediras N& Ahertura {polg,} Médulo de finurs
1k 0,046 b
o8 0,021 3
L8 0,0L16 Z
100 0, 0058 i

Funda 0, D000

o



i1

3.4 Moinhos
~ Moinho de martelos {Lab. Pulverizing Mill, Webar Bros
& Wniste Metal Works, Inc. Chicago, 111)
- Moinho tipo Willey { pensira N® 2}

= Molnho de freg cllindros

Egtufas para incubagdo: 31080, 588C,

Estufas para secagem: 10080

C&ﬁﬁr{f&gag

~Beckman Modele J 21 - B Mawxr 25,000 rom

~Soprvall RCOZ2.B Maxs 20,000 rpm. Temperatura pinima: -20%C
Microscopio Zelss

Esgeﬁﬁ?mfﬁiémﬁﬁ?@ Hausch and Lowb Speectronle 20
Egpéﬁ%?@fﬁiémetro Colemsn 295

Potenoidmetro Horiba com elatrode de Calomel, sensibilidade:
0,1

Balangas

-Anaiftica Sauter. Max 200 g, Sensibilidade: 0,0001 g
=Sauter, Hax 1000 g, Sengibilidader Q.1 g

Refrigerador Frigldaire

Agtoclave horizontal

Banho Maria: LOSC

Material de wvidro

Erlenmeyers de 250 ml, laminas e 1ﬁm{nu1&s§ Camara de Neuw-
bauer, pipeta pars contagen de leucocltos, placas de Psiri,

tubos de 16 x 160 mm, 20 x 20 mm, % x 1BC mp, tubos em L,
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baldes volumetriccs de 25 mly, pipetas de 1,5 & 10 mwl, pipetas

Pagteur, beakers, funls, capsulas de poreelans, provetas, tep

# .
mometros, £ outros mabterials de uso comum nos leboratoriocs,

meio de sals

agar melie-lavedura

sgar para estudo da morfologla de levedurss (Difes)
melos bagago-ssls

agar farinha de milho

calde malte-lavedura

melo A - meio cagelro Lactrimel

7

8olugdo de ¥alH 4%, 904,

sotuctes de Fehling 1 e II

solucke de ﬁag ﬁg QB 0.92% W

solugBo de carboximetilcelnlose {sal sodiec a 0.625%)
selugho de Somogyi-Nelson I (reagenie de cobrs)

solucie de Somogyi-Nelson II {reagente de arsenomolibdsto)

aeido borico & 3%, HC1L 0,02 ®, By B0y concentrado e outros,
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CAPITULO 1V,

METODOS

1.1 Obtencso, tratamento e sywazensmento do bagaco de cang

&

O bagago de cana fol obtide depois da mosnda da cans (Saceoha
rug of ficinarum) num moinbe de 3 ecilindros e fol redusido de
tamanho pela passagem atraves de um moinho Wiley provisto de
peneira N9 2 o g continuagio por um moinho de martelos ate
atinglr um diametro médio de 0,46 mm. O tamanho das parti-
culas de bagaco ol determinsde numa peneira vibratoria Ura
mutest ¢ os caleulos feitos serundo Henderson., (17} Logo
Yol submetide a tratamento com ¥alH a 49 aguecendo a 10080
x 15 min. O bagago fol misturado com o Nad¥ na proporgho
12310, Apés o aquecimento foi lavado com agua comum ate

pH 7, espremido muma malhs Mesh N# 1% (35) e seco na estufa
& 35%C z 18 h atingindo dessa forms uma humidade de 509,

L 5 . i
Nestas condi¢des v bagago fol armazenado em sacolas BLag-

5

ticas de 0 x 30 om, zeladas e guardadas a temperaturs ame

biente { 2% - 30 2y,

&

s #
1.2 Determinacso de zoucsres redutores no bagaro,

- . . B
Us agucares redutores foram determinades pelo metodo bases-
do na redugio do cobre da sclugfio de Fehling, de evprico
& PRy
(Cu0) a cuproso (Cuy 0) em presencs desges agucares. (3,158,267
Para esta determinacio foranm prepuaradas suagpensies de

bagago em agua a 5%, em triplicata, com o bagagou preparado
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& i o . - 2
em tpac formas diferentes. Empregou-se, o bagago depols da
moenda; bagago moido, tratado com NaOH, lavado e secoj e ba

. . . . o .
gaco agto-olavado noe melo de sal {fpendices N 1)

i

Heproenroand amo

2,1 Tsolamento das leveduras.

Oitenta e gquatro {(84) amostras de terra de diferentes lugares
: P E ‘}. el y 24

¢ guatorze {14} swostras de polen de diversas Ilores Ioram op

thidas pare o lsolamento. No caso das terras, aproximad span-

# #
g g [ S oL g Y e oy e o g 0
enss em 5 wmi de sgus destilada ssterii.

sﬁ - -
0 polen de oanda uma das Tlores fol transportado com & algads

)

hoameds 2 suspendido em 5 ml de agua destilada enterit, A par
PEL

tir destas sugpensdes Tex-~se o lgolamento com B sloada ng sue

?@Ffl“’@ do agar walte-levedura (Apendice: N2 2) a pH 5.5 re-
partido em placas de Pelrd, k ineubacio realizou-ze g 259C

durante % dilas,

Lo polonias feoladas de leveduras foram Trensplenta-
das & tubos de 16 ¥ 160 mm contendo agar para estudo da mop
fologta de leveduras {Yesst morphology agsr Bliiwo, é@%ﬂﬁéﬁ@
W% %) ew wosicio inclinada a pH 5.6, Incubsramese & DERT dn
rapte 3 dias. Logo observaram-se 20 méa%&gﬁﬁyiﬁ entre 1Amina

g iy "
e lamimila cow agmento de W30 ¥

5.0 Selecho da levedura.

As leveduras igmlaﬁas { 2% lirhagens J, culbivaram-s2 no
melo-bagaco 2%-sais {(Apendine: ¥ W) a pH 5.5 repartideo a
razho de 50 ml em Erlenmever de 250 ml e foram incubadas en
agitador rotative (220 rpw) & 3090 durante 3 dlas.

is leveduras Porsm numersdasz pela contapem direts ao
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miﬁrascépia? utilizando-se a Camara de Neubauer e pipeta pa
ra contagem de leucocitos (19}, Para isso o bagago ol sew
parado por sedimentagdo num tubo de 20 x 200mm durante 5wmin
e filtraglo atraves de paze. Mediramese 0.5 ul do filtrado
os quais foram diluidos a 11 vl com agua destilada, Depois
a pipeta fol agiteda vigorosamente, eliminando as tres pri
melras gotas ¢ colocande & sepuinte entrs a lamina e a la-
m{nula havendo entre as duas uma altura de 0.1 mm, Ag cb-
lulas presentes em 16 quadrades foram contadas com um aumen
to de 100 X, A mediz das celulas por guadrado multiplicey-
se por 200 para obter o nimero de celulas por mm3. Escolhey
se a levedura gque apresentou a contagen mais elevada,

2.3 Identificaq

4 levedura seleclonada fol cultivada no meic agar para esty

g0 da levedura.

do da morfologia de leveduras, s 308C x 31 dias. A morfolo-
gia fol observada por exame: ao fresco, entre lamina e lamf-
nula com aumento de 430 X, |

0 eultivo felto no melo anterior, fol semeado fazenw
do ums linha na superficie dos meios: agar farinhz de milho
(Corn Meal Agar Difco, Apéndice: N¥ %) e melo caseiro Lactrl
mel (Apendice: N® 10) repartidos em camada fina sobre uma 12
mina e incubados dentro de wma placa de Petri himida {cultu-
rE en lﬁmina}ﬁ 3 30%C x 3 dias. Logo foram observadas dire-
tamente ao microscopic com aumento de 430 X,

A continuagio fol feito o esindo das propriedades fi-

siologicas da levedura utilizando as provas de assimilacio e
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fermentachs de aclcares e assimilagdo do nitrogenio, (21,40)

2.4 Determinacis do tivg wawﬁiratéria*

Uma suspensaoe da levedura fol inoculada com plpeta Pasteur,
em dols tubos de 9 x 180 mm contendo o melo agar malte le-
vedura a pH 5.5, derretido e resfriade a 558C. Os tubos fg
ram regfriados en ég&a e incubados a 308C % % dias,

2.5 Conservacfio da levedurs .

A levedura fol semezada na suparffcie do agar para estudo da
morfologia de leveduras, lncubada a 308C x 3 dlas e guarda-
da na geladeira a 49C até o momento da utilizagdo. OUs trang
plantes no mesmo meio foram feltos cada mes, Para preparar
os inoculos utilizaram-se culturas incubadas a 308C x 3 dias,

© Lind # M o
mingcao da tempsratuyrs otimas de crescimento da le.

Uma suspensao h&maggnea de celulas de levedura foi DBrepaATr i

da em solugdio salins a 0.85%. & suspensio (0.05 ml) foi ing
culada no meio Calde mslte-Levedura {Apendice: K2 &) a pH 5.5
repartido a razdo de 10 ml em tubos L adaptaveis ao incubador
de gradlente de tempersturas., Duas séries de tubos foram in
cubadas com agitagBo (2% vezes/min}, Uma série foi incubada
no rango de 28 - 388C e outra entre 20 - 292C durante 21 h.

4 leitura da absorvancia realizou-se s diferentes tempos num

espectrofotometro Bauseh and Lomb Spectronic 20 a 660 nnm,

2.7 Determinacioc do pH Stimo para o iﬁi@@@wﬁﬁwﬁﬁéﬁﬁiﬁﬁiﬁﬁmu

Inooculou-se 0.5 ml duma suspensio hammggnea da levedura em
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soluglo salina, em 50 ml 4o meio bagago 2% - sais. O melo
foi preparado em duplicats, em Erlenmeyer de 250 ml, com os
seguintes pH: 3.0, 3.5, L0, 4.5, %,0. A incubacio foi
feita com agitacio rotativa (220 rpm) a 27%C durante 5 dias.
0 nimero de leveduras por mi de melo fol detérminadm depois
de 3 dias de incubagiso por contsgem direts na 3u@erffcie do
agar malte-levedura (pH 3.5) repartido em placas de Patri.
As placas foram incubadss a 3000 x 3.9 diss,

3. Besenvolvimento da lsvedurs no meio bagacoweain,

2.1 Concentracac ofims de bagaco .

O bhagago armazenado fol suspendido no mseio de sals nas se -
guintes concentragdes: 1, 2, 3, M. O pH fol ajustado a 4.0
¢ o meio de szals fol repariide a razio de 50 ml em Erlenmevyer
de 250 ml., Uma suspenchs de celulas de levedura fol inocnla-
da na proporgac de 1% com relagho ao melo, € os melos incuba-
ram-se com sgitaclo aubomatisa (220 rpm) s uma Temperatura de
278C durante 2%, 48, 72, 96 = 120 horas. Apds cada tempo de
incubacdo determinou-se & massa aeiulara Na cultura com baga-
go a0 3% tambem fol determinada a atividade pelulolftica e o
pH.

3.2 Masgsa celular,

Us meios bagago - sais depois da incubacBe com a levedura fo-
ram decantados em tubos de 20 x 20 mm, depois de & min o 1i-
guido sobrenadante fol filtrado atraves de gaze ¢ no filitrae~
do determinou-se a massa celular por tres métodos:

32,1 Eapectrofotometria,
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A sbsorvancia dos filtrados foi determinada num aspectrofy
tometro Coleman 295 a 660 nm, Utilizou-se como branco a 50
lugdo de sais sem indculo.,

3.2.2 Contagem direta ac microscopio {Igual ac ponto 2.2)
3.2.3 Contagem em superficie em agar malte-levedura {pH 35

- : -1 ) -
Diluigoes decinals do filtrade (EOS? 6 7, 10, 10 3§ 18,

zﬁmg} foram semeadas na superficie do agar repartido em pla
cas de Petri, medindo 0.1 ml com wea pipeta e espalhande o
lfqaidm com espétmla de vidro, 4s placas foram incubadas a
30%Cx3-5 dias, Depois desse tempo foram contadas ag cold -

nias ¢ caleulou~se o numerc de celulas por mi,

3.3 Atividade celulolftica de celulase Cx

A atividade da celulase Ox fol determinada pela guantidade
de agé&ar redutor, expresso como glicose, resultanis de acdo
enzimatica sobre o substrato carboximetilcelulose (CMC - Na)
sob condighes especificas. Fel utilizade o método proposio
por Reess et al {31}

Ds balSes volumetricos (2% ml) contendo eada um 0.1
ml de solugho de carboximetileelulose {sal sodico) a 0,625%
pH 4,5 e 0.9 ml ds solugas de celulase filtrado da cultura
de levedura no meio bagago 3%-sals (pH 5.5 foram incubsades
a 808C x 30 min, Ao final da iﬁcﬁbaggs foran determinados
o8 agﬁeares radutores, Utilizou-s: o metodo colorimetrico de
Somogyi - Nelson (2%, 32, 33% O volume final da solugBo s elsg
vade a 25 ml com aguz destilada e 2 absorvancia 1ida a S4Onm,

ul (. Rl 3 f
Para os controles {poder redutor da solucio enzimatica) e
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baloes fafam preparados da meszma forma descrita anteriormente,
mas sem incubacio,

Para o caleulo d& gquantidade de &gﬁaar redutor en mill
gramas de glicose, utilizou-gse uma curva padrio {absorvancia

a 540 nm conitra mg de glicose).

Utilizou-se um potenciometro marca Horiba, sensibilidade 0.1,

Ag determinacdoes foram efetundas nos filtrados das culturas.

4 eromatografia fol realizada em camads de silica-gel G 60 -
Merck & 33% em éguae As smostras testadas forsm obtidas pe
la filtragem atraves de gaze dag culturas de levedura no
meio bagaco-3% sals (pH 5.9) as gquals forawm incubadas a 279C
durante 2k, 48, 72 horas. Ao mesmo tempe utilizou-se um pa-
drio de glicose a 0.1% e um branco do meio bagago 3% -
sals sem inoculo.
0s solventes empregados para fazer a migracde foram

o5 seguintes:

Butanol 70 ml
feido acetico 20 ml
Cloroformo 15 ml
Loetato de stila 20 ml

Eztz mistura fol colocada na cubebtaz com a placa do cromatogrs
ma e deixou-se migrar até 10 om de altura. 4 placa fol sseca
na estufa a 1002C e revelads atomizando primeiro uma solugio
4= &gﬁﬁ3 em acetona (Apéndice: N® 7) ¢ imediatamente uma so-

lucho aleodlica de KaOH 0,5 N (Apéndice: W% 8). As manchas
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dos &gﬁmares aparecsn pretas sobre o funﬁé marron imedista
mente apos atomizacio das solughes reveladoras.
3.6 Massa secs.
Filtrados da cultura de levedura no melic bagago W-sals fo
ram medidos, lavados varias vezes com agua e centrifugados
a 10,000 rpm x 10 min numa centrifuga Beckman ate completa
eliminacso da sal de amonia a gual fol determinada qualita
tivamente nas éguag de lavado com o reagente ds Nesgssler .
s massas lavadas foram decanbadas em capsulas de porcels
na previamente pesadas ¢ secas em estufa a 1008C x 18 h;
bs masges secas foram determinadas por pesagem 41 -
ferencial e os caleoulos feitos por 100 ml de filtrado.

. 2 ,6& F

& massa seca foi diluida com § ml de agus destilada s oni
trogenic determinade pele metodo de Kjeldahl (28)
3.8 Dirpestibilidade do bagaco .

 bagage restante depols da separacio da culiura da levedy
ra no meic bagago %-sals (pH 4,0} incubade a 279C x 31dias
Tol colocado nuw £ilire de porcelana com papel de filtro
previamente pesado. O bagage fol lavade varias vezes com
égua destilada a fim de eliminar as células e sais minerais
e logo fol seco no papel Filtro a 5590 % 18 h, A diferenca
de peso entre o papel filtro com bagago ¢ o pesc do papel

den ¢ bagaco nio digeride. 0Os caleulos foram feitos por

100 g de bagago.
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Uma cultura da levedurs fol realizads em 3 Erlenmeyer, ca-
da um com 50 ml do meio bagago 3%-sails {(pH 5,8) incubados

a 27%C x 2 dlas, com agitag@o rotativa (220 rpm) ou seja
até o momento da maxims atividade celulolftica, O contey-
do dos Erlenmeyer fol filtrado atraves de gaze para separar
o bagago & o l{quido fol centrifugade a 10,000 r,p.m., x 10
min numa Centr{fuga Sorval, a 0%C, O sobrenadante fol trang
ferido para um beaker e misturado com (MH ), 50, até 80%
de saturagic a 0%C, OCuardou-se na geladeira a H8C 2 18 h.
0 E{Qﬁiﬁﬁ com ¢ precipitado foram centrifupados na mesma
Centrifuga a 15.000 rpm x 20 min a ORC. O sobrenadante foi
eliminado e o precipitado obtido fol suspendido novamente
em 2 ml de agua destilada., A suspensio fol dializada con-
tra aguas comum durante 2 h. A determinacio da atividade
celulolitica foi feita com a singpensio dislizada sepundo o

procedinento do ponto 3.3,



CAPLIULO ¥

L # .
nacace de geuearas roduleres no bagaco

0 bagaco submetido 2 trés tratamentos diferentes deu vs se-

guintes resultados:

Bagaco %
depols da moenda L,03
m&fé$§ tratado com NalH e seco O
auto~clavado no melic de sals U

Isto fer pensar que a levedura estava ss dessnvolvendo no
meio bagago-gaiz a partir da celulose do bagage devido a
falta de a§§cares como fonte de carbono. Por isto ﬂeterﬁg
nou~ze postericormente & presenga de celulase Ox induzida pro

duzida pela leveduras em presenga de celulose do bagago.

minacio do tipo respi

A levedurs semesnds no meio ag&ripara gstudo da morfologia de
leveduras e cultivada no melio bapagu-sais apreseniou ao mi-
&, # 4 #
croscopio celulas ovais com 1 a 4% gemulas. (Ver fotos)
& &
A apariencla das colonias no mesme melo & cremosa, guave @
. & .
levemente cor-rosa, Nos meics, sgar farinba de milho ¢ mels
casgro Lactrimel, pode-sg observar ao micrasaépiﬁ o micelio
com as blastosporas on seja a5 esporas que vao originar no-

vos micelios, (Ver fotos)
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Meio bapaco-sals apcs 72 h

logla de leveduras de incubacao

{exame ac fresco -~ 430 %) (exame 8o Iresco - 430 X3




2k

Agar farinha 4
e milho Muio caseiro Lactrimel

( 430 X ) (430 %)



Bassando-nos nestas carecteristicns pode-se diger que ¢ miw

P
sro-orzanismo sstudade 2 um Tunge pertencente so grupo das

teveduras pretas, sendo wn Ayrecbasidive wellyulans {de Ba~
ryy Arnpavd {13 da familia Menilisles,

As lewveduras protas zdo fungos comuns do solo, apre
sentam-se sobre matéris orginica am desecomposicho e as ve-

ne s i§; aido referidaz como p¢ﬁ senar de plantas o animais,

pritas sob diferenias nomes, Aurecbs:
rv) Arpaud & v nome aceito no presenta.

0 pardter maly dominante das leveduras pratas ¢ 8
plgmentagio intensa, ﬁ*“wm? tewege felbte isolamentos de
linhagens olaras @ alpumas culturas de esporas gio olaras
embora depois de wy teupo longo s escuregam, bBstag linhs

- o oo d v e e Bt ¥t a,  §0 53 0
FaNE 580 ﬁ&?@w&ﬁmm Som Landide L ?}ﬁ

[N

VR S . Ll g st P I
AsnTanaiean um & mgvﬁﬁﬁ FLTER AR WL Brlavael. §ﬁﬂﬁmW$ﬁ E2T o

; ) e o
SonhTar gu come levadures (blastosporas)

on guatse complebaments como filamentos {wmicelio sepladol.

Mog ouliurass com asglsacse o micsllo pode-ze redush a céw

“ e
Todas s linhagens Tewm sempre

deling da powony

poucss ou multas calulas gue dosen wowms ol gmentacan

e . »
BAPTOR nAY paredes colonias sobre ager olaro api
TR COP-Taas O wrebas. Tals seluins sio capazes de pro

hax se originam as novas

duzir blasiosporas & &
& )
celuiag, (6 )

A )

. . . " #
Az provas de sssimilacan do apnosras deram os segulin
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tes resultadosn: glicoss + , galacltose + , sacsrese + ; mal
toge + , lactose -  melibloss + , celoblose + , rafinose +,
trehalose - y 8ritrytoel - , rhamnose - , manitol + , inosi-
Lol - . h

4 fermentagic de agucarss den: glicose+,palactosem,
sacarcses, maliosesd, lactoge+ .

& assimilacio do nitrogénio feita com KHOqe + o

A cultura para observagie do tipo respiraﬁéria B8~
recey am profundidade & na s&perfﬁaia sendo mals acentusdo
o crescimento na parte superficial. A levedura portanto &
aerobia anaerobia faculitativa, atingindo um malor desenvol
yimento en presen§a da exig§ﬁ1ﬁ$ Esta zaracteristica deve
ser btomads em conis para o desenvolvimento dog processos de
fermentagic.,

+ )
2.2 Temperaturs otima de ecrescimento.

Us resultados do ﬁéseav&l%im&ﬁtc da levedura nas diferentes
temperaturas podem-se observar nas {igurassl, 2, 3 # i,

Para cada curva fege-se o e¢aleuleo do valor K ou seja da cong
tante de velocidade &e cresclmento oujo wvaler & lgual a pen

dente da curva deduzida das seguintes egquagdes:

integrando

M= massa AR = mw Mo

6. 2 = o (Tp-Ty)
T= tempo Mz

- s . aM . - 3 M

E= constante de imﬁ§mj o & = K in 2 . x NI

] ® — 2" 1
velocidads de Hy

{223

grescimento

Utilizando os valorss dos log de K % 1%3 g og inversos das
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temperaturas absolutas x 10° (tabela 1} construin-se & £1 -
gura ¥ & fim de obzervar melhor a temperatura otima de de-
senvolvimento. O velor de K mals alto obteve-se s 27RC, A
partlir da curva de cregcimento a 27¢C caleulamos o perfodo
de latencia de levedura no meic caldo maltse-levedura a pH
5.5 {figura 6) fazendo: 1. Uma linha reta desde o ponto de
origem &8 curva e parslels ao eizo X 2, Extrapolandec a
porgdo exponencial da curva ate o cruzamente com 8 linha an
telor (pontc &), A distlneia entre A e o gizo ¥ represents
o tempo ds laténcia ou adaptacic da levedura nas condictes
eztabelecidas, sendo igual a 7 horas e & minutos. Pars lg
calizar a curva ideal sem pergaﬁe de adaptagio, ficando s
curva em forma exponencial fez-se ums linha paralsia a 1i-
nha de crescimento observada saindo desde z mesmg crigami§§a

2.3 pH otimo para infeio do crescimento.

0 maior nmumero de celulas fol obiido a pH 4 sendo oz vale-

res infsriores mails préximas os correspondentes acg pH 3.9

g 3.0 (figurs 7)

0 numero de celulas aos pH 4,5 e 5.0 fol inferior aos valoe
res determinados a pH 3.0, 3.5 s 4,0, 'Portanto, pode-se di
zer gus o pH otimo para inicic do crescimento desta lsvadu
ra nestas condigdes de cultura foi L,0, sem esguecer os pH
3.5 e 3.0 nog quais embora tenha-se produzido um nimers me
nor de células em comparaglo com o pH 4,0, existe ums mener
possiblilidade de contaminag3o microbisns o gual 6 unm ponto

importante nos processos de fermentacio industrial devide s
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gque o3 pH acidos inibem o desenvolvimento dos mloro-organiyg

BOS,

A levedura mostrou maior densidade Sties nos melos com 2

& 1% de bagago. ¥Ho meio com 1% os resultados foram infe -
riorez e com 4% obteve-se ¢ menor desenvolvimento . {figuras &)
Para selecionar com mals exatidfo a melhor concentracso fez-
ae & contagen do nmimerc de celulas por ml utilizande o e Lo~
do da contagen sm placa e ao micresaépi@ dos melos com 1, 2
g 3% de bagago {(figura 2 ¢ 10}, As duas conbagens mostraram
o meio com 3% de bagac¢o como o melhor para produgic do maior
mamero de celulas, A concentracho de 24 deu oz valores mais
proximos e 1% os menores.

& partir da curva de crescimento da levsdurs no meio
com 3% de bagago (figura 9) fizemos & determinagBo da velo-
cidade de crescimento sepunde o procedimento do ponto 2.2
{(figura 11}. A pendente da curva {pontos & e B) deu igual
a 0,07 celulas/he

3 tenpo de duplicacio ou tempo preciso para duplicar
a populacio calculou~se com 2 seguinte formula {5 33

%o =@ de egiulass no hewpo inieiszl ks log £t = log Lo
G301 , %

Xt =pn® de células, no tempo 5.26 = 4,0

ne. s = 0,22
posterior 0,301 x 18.%

= pﬁ?{o&a de tempo desde Xo ate Xt

eXpresso e horas ou minuios
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¥= constante ds rats de
erescimento, expresso
como o numerc de dupli m%m =teapo de duplicagdo= k.5h
cacoes por unidade de
bLampo.

A fase de latencias ealeulada fgusl so ponbe 2.2 deu igusl

lyidage selglai{tiaa de rolulase Cx

A libveracBo de glicose no melo bagago 3% - sals devido a ati
vidade celulolitica (celulase Cx) comegou depois das 2% h
gtingindo o valor maximo as 48 n, diminuinde loge e¢ chegan-
do a 0 as 96 h (Pigura 13J.

A fase de producio de celulase coinclde com o aumento do ng
mero de celulas o qual continus ate chegar a um maxinmo de
lﬁé celulas/ml em 72 h, Provavelmente entre as 24 e B8 hoa
glicose liberada no melio =2 aprﬁveitaﬁa pala levedura pars o
seu desenvolvimento o qual continua alem das 48 h embora a
atividade celulolitics decae 3 partir desse Lemdou.

o periﬁﬁo &éhatividadﬁ snzimatica ¢ curto & seu répiﬁa dg -
e1inio pode ser devido a inestabilidade da enzima, 2 destrul
gao dels pelas enzimas proteiciiticas extra celularss, ou a
inibigdo produzida pela celobiose liberada na nidrélise da
celulosse {1%. 4 celobloge também pode agir como indutor da
producio de cslulass no comego da Tass de nidrolise da celu
lose,

0 pH no momento da maxima atividade celulol{tica e de 5.1 .
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0 resultado é prgxima ass obtidos com a celﬁlése de Trichow
derma koningl a gqual atinge sua méxima atividade sobre cely
.lasa a pH 5,0 (13). Depois de 24 n o pH continua desecende
ate chegar & um valor de 3,2 provavelmenbie devido a libera
¢Bo de acidos orgnicos como produte da fermentacio de gli
COSE,

Para conhecer a influgﬁaia da presenca de szals na atividade
eelulol{tica comparames essa atividade do mein bagago W «
sals com um meio de bagago 3% em agus {(Figura 1%}, HNo melo
sem sals apareceu uma leve atividade celulolitica equivalen
te a 30 ug/ml de glicose depols de 2% h de incubaglio, As
L8 h subiu ate uma concentragdo de 60 ug/ml sumindo s ?Q'h,
Ha presence de sals a atividade chegou 2 um meaximo de L50
ug/ml em 48 h, sumindo as 96 h. A celulase & ums enzima in
duzida formada sé na presengs de celulose, mas o3 estudos
feitos com celulase de Trichoderma viride tém demostrado qus
os minerals sio necessarios para uma melhor producao da en-
zima, sendn essencials: wea fonte de nitrmggniﬁg garalmerts
na forma de zals de amgmimg sulfato de magnesle, uma fonte
de potdssio e fosforo, Alguns elementos como Ca, Co, Fe, In
2 Mpn podem ser necessarios para uma melhor produgio de cely
lase {13},

3.3 Com

A continuagao comparames o crescimento da levedura num meio

racan do meio bararo 1% - sais com outros meios

(melo A) preparado com sextrato de levedura {0.3%); peptone

(0.5%)3 glicose (1%) e bagaco (3%) com o melc bagago 3% em
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dgua, bagago 3% em sais ¢ a soluglio de sals sem bagago (fi-
gura 15} & pH 5.5,

0 melhor desenvolvimento cbiteve-se no meio 4 devido & Praw
zenga ds glicose &ispﬁnfvel alem da peptone e o sxitrato de
levedura as quais sdo sustancias ricas em aminodcidos e vi
taminas, capazes de aumentar & velocidade de utilizaclo da
celulose e portanto a velocidade de sintese enzimatics, O
meio bagage 3% - sais deu um numerc de celulas menor gque o
melo anterior & o melo bagago 3% - agus deu o erescimento
menor de todos. Na solucie de sals ndo houve erascimento
devido a falta duma fonte de carbono,

3 @ 3*'

omatogratia de acicares

0 revelado da cromatogralia mostrou a presenca de glicose no
filtrado da cultura de ¥ h de incubacBo coincidindo com o
momente da maxima atividade setutol{tica. Cs filtrados de
2% e 72 h nBo apresentarsam manchas comparaveis ac padrioc de
glicose, Isto confirma que apds 4B h existe a malor concen
tragao de glicose colncidindo com o ponto maximo da ativida
de de celulase, (Ver foto)

G= glicoss

. .

#

branco (melo bagago 3% - sais sem incenlo)
2%, 48, 72 = riltrados das culturas apos 2%, 48 e 72 h de
incubacio.

3.5 Massa seca e nitrogenic

A massa seca deu um maximo de 0,061 g500 ml em 72 n {Tabew

la 2 e Figura 16) ou seja 0.6 g/l de medio, Comparando em
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forma sbsoluta este resultade com os obtidos com cutras lg
veduras cultivadas em outros substratos pode~-se considerar
baixo. Linhagens de Rhodotorula cultivadas em batata tem
produzido entre 2.8% a 2,40 g/1, Uma linhagem de Toruls
utilis no mesmo substrato produziu 2.03 g/1 (34}, Agui &
precisc esclarecer que este substrato e rico em amido o
qual ¢ um palissacarfﬁea formado por uniﬁaﬁes de glicose,

&
sendo por isto mails favoravel para o malor desenvolvimento

da levedura.

TABELA 2
Relagoes entre Massa secs, Nitrogeénio e N® celulas/m}
Tempo Masza secs Niﬁrqggnia Ne zélulas/
{n (base seca, g/100 m) 2% ml
b
0 ¢, 0002 0, 7% T x 10
g
12 0. 0020 3.90 1.2 x 107
24 0,0100 5,00 5.6 x :wi
48 0.0250 8,12 1.4 x 10
72 0.0610 8,16 el x 106

3.6 Digestipilidade do baraca,

0 bagage submetido ao tratamento deserito deu uma digestibi
lidade lgual a 23.3%. Segundo ouiros sutores (14) o bagaco
de cana sem tratamento utilizando a bactéria Cellulomonas
coms produtor de cellulase num melo a base de sals e extrs
to de levedurs chega 36 a 3.4%, Tratando o bagace com NaOH
a 2% e aquecsndo a 10090 durante 1% mwin atinge 439, © meisn
de cultura se diferencia do utilizado nesta experisncia DE

la presenca de GaCIQ ¢ extrato de levedura, a primeira subg
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taneia e conhecida como indutora da produgio de celulase de
vido 2o cation Ca e a segunda é fonte de vitaminas do comple
xo B utilizadas pela levedura para sua reproducho,

3.7 Produtividasde,
Considerando que 23% do bagago foil digerido depois de 3 diss

ou seja utilizaram-se somente 0.69 g ( 0,345 g em base seca)
por 100 ml de meio ¢ sabendo gque foram produzidas 0,061 g
de levedura por 100 ml de meic pode-se dizer que 2 produti
vidade ou rendimento fol de 17.6 g de levedurs por 100 g ds
bagace digerido.

o #1yi = L8580 08 L8 YIRS 5  §;“Vm
rodutividade Peso ée bagago ﬁigeriﬁm L)

Produtividade- ...0.063 100 = 17,44
0,345 * 705

0 ensalo para determinagao da presenca de celulase Cx foiw
%o com a enzima purificada deu resullado positive, superior
acs obtidos nos ensaioz precedentes devido 8 concentracao
da enzima. Isto permitiu confirmar gque a hidrélise da cow
lulose do bagage fol reslizada pela enzima & ndo por outras

a4
substancias,
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A tempersturs otima de desenvolvimento ¢ 27890 ¢ o

pH Htime para inicio do cresciments & igual a 5,0,

Dagrade o bagago de cena de agicar previamente trg
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tado com Relll produzind o carbohidrato glicese, ¢ & enzims

selwlaze Ux. A concentracio de bagavs de vans molbor para
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cbter wo malor numero de cslulss nss sondicdes sstudadas
3% & a produtividade igusl a 17.6%.

Exg ﬁﬁﬁﬁ%ﬁ%gﬁﬁi&§ roderia se ubilizar ssra obltengio
de @ﬂa%eﬁﬁa unicaelnler s paeblyr d2 bagage de cana de a@ﬁgmr

a8 2 composicio de aminvacidos Tosse satisPatoria en COUDRE -
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el
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INDICE DE PIGURAS, TABELAS & APENDICE

Curvas de ¢rsscimente de Aurecbasidium pullulans

em melo caldo malte-levedura, pH 5.9 as temperaty
ras de 20, 21, 2heC durante 21 h.

idem a 25, 27, 28%C,

Idem & 29,30, 3240,

Idem & 34, 36, 38eC,

Fipgura de ?&ﬁgﬁ Hoff Arrheniusz para Aurecbasidiusm
pailulans.

Perfodo de laténeia de Aurscbasidium pullulans no
meio caldo malite-levedura a pH 5.% e a 278C,
Dﬁaem?mlvimaﬁtg da levedura no welo bagatoe 2% « sais
4 diferentes pH com agitagae rotativa (220 rpm) &
2780 durante 5 dias,

Determinagdo de massa celular por absorvanciz.
Determinagéo de massa celular por contagem em placa,
Determinagdo de massa celular por contagem direta ao
micrmﬁﬁgpia#

Calenlo da velocidade de crescimento da levedura no
meio bagsgo 3% - sals, tempo de duplicagio e Tase

de latencisa,

Curva padréo de glicose (Metodo colorimetrico de Sg
mogyi- Helson)

v 3 - - i u =
Helagao entre atividade celulolitica, multiplica -
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ARSORVANCIA {660 nm)

# TEMPC

& .
4 (HORAS)

i 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 21

FIGURA 6.~ PERIODO DE LATENCIA DE AUREQ
BASIDIUM PULLULANS NO MEIO
CALDO MALTE~-LEVEDURA A oH
5.5 ea 27° C = AR
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ABSORVANCIA (660 mm}

e &

i3

Ga 61: R
0. 58 -

0,45 ™

.06 ™

CONCENTRAGAO DE BAGAGD (%)

1 @
2 B
3 F-
4 O
] T ¥ T
&4 48 72 g6 TEMPO {(HORAS)

FIGURA 8, - DETERMINAGAQ DE MASSA
CELULAR POR ABSORVANCIA
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1.0OG N°DE CELULAS/mi

CMC ATIVIDADE

#00 ™

200

GLICOSE mg/mi {4}

50

o
T
=¥
© 6.0
o &
N°® DE CELULAS
- S@ﬁ {}
| cMmC A - 4,0
| ATIVIDADE 1}
4 3,0

i4

48 12 6 120
TEMPO {HORAS)

FIGURA 13, - RELA(;AO ENTRE &TEVEE&E}EZ CE~

LULOLITICA, MULTIPLICAGAC
DAS CELULAS E pH NO MEIO BA-
GAGO 3% - SAIS A 27° C
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TABELA 2

ey " L _‘ﬂ' k3 iy JA' L i
Relacoes entre Masga sesa, Nltpogenio e H%® celulas/nd

. . &, . #
Tenpo Hagsy sens _ Hitrogenio e do opliie
{(nj {base zeca, /100 mi) (g las 7 oml

o
g

£

oot

0 0, 000 0, 7t 1ot @

S
i
Gk
b
RS

1 0, 0080 3,00 T

N

2l 0,0100

=
b
b
[
i

w 10

ot
&

5
L3 0, 0250 8.2

10

LEST &

k3
st

[

4

72 0,062.0 8,16
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APENDICE

%

®Hy), 8O 0.2
Na~ HPO * '

2 L‘. 052
KC1 0,08
MgS0y, . 7H,0 0,06
NaC1 0.01
FeS0y . 7H,0 0, 0001
ZnS0, . 7HO 0, 0001

Ajustar a pH § - 5.5, Esterilizar a 15 ibs xz 20 min.

*Esta sal fol usada em sustituigéo de (I\fﬁbr)z HPOyda formula ori



ginsl (37)
Extrato de levedura O.§
extrato de malte G.3
peptone 0.5
glicose | 1.0
agar 2,0

Esterilizar a 15 1bs x 20 min. Ajustar o pH ap6s a esterili
zagao, com acido tartarico a 10% esterilizade por filtragio.

3.
{Bacto ~ yeast morphology agar - Difco)

Disolver 35 g do melo desidratado em 1000 ml de agua destila
da, Ferver ate disolugao completa. Repartir 5 ml em tubos de
16 x 160 mm, esterilizar a 15 1bs x 15 min. Resfriar sm pe-
sicio inclinada., O pH final e 5.6 a 25%C, '

Y, Meig bagaco 2% - sals

Bagago mmfdo, tratado com NalH e secado 2z

Meio de sails 100 ml
Ajustar a pH 5.5. Esterilizar a 15 1bs x 20 min,

Y. Agar farinha de milho

{Corn Meal Agar - DMifco)
Disolver 17 g de meio desidratado em 1,000 ml de agwa destila
da, Perver ate disolucio completa. Esterilizar a 15 1bs x 15
min. O pH final e 6,0,

6., Caldo malte - levedura

Extrato de levedura 0.3

57




extrato de malte 0,3
peptons 0.5
glicose 1.0

Ajustar a pH 5.5. Esterilizar a 1% 1bs x 20 min.

7. Solucac de AgNOB em acetons
Disolver AgNO3 em um ml de égua ate saturacio., Medir 200 ml

de acetona, adicionar & solucloc saturada de &gNO3 com agita~
¢8o. Logo adiclonar agua até eliminagio do precipitadec bran
eo,

8. Selucho de NaOH 0.5 N gm aleoo]

Disolver 20 g de NaOH na minima quantidade de agua destilada,

Completar o volume até 1000 ml com etanol u com metanol,

9. Meio &

%
Extrato de levedura 0.3
peptone 0.5
glicose 1.0

Ajustar a pH 5.5, Esterilizar a 15 ibs x 20 min.
10, Meio gcaseliro LACTRIMEL

Farinha de trigo 20 « 0 g
leite integral 200 « 250 ml
mel de abelhas 110 g
agua 1,000 g
agar 20 g
cloranfenicol 250 mg

Esterilizar a 20 ibs % 20 min, (&)
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