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Foram investigadas condigdes de cultura de cinco linhagens
de fungos, conhecidos como produtores de riboflavina. Entre as 1i
nhagens ensaiadas, selecionou-se o Exemothecium ashbyii TI7-1383 co

mo maior produtor de vitamina B,.

Durante o processo fermentativo, estudaram-se o crescimento
micelial, o consumo de substrato, as variagces de pH e a produgao
de riboflavina. A cinética da fermentagao foi explicada pela teoria
de Kono. A viscosidade do caldo foi medida e seu comportamento reo
logico estudado pelo modelo de Ostwald - de Waele (lei da potencia).

As experiencias foram feitas em frascos agitados e fermenta
dor em escala de laboratorio, e 47 meios de cultura foram testados.
A maior produgdo de riboflavina obtida foi de 1,087 g/1 depois de
144 horas de fermentaczo, com o Ffermentador operando num alto ni
vel de aeragac (1,0 vvm), sem condicdes de limnitagao de oxigénio,
e trabalhando com um meio de cultura constituido de acglcares totais
de melago de cana 25 g/l, soro de macerado de milho 28 g/l e o6leo
de milho 12 g/1.



SUMMARY

The cultural conditions of five strains of moulds, known as
riboflavin producers, were studied. The strain Eremothecium ashbyii
12-1389 was selccted as the higher producer among the species assa
yed.

Mycelial dry weights, sugars consumption, changes in pH and
riboflavin production were determined in order to apply these data
to the Kono Kinetic Theory. The rheological behavior of the fermen-
tation media was studied by the Ostwald -~ de Waele Model (power
law).

Experiments were done in shaker and in laboratory fermentor,
and 47 fermentation media were examined. Maximum riboflavin produc
tion of 1.087 g/l was obtained in 144% hours of fermentation, with
the fermentor operating at a higher rate of oxygen supply (1.0 vvm),
without limitation of oxygen dissolved concentration, and working
with a culture medium consisting of total sugars from sugar cane
blackstrap molasses .5 g/l, corn steep liquor 23 g/l and corn oil
1z g/i.
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INTRODUGAQ

As fermentagCes cierecem, de um modo geral, a vantagem de
uma produgao, relativamente mais fécil, de compostos com estruturas
complexas, os quais sdo quimicamente sintetizados com dificuldade.
A riboflavina (vitamina B?) ten uma estrutura complexa, sendo por

tanto um produte adequado para sua obtengao por processos fermenta-
tivos.

Em alguns paises, entretanto, em virtude das vitaminas te
rem sido utilizadas, inicialmente, como medicamento para a popula
Gao, seu principal método de obtengao foi a sintese quimica. Outros
paises, preferiram empregar vitaminas para enriquecimento da alimen
tagao animal, Conseguentemente, a produgac de vitaminas por micror-
ganismos & conveniente, levando-se ainda em consideragao, que suas
proteinas celulares podenm ser utilizadas diretamente como forragem
(55).

No Brasil nac se produz ainda riboflavina. Mas, se por um
lado, nosso pais possul uma guimica de sintese incipiente, por ou-
tro, apresenta matérias primas para processos fermentativos, como
residuos agricolas o sub-produtos de indistrias de alimentos, que
poderiam ser utilizadas em fermentagoes mais nobres, como é o caso

da produgao de riboflavina (8).
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REVISAC DA LITERATURA

As primeiras tentativas, para a producao microbioldgica da
riboflavina, foram feitas com Saccharomyces cerevisial, sem o menor
éxito. Melhores resultados foram obtidos com CLostridium acetobuty-
Licum num meio de cultura constituido, basicamente, de grios e soro
de leite, com rendimentos de 0,05 a 0,1 g/1. O principal problema
dessa fermentagdao anaerdbica era o controle dos niveis de ferro,
pois concentragoes superiores a 1,0 ppm reduziam de 75% a produgao

da vitamina 82 (9, 22).

Pesteriormente, procurou-se utilizar leveduras como Candida
guillienmondii e Candida fLarerni. Estes microrganismos eram  mencs
sensiveis ao ferro (40 - 60 Ppm) e chegavam a produzir cerca de 0,6
g/l de riboflavina (s.; 4g).

Foi, no entanto, com dois fungos leveduriformes, os ascomi
cetos Eremothecdium asibyii Guilliermond, e Ashbya gossypii (Ashby e
Nowell) Guilliermcnd, que se tem obtido produgoes de riboflavina su
periores a 5,0 g/l, em fermentagoes aerdbicas, nas quais o teor de

ferro nao seria critico (9; 22).

Z2.1. - Produgao de riboflavina com E. ashbyid

A produgao de riboflavina com E. ashbyid tem sido
conseguida com a utiliza¢ido de carboidratos (glucose, sacarose,fru
tose, maltose, manose) ou lipideos como fontes de carbono. Para
OSMAN e SOLIMAN (43) certos carboidratos (galactose, celobiose, ami
do, celulose) seriam muito menos efetivos do que a glucose. GOODWIN
(18), entretantc, acredita que misturas de carboidratos seriam mais

riboflavinogenicas.

Com relagac as fontes de nitrogénio, DEMAIN (9) cita varios

amino-acidos (asparagina, serina, histidina, giutamato, aspartato,



treonina, tirosina, cistina, leucina, arginina), gue tem sido comu
mente empregados na formulagao de meios quimicamente definidos, des

tinados ao crescimento e/ou produgac de riboflavina.

Embora, nem todos cs estudos sobre as =xigencias nutricio
nais do E. ashbyili estejam em acorde (Z4), tres vitaminas (biotina,
inositel e tiamina) parecem ser fundamentais para seu crescimento e
producac de riboflavina.

Varios meios de cultura, quimicamente definidos, foram pro
postos por YAW (64); MACLAREN (33) e HICKEY (24%), de modo a produzi
rem 0,2 g/l de riboflavina, sem, todavia, alcangarem os rendimentcs

dos meics de cultura complexos (20).

PIERSMA (47) apresentou um meio de cultura liquido compos-
to, basicamente, de carboidratos {(1%), extrato de malte (1,5 a 2%)
e proteinas de origem animal (2 a 4%). O pH inicial variava de 5,5
a 6,5 e & incubagdo era a 27°C, com aeragdo. Nestas condigoes o

rendimento em riboflavina era da ordem de 0,5 g/1.

STILES (59) empregou um processo, para obtencaoc de ribofla
vina por fermentagdo submersa com E. ashbyii, no qual wutilizava vi
nhagas de varias procedéncias e/ou levedura seca, leite desnatado ,
ervilhas, farinha de peixe, farinha de soja etec. 0O volume de inﬁgg
lo era da ordem de 1% (v/v), com um tempo de fermentagao de cerca
de 90 horas a 29°C. 0 maior rendimento obtido foi de 0,436 g/1 com
vinhaga de ceresais.

HICKEY (24) propos um meio de cultura complexe constituido
de glucose e maltose, mais certas proteinas (caseina) e oleato de
sodio (0,06%). Apds 5 dias de fermentagdc o prendimento alcangado

foi de aproximadamente 1,4 g/l de riboflavina.

MOSS e KLEIN (41) encontraram que bons rendimentos de ribo
flavina poderiam ser produzidos, por fermentacac submersa com E.
ashbyii, em meios de cultura contendo misturas de carboidratos (1 a
5%), lentilha (2 a 4%), sais de amonio (0.,5%) e cloreto de sédio
(0,5%). 0 pH da fermentagao era controlado entre 6,8 e 7,5, a tempe
ratura regulada para 28°C e o-indculo era de cerca de 10% por volu-

me.




A duragao da fermentagdc situava-se entre 5 e § dias.Nectas

condigoes, o rendimento em riboflavina poderia chegar a 2,48 g/l.

GADEN Jr., ef af. (1l4) propuseram um método para obtencgao
de riboflavina a partir do melago citrico, usando o E. ashbyii NRRL
1363. Os autores recomendaram a utilizagdao de melago citrico clari
ficado (6% em agucares redutores) suplementado pela adigao de extra
to de levedura comercial (0,3%) para produsaoc de riboflavina na con
centragao de 0,72 g/l em frascos agitados. C meio de cultura foi
inoculado com 4% por vclume de uma pré-fermentagdo de 24 horas.O pH
inicial era ajustado entre 6,5 e 8,0. A fermentagdo durava de 7 a 9
dias e a temperatura de incubagao era 28 - 29°C. 0 método era reco
mendado para o enriquecimento do melago zitrico para alimentacao

animal.

A importancia dos lipideos na producido de riboflavina por
fermentagao nao tem sido sempre reconhecida (24). No entanto, a uti
lizagao dos lipideos, como fonte de energia, pode ser considerada

como o fator economico mais importante nesta fermentagido (22).

PHELPS (468) descreveu o efeito dos glicerideos em meios pro
teicos com extrato de malte (1,75%) e glucose (0,5%). Mostrou, tam
bém, que concentragoes de glicerideos superiorecs a 0,6% produziam
um efeito estimulativo na produgao de riboflavina pelo E. ashbyid,
chegando a converter rendimentos de 0,5 g/l em 1,0 g/l. Entretanto,
ao que parece, apenas recentemente, esse importante aspecto da fer
mentagao voltou a ser devidamente estudado por KOJIMA et af. (26),
com o E. ashbyii, pela adigao de Oleos vegetais, num meio constitui
do de glucose, peptona e extrato de levedura.

Talvez, algumas das aparentes contradig¢ces encontradas, por
diferentes pesquisadores, possam e¢star relacionadas com o emprego
de linhagens diferentes ou modificadas do E. ashbyii, que poderiam

ter diferentes exigeéncias nutricionais (2u),

2.2. - Produgao de riboflavina com A. gossypii

WICKERHAM ef af. (66) foram os primeiros a relatar
que o A. gossypidL NRRL 1056 poderia produzir uma significativa quan

tidade de riboflavina (0,381 g/l), num meio de cultura composto de

-6-



glucose, peptona e extrato de leve dura, suplementado ou nao por ex

trato de malte. 0 microrganismo e a fermentagao tem caracteristicas

muito similares aquelas do E. ashdbyidl (49; 503 51). A glucose, saca
rose, maltose e os lipideos tem sidc considerados boas fontes de
carbono (26; 39). Aler dissc, tem sido comum o emprego de soro de

macerado de milhe, vinhaga e seus s6lidos sclilveis, residuos protei

cog animais, como fonte de nitrogénio (22; 52).

TANNER Jr., et af. (62) mostraram, entretanto, que o amido
e pentoses (xilose, arabinose) ndo sao metabolizaveis pelo A, gossy
piL{. Encontraram, também, que & sacarose e a maltose so poderiam
substituir a glucose, como fonte de carbono, sc estiverem sob for-
mas relativamente puras. Por isso, as tenta“tivas no sentido da uti
lizagao de melagos, de varias origens, nesta fermentagao nao  tive
ram éxito (1k). Os mesmos autores propuseram meios de cultura basea
dos em glucose, soro de macerado de milho e residuos das inddstrias

frigorificas de carnes. 0 PH inicial era controlado entre 6,0 e 7,0,

. . O .-
os frascos agitades foram incubados a 28 *+ 1°C e o indculo de 1%
por volume, era proveniente de uma pré-fermentagéo de 24 horas de
idade.

PFEITER ef alf. (45) estudaram a fermentagao em escala pilo

to, utilizando os meios de cultura de TANNER (52). Os experimentos
foram conduzidos com niveis de aeracdo variando entre 0,125 e 1,0
vvm e agitagao entre 100 e 250 rpm, para produzir rendimentos de

0,5 a 0,848 g/1. 0 caldo foi evaporado e secado, resultando num con

centrado contendo 2.,5% de riboflavina.

MALZAHN e af. (34) apresentaram um processo de obtengdo de
riboflavina, por fermentagao com A. gossypii, cujo meio de cultura
tinha como componentes criticos, lipideos e proteinas do colageno,
suplementados com fatores acessorios do soro de macerado de milho,
dos sb6lidos soluveis de vinhaga e do extrato de levedura. Rendimen
tos da ordem de 5,0 g/l foram obtidos em tais meios. No processo
descrito por esses investigadores a quantidade de ar utilizada foi
de 1/3 vvm e a poténcia consumida era aproximadamente 1 HP/m3 de

meio de cultura.



DEMAIN (39), muito recentemente, mostrou um marcante desen
volvimento dos meios quimicamente definidos (sintéticos) para fer-
mentagao com A. gossypddl, com rendimentoz que alecancavam 1,0 g/i.Na
formulagao desses meios, os principais componentes eram a glicose,

biotina, tiamina, inositol, asparagina, glicina, tirosina, hipoxan

tina, Tween 80 e sais minerais (Mgsou, NaH,POu, KZHPOM’ CaClz,
Zn S( .
SOq, e Ou)
2.3. = Processo de fermentacao

5), que se difundiu

(o3

Foi devido a WICKERHAM 2f al. (¢
a utilizagdao de um meio de cultura constituido por glucose, peptona,
extrato de levedura = extrato de malte, agarizado ou nao, para o es
tudo de fungos ribofiavinogenicos. De acordo com TANNER Jr., ef af.
(62), o extrato de malte teria a finalidade de estimular a velocida
de de formagao da riboflavina no meio glucose-peptona-~extrato de le
vedura-extrato de maliec solidificado com agar. O beneficio, porém ,
nao ficou evidenciado no meio glucose-peptona-extrato de levadura-
-extrato de malte, 1iquido (sem adig¢do de agar). Este meio, com ou
sem a inclusao do extrato de malte (meio glucose-peptona-extrato de
levedura), parece conter todas as exigéncias necessarias para o}
crescimento e riboflavinogenese dos fungos A. godsypid e E. ashbyidl
(51). 0 meio glucose-peptona~extrato de levedura-extrato de malte
(e/ou glucose-peptona-extrato de levedura) tem sido empregados por
um grande numero de investigadores como PRIDHAM e RAPER (49);MICKEL
SON (39); PFEIFLR ef af. (ub); MACLAREN (32); GADEN Jr., et af.(1l4);
KAPRALLX (25); MALZAHN of af. {(34); KOJTMA et af. (26), para sele
c3o, cultivo e conservagido, bem como, para cstudos morfologicos,bio
fisico-quimicos e fisiologicos de varias linhagens dos fungos Ere-

mothecium asibyisi e Ashbya gossypi4.

Numerosos estudos foram feitos com relagio a biogeénese da
riboflavina em microrganismos, principalmente, pelo grupo do Dr. GO
ODWIN (163 17; 1d3 193 20). Entretanto, os mecanismos de controle
da superproducgido deste metabolito nido sido, ainda, bem conhecidos
(3; 10).



2.4, - Recuperacac da riboflavina dos caldos de fermentacao

Varios uetodos tém sido aplicados para recuperagao
da riboflavina, particularmente, quandoc os caldos de cultura possu-

em mais de 1,0 g/1 de vitamina B.(24).
<

ApOs o término da fermentagao, o caldo pode ser evaporado
atée uma concentragao de 30% de sélidos e secado, em secadores de
tambor, para se obter um produto destinado a alimentagao animal
(22). Fode-se, também, obter um produtc cristaline para consumo hu
mano. Para tal, segundo HANSON (22), deve-se ajustar o pH do caldo
ate 4,5 e, em seguida, aquece-lo durante 1 hora a l?loC, para solu
bilizar completamente a riboflavina. O material insolvel & removi
do por filtragao. O filtrado € tratado por agentes redutores para
precipitagao da riboflavina. 0 precipitado de riboflavina pode ser
dissolvido em agua, solventes polares ou solugoes alcalinas. A reo
xidagao & feita por aeragao e a recuperagio & processada por crista

lizagao.
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MATERIAIS E METODOS

3.1. - Microrganisnos

As seguintes cinco linhagens, de fungos ascomicetos,
foram experimentadas para verificagao de sua capacidade de produzir

riboflavina (vitamina BQ):
a) tremothecium ashdyii CBS 741-79
b) Ashbya gossypii CBS 117-2S
c) Ernemothecium asihbyili IZ 1389
d) Ashbya gossypii IOC 2368
e) Asnbya gossypdd IM 2102

Os fungos E. ashbyii CBS 741.70 e A. gossypii CBS 117-28 fo
ram adquiridos do "Centraalbureau voor Schimmelcultures" (Baarn,
Holanda), enquanto que, o E. ashbyii IZ 1389 foi fornecido pelo Ins
tituto Zimotécnico da Escola Superior de Agricultura Luiz de Quei

roz da Universidade de S3do Paulo am Piracicaba.

Do Instituto Oswaldo Cruz (Ministério da Saude, Rio de Ja-
neiro) obteva-se o A, gossypii ICC 23 e do Instituto de Micologia
da Universidade Federal de Pernambuco (Recife) recebeu-se o A. gos

sypid TN 2102.

Todas essas culturas puras foram recebidas em tubos de agar
inclinados. A partir destas, foram inoculados tubos estoque com
égar-glucose—peptona-extrato de levedura-extratc de malte,incubadocs
a 28 = O,SOC durante 48 - 72 horas. As culturas, apés mostrarem um

5°0)

~

crescimento satisfatoric foram conservadas em refrigerador (3 -
por um periodo ndo superior a 8 semanas. Efetuaram-se, posteriormen
te, repasses pericdicos {(27; 3L4). Foram feitos repiques das cultu -
ras estoque (padrao) para tubos com o mesmo melio, mantidas continua

o . .
mente a 2820,5°C por uma semana.Destes tubos ,repiques sucessivos de

-10-



7 em 7 dias fovem ofotus

83}

03, & fim de manter ativos os fungos (1L
33).A partir destes Gltimos, retircu-se o material de semeadura pa

ra as experiencias.

Alguns autcores, (9; 20) mencicnam a possibilidade de cortas
linnagens do fungo E. asibydi perderem a capacidade de superprodu -
gac de riboflavina. lomando-se os cuidados usuais (22; 24) nao foi
notada nenhuma =zvidencia de qualquer variacio durante o periodo de

realizagao dos expurimentes.

Como os funges L. ashbydid e A, gossypid siao considerados fi
topatogenicos (infectam flores do algodoeirc), todas as culturas e

. -« . . - - - . -
demails residuos foram esterilizados antes de serem eliminados (48).

3.2. - Meios de cultura

Para manutengao das linhagens utilizou-se o meio
agar-glucose~peptona-extrato de levedura-extrato de malte cuja com
> ———

posicao e a seguinte (86):

COMPOSigaon g/l
glucose mono-hidratada (cerelose) 10
peptona
extrato de levedura 3
extrato de malte 3
agar 20

dgua destilada para completar 1 litro

pH : &,5 (antes da esterilizacao)

Os tubos de ensaic (18 x 130 mm) contendo cada um 12 ml de
meio, foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121°C. An-
tes de sua utilizac¢ao, foram aquecidos em banho-maria até fusao do
dgar e inclinados. Em cada repicagem, pelo menos um tubo era tomado

para controle de eventuais contaminacoes.

. - . ~ 3 - - ~
Para estudar variaveis fisico-quimicas da fermentagao, em-
pregou-se o meio liquido glucose-peptona-extrato de levedura, com a

seguinte composigao (25; 23; 39; 62; 66):

-11-



glucosce 15

(¢3]

peptona

extrato de levedura

w

ague destilada para completar 1 litro
pH : 6,5 (antes da esterilizacio)
pré-fermentacdo: 24 h e agitagao: 200 rpm

Os frascos erlenmeyers de 500 ml, cada um contendo 50 ml de
meio (13), foram esterilizades em autoclave por 15 minutos a 121°cC.

Apos a esterilizacgido, havia uma pequena diminuigao do pH em 0,1 -

0,2 unidades. 0 material de vidro utilizado para transferéencias e
-~ . o

outras operagoes, foi esterilizado durante 2 horas a 160°¢C (calor

seco).

Com a finalidade de encontrar o meio natural mais adequado
para obter alto rendimentc de riboflavina, usaram-se 47 meios de
cultura, em experimentos com frascos agitasdos, baseados em melago
de cana, soro de macerado de milho, vinhaca de milho, &leos de mi-
lho, soja, amendoim e algodio. (ver no Capitule VI os quadros 7, 8§,

9 e 10 que mostram as formula¢des destes meios).

0 melago de cana & o mel final gque nao possui sacarose eco
nomicamente recuperavel (323. O melago utilizado foi preparado pela
mistura de amostras, retiradas ao longo da época de colheita de ca
na de aglcar. Foi armazenado em refrigerader. A principal analise
do melago, tendo em vista a sua utilizagao comoc fonte energética, a

presentou o seguinte resultado:
aclUcares totais (expressos em gluccse) : 58,33%

Na grande maioria dos ensaics, o melago utilizado foi clarificado.
Esta clarificagao foi obtida de acordo com técnicas similares as de
BORZANI e cof. (5) (ver apendice D).

0 soro de macerado de milho resulita da agua na qual o cere
al é macerado durante sua industrializag¢ao. De sua andlise obteve-
se a seguinte composicdo média:

r"_
- i
£



solidos totais 49,6% (105 - 110°C)

nitrogénio tetal : 3,75% (base Umida)
0 soro de macerado de milho utilizado, foi preparado pela mistura
de diversas amostras de varios lotes de "milhocina" e estocado em
refrigerador. Este soro., antes de ser empregado na formulacgao de

meios de cultura, sofria uma clarificagao parcial (2; 8), pois de
acordo com ALI e AL - KHALIDI (2) a clarificacao € muito importante

para a obtengao de resultados reprodutiveis. (ver apendice E).

A vinhaga (restilo) de milho € um residuo da destilacao de
mostos da fermentagdo alcodlica do cereal. Esse residuo & filtrado
ou centrifugado, sendo a parte solGvel utilizada nos experimentos.
Os solidos sollveis da vinhaga de milho usada,correspondiam a 4,67%
(base Umida).

Foram utilizados os seguintes Oleos vegetais: milho, soja,
amendoim e de algodao. Na grande maioria das experiencias os Oleos

vegetais utilizados ja eram refinados (ver apendice F).

0 meio de cultura 22 foi usado para ensaios no fermentador

(escala laboratorio):

composicaoc g/1
agucares totais (A.T.) do melacgo 25
soro de macerado de milho (S.M.M.) 28
Sleo de milho (0.M.) 12

dgua corrente para completar 1 litro
volume do meic de cultura : 500 ml
pid : 6,5 (antes da esterilizagao)

pré-fermentagao : .4 h
A ~ , . PRYe)
esterilizagao : 30 minutos a 121°C
Em decorrencia das dificuldades geralmente encontradas,quan

do se trabalha com microrganismos em meios naturais, procurou-se a-

dotar um grande rigcor no preparo dos materiais de ensaio.



3.3. - Processo fermentativo

3.3.1. - Inoculo

As condigoes de preparagdc do indculc para
fermentacdo com A. gossypii, foram estudadas por varios autores (49;
50; 51; 6z). De acordo com esses autores, foram escolhidas as se
guintes condigoes:

volume @ 1% (v/v)
idade : 24 h
tipo :  vegetativo

Para fermentagdo com E. ashbyii, as seguintes condigGes foram empre
gadas (14; 15; 56)

volume : 5% (v/wv)
idade 24 h
tipo ! vegetativo

Quando se tratava de meios de cultura naturais (complexos),
a pré-fermentacido era feita em duas etapas. Na primeira a semeadura
era feita das culturas inclinadas para o meio glucose-peptona-extra
to de levedura. Depoiz de 24 horas (EHOC, 300 rpm), seguia-se a se
gunda etapa, com a transferencia de um indcule (5% v/v) do meio glu
cose-peptona~-extratc de levedura, para pelo menos tres frascos (500
ml com 50 ml de meio) contende o meio natural gue se iria ensaiar.
Essa nova pre-fermentagdc, tinha uma duragiZo de 2% horas EZSGC, oo
rpm). Depois disso, os frascos eram cuidadosamente examinados, e a
queles que apresentassem uma suspensao uniforme das formas vegetati
vas, eram selecionades para fornecer o indeculo para o processo fep

mentativo (fermentagidoc submersa).

3.3.2. - Temperatura

Existem poucas discordancias quanto a tempe
ratura a ser utilizada, desde que os autores consultados situam o
nivel de temperatura entre 26 e 30°C, com maior incidéncia em 28° C
(9; 14; 25; 39; 51: 563 62). Nos testes efetuados a temperatura foi

fixada em 28°cC.
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3.3.3. - pH

0 pH otimc inicial <e qguase todas as fermen
tagoes. para produgao de riboflavina com funjos riboflavinogénicos,
situa-se entre 6,0 < 7,0 (14; 223 25; 27; 67). O pl inicial foi fi
xado em 6,5, nas expeviencias com frascos agitados e com o iermenta

dor.

3.4, - Zauipamentos para o desenvolvipento da fermentacgao

em frascos.

Para os ensaios em frascos agitados, utilizou-se um

incubador-agitador rotativo com as seguintes caracteristicas:

Procedencia: New Brunswick 3cientif Co., Inc.

Denominagao: Psycrotherm

Modelo : G=2
Velocicade : 40 & 400 rpm (% 5)
Passo 2,54 cm

Temperatura: 0 a 60°C (& 0,5)

As fermenta¢oes foram realizadas em frascos erlenmeyers de

-~

500 ml (valor nominal), com os meios de cultura perfazendo 13% des
te volume e a um nivel de agitacao de 300 rpm (123 253 393 50; 62).
Para manutencao de condicoOes assépticas, foram utilizados tampoes
de algodao recobertos com gaze. As perdas por evaporagao foram cor-

rigidas por adigao gradual de agua esterilizada.

3.5. - Equipamentos para fermentagao em escala laboratorial.

Empregou-ce un fermentador com as seguintes caracte-

risticas:

Procedencia : Fermentation Design, Inc.
Denominagac : Mini-Ferm
Modelo : M-1000

-15-



Vaso de fermentag¢ao: Copo de vidro “'pyrex” de 1000 ml, com

wn volume util de ©00 ml.

Agitacao : agitador magnético, recoberto de "te-
flon" com uma velocidade variavel de

30 a 690 rpu, calibrada por estrobos-

copio.

Aeragac . 0 ar ¢ admitido no recipiente sobre o
agitador magnético. A medida de sua va
sac ¢ feita em rotametro com a escala
0 - 1,5 litros por minuto, calibrado

s 10
para 1 atm. e 21,17°C.

Filtro de ar © 0 meio filtrante € de 13 de vidro, ca
paz de reter contaminantes, dec ar nao

estéril, de ate 0,5 microns.

Temperatura : A temperatura & mantida com precisao
B 0, . -~ . - .
(£0,57C) por resistencia eletrica e/ou
por circulacdo de agua refrigerada ou

nac.

A velocidade operacional de agitagac do fermentador foi de

500 rpm. As determinagtes da concentragao de oxigenio dissolvido du

rante o transcursc das experiencias, foram efetuadas com eletrodos
r

)

de oxigenic {(modelo LE-1C0) e um medidor-registrador (modelo DOAR)

[&n]
e

com escala de 0O -~ 10¢

s

3.6. - Reagentes e ecuipamentos complementares

Os reagentes e preparados quimicos, bioquimicos e mi
crobioldgicos utilizados, eram das marcas Merck, Baker, Carlo Erba,
Difco. Além dos materiais comumcnte usados em laboratorio, tais co
mo, tubos, beckers, erlenmeyers, pipetas, buretas, provetas, funis,

etc., foram empregados os seguintes equipamentos:

a) Fotofluorimetro Coleman, modelo 12C, com lampada de va-
por de mercirio, filtros B-2 e PC-2, cubetas n? 12-190 ,

operandc com transformador Sta-Balj;

~-16-



b)

0
s

d)

e)

)

g)

h)

i)

i)

i)

m)

n)

o)

Espectrofotometro Coleman, modelo 295E, com cubetas nQ 6
-326;

i

Balanga enalitica Mettler H20T ( max. 160 g, div. 0,01

mg),

Balangas de procisio Mettler

o

= Pi6ON (max. 160 g, div. 1 mg), com lampada infraverme-
lha para secepcm, modelo LP11.

—

- P1000 {max. 1900 g, div. 1lg);

Autoclaves e esterilizadores:

- Esterilizador Fabbe, modelo 104, n? 1773 (max. 3 kg/

cm?).

- Autoclave Steroclave, n? :5X (max. 30 psig);

Potenciometrce, pH-meter H-5, Horiba, com ajuste automati

co da temperatura e precisao de *0,05 unidades de pH;
Microscépio Carl Zeiss (aumento 40 x 12,5 = 500 vézes);
Centrifuga Excelsa 3 da Fanem (G - 5000 rpm);

Estufas:
- Fanem, modclo 306/2, n® 538669 (max. 150°C)
O

-~ Fabbe, modelc 119 (max. 300°C);

Bomba de vacuc Welch da Sargent Scientific Co., modelo

1399, série 8334 (min. 1,0 mm Hg);

Banho-maria da Fanem, modelo 120/, n% 610983

Destilador de agua da Consolidated 3tills and Sterilizers

(fluxo: 1 galao por hora):
Refrigerador Friolandia e Congelador Metalfrio;

Viscosimetro Epprechet - Rheomat 15, da Contraves A.G.,

com banho termostatico e estabilizador de tensao Kron.
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0 peso seco 4o micélio foi estimade por filtragao(pa
pel Whatman n? 52) do caldo de cultura, posterior lavagem com agua

ey ) - -
27C, durante 2 hocras (25; 27). 0 calculo

1+

(200 ml) e secagem a 105
do peso seco do miceliio pode ser feito, desde que se determine pre
viamerte, o pesc do papel de filtro, cuja perda de umidade seja co

nnecida.

0 pH foi determinado com um potenciometro Horiba. As deter-
minagoes foram efetuadas no meic de cultura com o micélio e depois
de separado este ultimo por filtragao. Nao se encontraram diferen-

¢as entre os valores obtidos segundo os dois procedimentos.

Os agUcares totais (expresscs em glucose), do meio glucose-
peptona-extrato de levedura, foram determinados utilizando-se o rea
gente antrona, segundo uma modificagac (23) do método original de
MORRIS (40). Esse meétodoc j& tinha sido empregado com éxito neste la
boratorio (53). As determinagbes dos agucares nos caldos de cultura
foram feitas apds a separacgio do micélio por filtragdo. Os aglcares
totais (expressos em glucose) dos meios naturais com melago de ca-
na, foram estimades pelo processo de LANE - TYNON (7; 31; 37), de
acordo com modificag¢ao de TALCONE e cof. (11). O nitrogénio total
foi determinado pelo métodc de KJELDAHL (37).

A riboflavina (total) foi determinada, de acordo com método
da A.0.A.C. (37), por flucrimetria, da seguinte maneira. Amostras
do caldo de cultura s3o hidrelisadas em autoclave (20 minutos, 120°
C) em presenga de HCL §,1N. Posteriormente, ajusta-se o pH a Uu4,5,
dilui-se convenientemente com agua destilada e filtra-se. Compara-
se entao, no fotofluori-etro com uma amostra padrac de riboflavina
(Merck).Durante as medidas de fluorescencia, deve-se evitar uma ex

essiva exposigdo das amostras a luz, principalmente, ultravioleta
(ver apendice A).

A viscosidade foi medida num viscosimetro de cilindros con
centricos, aparelho de Contraves (36). Esse instrumentc consiste de
um recipiente cilindrico e um cilindro maci¢o concéntrico. No espa

go entre ambos, o fluido € submetido a uma tensao.cizalhante ( 1 )
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produzida pela rotagao do cilindro macice. Um indicador fornece as
variaveis utilizadas na determinagdo do diagrama basico de fluxo.
As velocidades do cilindro macigo ( y ) podem ser expressas em rpm
ou 8”1, As leituras podem ser convertidas em tensdo de cizalhamen
to (dina/em?) ou viscosidade (centipoise). A taxa de cizalhamento

de um fluido nao-Newtornianc (Y ) pode ser determinada, dividin

ostw.
do-se o valor da taxa de cizalhamento para fluide Newtoniano, por

um fator de compensacao (C), calculado pela formula:

Inicia-se a medida com & velocidade mais baixa do cilindro macicgo
e aumenta-se gradativamente. Posteriormente, efetua-se o procedi -
mento inverso. Quando se trabalha com suspensoes, existe a possibi
lidade de sedimentacao e/ou centrifugagao das particulas, de modo
a tornar menos uniforme a distribuigac da tensao de cizalhamento a

través do fluido (ver apéendice C).

As observagodes microscopicas das culturas, foram emprega -
das principalmente, para a verificagao das mudancas na morfologia
do micélio, durante ¢ transcurso da fermentacdo, bem como, para o

controle de eventuais centaminagoes.
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4.1. - Comparagac do potencial riboflavinogénico de linha-

gens de E. ashbyidi e de A. gossypii

Observou-se que os fungos E. asnbyii CBS-741-70, E.
ashbyii 17Z-1389 e A. gossypii I0OC-2388 apresentavam coldnias amare
lo-brilhantes, depois da incubagdo no meio de dgar-glucose-peptona-
extrato de levedura-extrato de malte, enquanto que nos fungos A.gos
sypdidL IM-2102 e A. gossypdd CBS-117-28, notavam-se coldnias amarelo
-palidas.

0 potencial riboflavinogenico deve ser entendido como a ca
pacidade de produgac de riboflavina (peso/volume de meio de cultu-
ra) para determinadas condig¢oes de cultura. A medida da capacidade
de produgao de riboflavina foi efetuada, utilizando-se o meio gluco
se-peptona-extrato de levedura em frascos agitados. 0Os resultados
sobre a produgao de riboflavina durante 168 h (7 dias) foram obti
dos, preparando-ce uma serie de frascos identicos, e tomando-se

tres frascos a cada dia, de cada fungo, para analises.

Os resultados obtidos estao indicados no quadro 1 e na figu
ra 1. Como se considera gque o meio glucose-~peptona-extrato de leve
dura contem todas as exigencias necessarias para crescimento e ribo
flavinogenese satisfatdrios, os resultados indicam que o fungo E.
ashbydidi I7-1389, deve possuir maior capacidade de produgio de ribo
flavina, do que os outros fungos experimentados. Pode-se também to
mar 120 horas (5 dias), como um periodo adequado para a fermenta

gao, nas condigoes experimentais ensaiadas.

4.2. - Cinética da produgdo de riboflavina no meio de cultu

ra glucose~peptona-extrato de levedura

Uma vez escolhido o E. ashbyii IZ-1383, passou-se a

- ‘d ‘V'!. - - fv' - -~ \ - . N d f 't ~ - l -
estudar variavels 1sico~guimicas a ermentagdao, no melilo giucose
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peptona-extrato de levedura. 0 periodo de fermentacao estendeu-se
por 120 horas. Os experimentcs foram realizados em triplicata. Os

valores medios obtidos estdc representados no guadro 2 e nas figu-

ras 2 ¢ 3. 0s resultades do desenvolvimento da fermentagac para pro

dugao de riboflavina parecem mostrar duas fases distintas. Na pri

meira, a glucose (aglcares totaic) é consumida e o caldo torna-se
. - . . ® . . .~ L ,

mais acido (pH minimo = &,1). Esta variacio ocorrve até as 20 - 30

ar
primeiras horas. Fnquantc o consumo de glucosze vai se completando ,
fase

hd um aumento gradual do pH (segunda fase) e o caldo torna-se alca-
lino (pH = 7,73 120 h), com um pH maior do que ¢ inicial (pH = 6,5;
0 h). E provavel gue a desaminagao da peptona contribua para o au-
mento do pH (9). Apenas uma pequena quantidade de riboflavina apare
ce na cultura antes da glucose estar metabolizada. A maior parte da
vitamina B2 forma-se na segunda fase, e alcanca 0,207 gramas por 1i

tro de meio de cultura depois de 120 horas de fermentacao.

0 micélio desenvolveu-se de preferéncia em filamentos. 0
crescimento celular maximo encontrado foi de 6,94 g/l, depois de 58
horas de fermentagao, aparentemente, coincidindo com o consumo com

pleto de glucose.

Os resultados da variagao do pH e consumo de glucose podem
ser comparaveis aos de MICKELSON (39) com A. gossypid e de KAPRALEK

(25) com linhagem nao riboflavinogénica de E. ashbyid.

0 fungo E. ashbyidi IZ-138¢ foi controlado, durante a execu
gao dos trabalhos experimentais, em relagao a sua capacidade de pro
dugao de riboflavina. Em 18 ensaios de controle para um periodo de

fermentagao de 48 horas, obtiveram-se os seguintes resultados (58):

produgdo média de riboflavina = 43,5 mg/l
desvic padrao = % 2,44 mg/l

peso seco médio do micélio = 6,69 g/l
desvioc padrao = &+ 0,58 g/l

Pode-se portanto admitir, que praticamente nao houve evidencia de
uma variagao substancial, na capacidade riboflavinogéenica do E. ash
byid IZ-1389.
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H.3. -~ Modelo cineticc de Kono aplicado i producdc de ribo-

flavina por fermentacao.

KONC e ABAT (30) estabeleceram modelos cinéticos pa
ra o crescimento celular e formagac de produtos em fermentagoes (ver

apendice B).

rara o desenvolvimento do modelo matemdatico, em relacao ao
curso da fermentacac descrito em 4.2., foram formuladas as seguin

tes hipdteses:

h.1l) 0 crescimentsc celular & fundamentadc na fase de cresci
mento exponencial e na fase de declinio (da velocidade

de crescimentc);

h.2) A produgao de riboflavina estd associada ao ndo cresci

mento celular.

A partir dos resultados da figura 2 pode-se construir as fi
guras 4 e 5, para a obtengao dos parametros caracteristicos do mode
lo, utilizando-se um processo grafico-analitico sugerido por KONO e
ASAT (30). Na figura 4% & inclinagao das linhas OP, 0Q e OR represen

tam os valores de u, p1 e p, respectivamente. 0 valor Xc (concentra

“~
~ bl . . . ~ - - -
gao critica) indica a concentragac celular limite, entre as fases
3 R Ll . ~ ~ -
exponencial e de declinio. X, representa a concentracao ceclular ma

M
xima teorica nas condigoes de cultivo. A figura 5 mostra a fase adi

cional de produgac (depois de P'), onde p' (inclinagao de ST)E a ve

f
C

. P . ~ ~ - ~ -
locidade especifica de produgao nesta fase. P, € a concentragao ma

M
. . . . . - .
xima de riboflavina prevista teoricamente. Os valores caracteristi-
cos do modelo cinético sdo representados no quadro 3. A partir des
ses valores, a concentragac celular e a concentracdo de riboflavina,
podem ser calculadas como segue (ver apendice B):
a) Fase de crescimentoc exponencial: 4 h € t ¢ 20,5 h

Da equagao |B - 71,

X = 3,02 exp [0,126 (t - 20,5)] fe - 1

Da equagao |B - 11},

P = 2 |4 - 2|

-22-



b) Fase de declinio: t » 20,5 h

Da eguagao [B - 8],

Da equagac [B - 12],

+ 2,64 (t - 20,5) |4 - 4]
¢) Fase adicional: 73 h <t g 120 h
Da equagao |B - 13|,
P = 211,80 ~ 92,50 exp [- 0,063 (+ - 73)] [4 - 5]

Os valores calculados apresentam ampla concordancia com os
valores experimentais observados, come se pode ver no quadro 4 e na

figura 6.

Pode-se utilizar a equagio |4 - 3|, para estimar-se valores
da concentragao celular no periodo final da fase de declinio (até
71,5 h), com a restrigido de que os resultados experimentais, pare
cem indicar uma lenta diminuigao celular, enquanto que os valores
calculados pela equagao |4 ~ 3|, tendem a um iento crescimento celu
lar com o tempo. A velocidade maxima de produgao de riboflavina

\ ~
[%%j 2" 5,83 mg/i}ocorre depois de 73 horas (t{) de fermentagio.
/ max.

Embora esteja proxima, ndo coincide com a parte final da fase de de
clinio (da velocidade de crescimento celular). A velocidade maxima
de crescimento celular ocorre apos 20,5 horas (t.) de fermentacgdo.
ax

dt/méx° H
cidade especifica de produgao de riboflavina (produtividade), foi

, 1 . - .
Ela tem o valor de 0,28 g/h s enquantoc que a maxima velo

calculada como Pmax. = 0,874 mg de riboflavina por g de micélio se
co por hora. 0s valores de XM e Py calculados sao comparaveils aos
seus respectivos valores experimentais. 0 tempo de duplicagao (tg)

calculado foi de 5,5 horas.

Os modelos cinéticos servem para uma melhor interpretacgao
de resultados experimentais, bem como, para permitir eventuais com

paragoes e generalizagdes.
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4.4, - Caracteristicas reologicas da fermentacao

As caracteristicas reoldgicas do caldo de E. Ashbyid
14-1389 foram medidas pelo método descrito em 3.7 e estao indicadas

-C e 5-D. A viscosidade de cada amostra foi

i

nos quadros 5-A, 5-B,
medida a 280C, tres veézes dentro de 1 minuto da amostragem, com va-
rias velocidades de rotagidc do viscosimetro. Embora esse procedimen
to nao represente necessariamente o comportamentc absoluto de escoa
mento do caldo, uma mudanga relativa na viccosidade aparente ( ng )
pode ser detectada. Seguiu-se o desenvolvimento da fermentagao des-

crito em 4.2.

Para estudar-se o comportamento reclégice do caldo, foi es

colhido o modelo de Ostwald - de Waele (ver apendice C):

T = K yn |4 - 6]

Os diagramas de fluxo (reogramas) do caldo fermentativo micelial po
dem ser vistos nas figuras 7 e 8, onde se determinou os valores de
n (indice de comportamento) = K (Iindice de cons sistencia), respecti-
vamente, para varios tempos caracteristicos da fermentacao. As vari
agoes dos pardmetros reoldgicos (n e K) durante a fermentacao foram

as seguintes:

16,5 h (durante a fase exponienci

a) Tempo de fermentacic
al):

0,477

185

~
1

-0,523

185

e

g

58 h (durante a fase de declinio):

b) Tempo de fermentacdo

v - 9]

;705572 v - 10

3
1
o
(o8]
o
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5 ~ - R . .
c) Tempo de fermentagac = 80 h ( no inicio da fase adicio

nal):
g,t
T = 565 ?J"SS !4 - ll'
n, = 365 37000 4 - 12|
d) Tempo de fermentagdo = 110 h (no final da fase adicio-
nal):
]
t = ouy 305490 4 - 13]
ng = 2uL 4705510 4 - 14

Examinando-se ¢ gquadro 6, observa-se que o caldo apresentou
um comportamento pseudoplésticog e portan<o, nao—Newtoniano, duran

te a fermentacao.

Sac relativamente poucos os estudos reologicos de caldos de
fermentagao (1; 3). Entretanto alguns estudos efetuados, mostraram
que o indice de comportamento (n) varia de 0,3 a 0,9 € o indice de
consisténcia (k) varia de 200 a 3500 pseudocentipoise (61). Os re-
sultados experimentais obtidos neste trabalho também se enquadram
nas faixas mencionadas. lNotou-se ainda que o Indice de consisténcia
(k), parece mostrar uma tendéncia proporcional ao crescimento celu
lar, enquanto que o indice de comportamento (n), apresenta uma ten-

dencia inversa.

Quando um caldo exibe caracteristicas nac-Newtonianas, oS
fenomenos de transferéncia de calor e massa dependem em grande par
te das caracteristicas reoldgicas do fluido fermentativo (63). Pop-
tanto, pode ser possivel melhorar o desempenho de uma fermentagao

controlando sua viscosidade (57).

4.5. - Efeito da fonte de carbono na composicao de meio de

cultura para produgao de riboflavina em frascos agi-

tados.

O principal objetivo das proximas experiéncias rela-

tadas, era a formulagao de um meio de cultura natural para a fermen
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tagao com £. ashbyid IZ-1383, que alcancasce rendimento satisfato-
rio de riboflavina.

Com feonte de carbono, foi escolhido o melaco de canda, que

Hh
O
Fae

diluido e clarificado convenientemente, de modo que seus agluca-

o)
D
&

totais, expressos em glucose, representacsem de 10 a 40 g/l. O
melago entretanto, nem sempre pode ser considerado como fonte satis
fatoria de nitrogénio para fermentagao (42; 52). Por isso, utilizou
-se uma correcao com adigio de scoro de macerado de milho. Na falta
de melhores informacoes, fixo

u-se em 20 g/l a concentracao de soro
de macerado de milho, na serie inicial

de experimentos, que foi o
nivel mais satisfatdrio encontradc por ALI e AL-KHALIDI (2) para um
meio de glucose - soro de macerado de milho com E. ashbyil{ ATCC
6747 .

O quadro 7 e a figura 9 apresentam os resultados obtidos e
as principais condigdes de cultura. 0s melhores rendimentos de ribo
flavina, nas condigoes ensaiadas, foram obtidos com 25 e 30 g/l de
agucares totais do melaco em 144 horas (6 dias) de fermentagao. Apa
rentemente, a melhor concentragdao de aglcares totais do melag¢o para
a fermentagac é 25 g/l. Os ensaios foram repetidos pelo menos duas
vezes. Quando se usou melage nao clarificado ( meio n9 5) houve
uma redugao 42,32% na produgao. Logo, parece ser evidente, que a
clarificagaoc é importante para obtengao de melhores producdes. O me
lhor resultado (0,241 g/1) de riboflavina é inteiramente comparavel

ao obtido no meic glucose-peptona-extrato de levedura.

4.6. - Efeitc da fonte nitrogenada na produgao de riboflavi
na.
0 soro de macerado de milho tem sido utilizado na

formulagao de meios de alto rendimento de riboflavina na fermenta-
gao com A, aossypidi (34). Apenas recentemente, alguns pesquisadores
tem recomendado o emprego de soro de maceradc de milho para fermen-
tagoes com E. ashbyii. U soro tem a vantagem adicional de nd3o aumen
tar tanto a viscosidade do melo de cultura, comc fazem de um modo
geral, farinhas, farelos ¢ tortas (56). Os solidos soluveis de vi-
nhaga tem sido empregados como suplemento nesses tipos de fermenta-

gao (20; 22).
-26 -



Partindo-se do meio n%¢ 4 e fixando-se a concentragao dos a-
clcares totais do melago, prosurou~se encontrar o nivel mais satis-
fatorio do sore de macerado de milho. ¢ quadrc 8 e a figura 10 indi
cam os valores experimentais obtidos e as principais cendigoes de
cultivo. 0s resultados mostraram um auniento gradual da producgae de
riboflavina com ¢ aumento da concentragac inicial de soro de macera
do de milho, bem como, o decréscimo da produgao quando se usa uma
quantidade excessiva do mesmo. As melhores produgces de riboflavina
nas condigoes ensaiadas, foram obtidos na faixa de concentracac de
24 a 30 g/1 de soro de macerado de milho, com um maximo em 28 g/l .
0 ajuste do nivel mais satisfatdrie do soro de macerado de milho re
presentou um aumento da ordem de 20% sobre a produgao de riboflavi-

na (relagac entre o meio n? 13 e o n9 4).

No quadro 9 estao representados os resultados do emprego
dos solidos sollveis de¢ vinhaca de milho ra formulagdo basica (meio
n?® 13) do meio de cultura. A adigdo de vinhaga de milho nao teve pra
ticamente efeito ou produziu um efeito negativo. Esses resultados
foram de certo modo inesperados, pois varics autores (205 22) advo-
gam o emprege dos solidos sollveis de vinhaga nesta fermentacgado. En
tretanto, isto pode significar, que pelo menos nas condigoes experi
mentais desta investigacdo, a formulagao basica do meio de cultura

ja incluia uma fonte nitrogenada satisfatdria.

4.7. - Efeito de Gleos vegetais na produgao de riboflavina

Os resultados foram apresentados no quadro 10 e na
figura 11. Sobre determinagoes feitas em triplicata, obtiveram-se
valores médics da influéncia da adigao inicial dos dleos de milho,
soja, amendoim e algodidc no meio de cultura. Uma ampla faixa de con
centragoes foi testada juntamente com a formulagdo basica. O melhor
resultado (meio n? 22) apresentou 0,773 g/l de riboflavina, utili
zando-se uma concentracao inicial de 12 g/l de cleo de milho. 7Isto
representa um aumento de produgao da ordem de duas vézes e meia
(250%) em relagdo a produgdao do meio base (meio n? 13). Com o Sleo

de soja conseguiu-se praticamente duplicar a produgdo, com a adigdo
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inicial de 18 g/l do citado S5leo. Pode-se notar que até o nivel de
6 g/1 o comportamento deos Oleos de soja, amendoim e algoddo é simi-
lar com relagac a produgao da vitamina B,. Altas concentragoes ini
ciais de Gleo de algoddo (27 g/l) chegam a ser inconvenientes. As
experiéncias ccm Sleos ndo refinados e com oleo de milho, como uni
ca fonte de energia (carbonc) para fermentagao, nac resultaram em
produgdes superiores aquelas obtidas com o meio n? 22. KOJIMA et af.
(27), muito recentemente, estudando a influéncia dos S6leos e gordu-
ras na constituigdc de meios de cultura para fermentagao com E. ash
byidi IF0-6023, formularam a hipdotese, de que os gliceridios dos 5ci
dos graxos insaturados (Cq9 - Cqyg), principalmente os trigliceridi-
0s, sao os principais respensaveis pelo grande aumento na produgao
de riboflavina. Essa hipotese, poderia explicar em parte, os melho-

res rendimentos de riboflavina obtidos com o 6lec de milho.

4.8. - Cinética da producdo de ribcflavina no meio de cultu

ra melaco-~soro de macerado de milho-6leo de milho.

Escolhido o meio de cultura n% 22, procurou-se estu-
dar variaveis fisico-quimicas da fermentacdo em frascos agitados. O
periodo de fermentacdo estendeu-se por 168 horas (7 dias).As médias
dos resultados obtidos e as principais condigdes da fermentagao es
tao representadas no quadro 11 e na figura 12. Conforme esses resul
tados, o curso da fermentagac pode ser dividido em etapas distintas,
de forma semelhante ao observado no desenvolvimento da fermentagao
no meio glucose-peptona-extrato de levedura. Entretanto, como o tem
po de fermentagao foi mais prolongado, aparece uma fase de autolise
(terceira fase), caracterizada pela aparente ausencia de maior bios

sintese de vitamina Bjp (25).

0 micelio apresentou geralmente, uma forma filamentosa. Por
se tratar de um meio de cultura heterogéneo, nao se conseguiu resul
tados reprodutiveis do peso seco do micélio. Um dos Unicos métodos
disponiveis (6) para determinacdo da concentracido fungica em meios
de cultura heterogéneos, sd pode ser aplicado, se o desenvolvimento
microbiano for em forma agregada ("peletizada"). No casc de micé

lio filamentoso haveria ganho ou perda de material celular. Alem



desse problema, a fermentagao apresenta substratos mistos e duas fa
zes liquidas, que dificultam uma melhor interpretagao do curso da

mesma.

A viscosidade deste caldo nio pode ser medida pelo metodo
descrito em 3.7. As variacdes dos resultados com o tempo apresenta
ram desvios (negativos) de até 80%. A forma micelial e a constitui
gdo do meio de cultura podem ter sido responsaveis pelo insucesso
das medidas. BONGENAAR et af. (4) em recente publicacao, mostraram
que, quando se trabalha com suspensoes (dispersoces), como é o caso
deste caldo, existe a possibilidade da suspensao tornar-se nao homo
génea pela decantacao (centrifugacao) e intera ga&0 entre as particu~
las, o que favoreceria a formagio de uma camada menos densa,nas pro
ximidades das superficies dos cilindros. Essa hipotese poderia ex-
plicar em parte, a dificuldade de obtengao de dados reprodutiveis
de viscosidade para esse caldo, com o viscosimetro de cilindros con

centricos (coaxiaic).

4.9. - Produgao de riboflavina no fermentador

Foram realizadas experiéncias de fermentacio descon-
tinua no fermentador descrito em 3.5. Procurou-se comparar os resul
tados do fermentador com aqueles obtidos em frascos agitados. Alem
disso, estudou-se a variagao da concentragao de oxigénio durante o
desenvolvimento da fermentagao. 0s resultados foram apresentados no

quadro 12 e nas figuras 13, 14 e 15.

Quando se utilizou um nivel de aeracao de 1,0 vvm, a concen
tragao de oxigenio dissolvido caiu para cerca de 18% \mlnlmo)dep01s
de 31 horas de fermentacao, correspondendo a uma taxa de demanda
de oxigeénio maxima da cultura. Nessas condigoes a produgdo de ribo-
flavina chegou a 1,087 g/1 depois de 6 dias de fermentagac, embora
o resultado de 1,063 g/l em 5 dias ja possa ser considerado satisfa
torio. Entretanto, utilizando-se um nivel de aeracao de 0,5 vvm,que
deve ter provocado uma reducdo na taxa de transferencia de oxigenio
(54), a concentragdao de oxigénio dissolvido permanece em 0% por um
periodo de 19 horas. Esse periodo de limitagao de oxigénio acarre

tou, entre outras coisas, uma diminuigdo substancial na produgao de
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riboflavina. Contudo, nio era possivel testar se a condigao de limi
tagao de oxigénio, era o Gnico fator responsavel pela redugao da

produgao da vitamina B, (21).

0 meio de cultura (n¢ 22) utilizado, n3c tem propensao para
formar espumas nos niveic de aeracgao ensaiados, provavelmente devi-
do, a agac antiespumante 4o Sleo de milho. Entretanto, na fase fi-
nal da fermentacio, quando o o0leo de milho deve estar em grande par
te metabolizado, forma-se uma incipiente camada de espuma. Nao exis
tiu portanto, a possibilidade extravazamento do caldo pela parte su

perior do fermentador.
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CONCLUSDOES

Das 5 linhagens ensaiadas, o tungo Eremofhecium ashbyii IZ-
1388 fol o responsavel pela maior producioc de riboflavina
(vitamina Bj).

A teoria cinética de Kono foi aplicada ao processo fermenta
tivo. Os valores caiculados da concentragao celular e da
concentracac de riboflavina, com bace nessa teoria, mostran
ampla concordancia em relagZo aos valores experimentais ob-

tidos.

As variagoes rcologicas do caldo de fermentagcao foram segul
das pela utilizagao do modelio de Ostwald - de Waele (lei da
potencia). 0 caldo estudado apresentou um comportamento

pseudoplastico.

Los oleos vegetais ensaiados, foi com o Gleo de milho, que

se obteve o maior aumento na producac de riboflavina.

Nas condigoes ensaiadas, o meio de cultura mais satisfato-
rio para produgao de riboflavina em frascos agitados,consis
tia Qe agUcares totais de melago de cana 25 g/l, soro de ma
cerado de milho 28 g/l e oleo de milho 12 g/1. Obteve-se
uma produgaco de riboflavina de 0,757 g/l, depois de 1luk ho-
ras de fermentagdao. A adigdao de sdélidos sollveis de vinhacga
de milho ac meio de cultura € aparentemente desnecessaria,e

em alguns casos prejudicial,

Trabalhando-se num fermentador, com o meio anteriormente
descrito em 5., chegou-se a produzir 1,087 g/l de riboflavi
na. A taxa Otima de aeragdo deve estar situada entre 0,5 e

1,0 vvm,

~-31-



[Hiav!}
[TESS1Y
IRt
nc
"
Ho
n<z
Hi—

e
"

QUADRC 1

Selegao do fungo de maior capacidade de predugao de riboflavina

E. ashbyidl T. ashbyii A.gossypii A.gossyoli A.gossypid

Fungos I12-1389  CBS-741-70 1IGC-238§&  IM-2102  CBS=117-28

Tempo de

Fermeptagéo Produgao de riboflavina (mg/1l)
dias
1 4,4
2 39,3 9,8 4,1
3 112 4y .3 12,2 3,5 2,4
4 184 83,6 15,6 6,9 4,5
5 207 89 27,3 8,k 6,3
b 203 87 32,4 9,7 7,0
1 7 194 75,4 32 9,9 8,7
meio de cultura : glucose~-peptona-extrato de levedura
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QUADRC 7

Cinetica da producdo de riboflavina por fermentacdo num meio

de glucose-peptona-cxtrato de levedura com [.ashbyii IZ-1389

emn frascos agitados

hg&empo de Consumo de Peso seco Produgao de
Fermentagao glucose do micelio pH riboflavina
h g/1 g/1 mg/1
4 14,53 0,366 6,4
13,60 0,612 5,9
16,5 5,09 1,64 5,4
24,5 2,87 4,39 5,1 4,6
31 1,66 5,25 5,2 14,7
43,5 0,62 6,47 5,6 33,8
48 0,21 6,69 5,9 43,5
58 6,94 6,1 70,1
71,5 6,67 6,4 111 ,4
80 6,41 £,8 141
9h 4,93 7,2 181
110 3,86 7,5 202
120 3,25 757 207

v/v) de 24

inoculo : 5% (
pH inicial : 6,5

meio de cultura: glucose

temperatura : 28°C

agitagao : 30C rpm

- 25 h de idade (vegatativo)

15 g/1
5 g/l

de levedura 3 g/l




QUADRG 3

« - - . - . -
Valores caracteristicos <o modelo cilnetico de Kono

para produgao de ribcflavina por fermentacdo

y 6,126 n t
oy 0

0, 0,370 h™t
! 0,063 h™*
Xe 3,02 g/1
Xy 7,12 g/1
P, 2,0 mg/l
pd 119,3 mg/1
Py 211.8 mg/1
to 20,5 h

td 72 h

fungo : &. ashbyii 172-1389
meio de cultura : glucose-peptona-extrato de levedura

temperatura : 28° ¢
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QUADRO 4

Comparagac entre os valores previstos pelo modelo cinético

de ¥ono & o5 resultados experimentais obtidos

Tempo Xexper° Xcalc, Xca - Xex Pexper. Pcalc. Pca - p@
h g/l g/l g/1 mg/ 1 : mg/1l mg/l
Y 0,366 6,378 0,012
8 0,612 0,625 0,013
16,5 1,64 1,82 0,18
24,5 4,39 4,29 -0,10 4,6 3,87 -0,73
31 5,25 5,57 6,32 14,7 12,02 ~2,68
43,5 5,47 6,63 0,16 33,8 37,67 3,87
438 6,69 6,80 0,11 43,5 48,4l 5,91
58 6,94 6,98 0,05 70,1 73,47 3,37
71,5 65,67 7.08 0,41 111,48 108,49 -2,91
80 a1 152,08 11,08
gL 181 187,16 6,16
110 202 202,81 0,81
120 207 207,01 0,01




QUADRO & - A

Resultados utilizados na determinacao do diagrama de fluxo (reogra

ma) do caldo de fermentacao miczlial para producdo de riboflavina.

¥ ?ostw. K * na

rpm s~ 1 v%iizggieigo dina/cm? centipoise

7,513 15,94 3,6 7,0632 by, 31

9,885 20,96 4,2 8,240 39,31
13,19 27,98 4,65 9,1233 32 .61
17,40 36,91 5,4 10,5948 28,70
25,08 53,20 6,4 12,5568 23,60
33,67 71,42 7,k 14,5188 20,33

fungo : E. Ashbyid IZ-1239
meio de cultura : glucose-peptona-extrato de levedura
tempo de fermentagao : 16,5 h

temperatura : 28°¢C



QUADRO § - B

Resultados utilizados na determinacgac do diagrama de fluxo (reogra

ma) do caldo de fermentagao micelial para producdao de riboflavina.

¥ Yostw. t T Na

rpm s”1 vi:igggiegio dina/cm? centipoise
5,595 12,01 6,4 12,5568 121,1
7,513 16,13 7,3 14,3226 102,8
9,885 21,22 8,2 16,0884 87,82
13,19 28 32 3,3 18,2466 74 .60
17,40 37,36 10,1 19,8162 61,43
25,08 53,85 11,7 22,9554 49,37
33,67 72,30 12,9 25,3098 40,55

fungo : E. ashbydi IZ2-1389
meio de cultura : glucose-peptona-~extrato de levedura
tempo de fermentacao : 58 h

temperatura : 28
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QUADRO 5 - C

Resultados utilizados na determinagao do diagrama de fluxo (reogra

ma) do caldo de fermentaclo micelial para producao de riboflavina.

¥ ?ostw. K t Na

rpm s 1 V%:igg?;eggo dina/cm? centipoise

5,595 11,92 5,5 10,79 90 ,Ly

7,513 16,02 6,4 12,56 78,40

9,885 21,08 743 14,32 67,93
13,19 28,13 8,7 16,09 57,20
17,40 37,11 9,14 18,40 49,69
25,08 53,19 10,9 21,39 39,99
33,67 71,81 12,5 24,52 34,15

fungo : E. ashbyii I7-1389
meio de cultura : glucose-peptona~extrato de levedura
tempo de fermentagac : 80 h

temperatura : 28°¢C
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QUADRO 5 ~ D

Resultados utilizados na determinagao dc diagrama de fluxo (reogra

ma) do caldo de fermentagao micelial para producic de riboflavina.

¥ ?ostw. t t Mg
5,595 11,63 T 8,63 72,95
7,513 15,89 5,0 9,81 61,74
9,885 20,90 5,8 11,38 5L ,u45
13,19 27,90 6,8 13,34 47,81
17,40 36,80 7,6 14,91 40,52
25,08 53,04 9,0 17,66 33,29
33,67 71,21 10,8 21,13 29,76
fungo : E. ashbyil IZ-1389

meioc de cultura : glucose-peptona-exirato de levedura

tempo de fermentacao : 110 h

temperatura : 28°¢C



QUADRC ©

Variacao dos parametros reolégicos do modelo de Ostwald -~ de

Waele (lei da potencia) durante a fermentagac para producio

de riboflavina com E. asnbyidi T7-138¢

i
Tempo n ? n
. . dina-cm™2.5°.102
h adimensional
(pseudocentipoise)
16,5 0,477 188
58 0,428 5306
80 0,455 365
110 0,550 2uy

meio de cultura: zlucose~peptona-extrato de levedura
, , o]
Temperatura: 28°C
« - - .
n = indice de comportamento reologico

K indice de consisténcia

=40~



Composigao do meio de cultura para fermentacgao.

Efeito da concentracido inicial de melago de cana.

meio de AcUcares totais Produgao de riboflavina
cultura do melacgo g/l
ne g/l 120 h 144 h 168 h
1 10 0,084 0,082 0,078
2 15 0,097 0,110 0,106
3 20 0,158 0,179 0.167
Iy 25 0,212 0,2u1 0,226
5 (a) 25 0,139
5 30 0,199 J9,218 0,210
7 35 0,164 0,175 3,176
3 e 0,148 0,166 0,169
fungo: Z. asnbydld I7-12389

melago de cana:
soro de macecrado de milho:
(a):

frascos agitados:

clarificado

20 g/1 (clarificado)

melagc nao clarificado

300 rpm (2%

-4 -
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QUADRO 8

Composicio do meio de cultura para fermentacao.

Efeito da concentrac¢dc inicial de soro de macerado de milho.

Meic de Soro de macerado Produgao de
cultura de milho riboflavina

ne g/l g/l

9 15 0,188

4 20 0,258

10 22 0,271

11 24 0,306

12 26 0,304

13 28 0,316

14 30 0,311

}
1 15 35 0,282

fungo: E. ashbyidl IZ-1389
soro de macerado de milho: clarificado
aglcares totais do melaco: 25 g/l (clarificado)
tempo de fermentacao: 1u4 h (6 dias)

frascos agitados: 300 rom (28°0)
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QUADRS ¢

Composigac do meio de cultura para fermentacao.

LRy

Efeito da concentracas inicial de vinhaga de milho.

Meio de $0lidos soliveis Producao de
cultura de vinhaga ribeflavina

oy

ne g/l g/l

16 1,0 0,302
17 3,0 0,286

16 5,0 0,259

o

fungo: I, ashiyidl 17-138

.

meio de cultura (base): agucares totais de melago 25 g/l

sore Je macerado de milho 28 g/l

tempo de fermentacaoc: 144 h (5 diasg)

U2

frascos agitados: 300 rpm (227C)
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Cinetica da produgdc de ripofliavina por fermentacao num
meio de molaco-scro de macerado de milho-0leo de miliho
com &, ahbyii I72~1389 em frascos agitadocs.

Tempo de Consumo de i Producao de
Fermentacac Agucares totais p riboflavina
h g/l g/l
24 5,79 5,6 0,034
48 1,28 6.7 0,111
72 6,7 0,209
36 7,0 0,411
120 7,4 0,569
1uy 7,8 0,752
163 8,0 0,738

indculo: 5% (v/v) de 2u-2€ h de idade

pH inicial: 6,5 (ajustado com

cultura (n% 22): acucare
Q

soro de
oleo de
agua c
temperatura: 28°¢C
agitagac: 300 rpm

NaOH 0,5N =/ou HC1

de milho 28 g/1
12 g/1

macerado

milho

orrente para completar 1 litro
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TIATYDA 12
QUADRD 12

o

Producac de riboflavina no Ffermentador a Jdiferentes

PR

-~ o
nilvea

s de aeragaoc
_Tempo de Produgao de riboflavina (g/1)
Fermentagao
dias 0,5 vvn 1,0 vvm
1 0,056 0,092
2 C,213 0,400
3 0,446 0,733
L 0,610 G,951
5 0,729 1,063
6 0,823 1,087
7 0,821 0,334

incculo: 5% (vvm)

(2]

pH inicial: &,
meio de cultura nQ 22
- o
temperatura: 28°C

agitagao: 500 rpm

-46-




Verificagdo da capacidade de produgao de
rib o flavina por linhages dos fun gos &.asnbyi
e L goseypii

250 0-0 £.ashbyii LZ- {389
A-b E. ashbyii CBS-741-70
g~a A. gossypii 10C-2388

2001

e
Ji
o

100+

(S u
O

riboflavina (mg/1)

O 1 2 3 4 5 6 7
idade da cultura (dias)
FIGURA (1)
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riboflavina (mg/L)

Cinetica da producdo de riboflavina num
meio de glicose-peptona- exlrato de levedu-
ra com E a.shbyii.I.Z‘L?»BQem ;(f'aSCOS agli-a_dos

¢ mlcéi:o seco t= 2806
00 ridoflaving

200} .
100+ 4
b -
glicose: 16 g/l
peptoma: 59/1
ext. lev.: 39/L
0 - 4 A L N i A
0 50 100

tempo de fermentagdo (h)

FIGURA (2)
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10 ¢

glicose (g/l)

15 .\ #-m pH

Consumo de glicose e varia¢do do pH du-
ranle a producao de riboflavina pelo &.ashbyi
1z -138% em frascos agiiados.

A-4& glicose t= 28

glicose: 5g/L |
peptona: 5g/l
ext.delev: 23g/L J

1
50 100

tempode fermentagao (h)
FIGURA(3)
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Relacdes entre concentragao celular (x) e as
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FIGURA (4)




R?Lacﬁes entre a concentragdo de riboflavina
(Pl e asua velocidade de produgdo (42)
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rooricdades (32, 38 65)

gl

um pigmento amarclo-esverdeado escente e sollvel na agua, am
plamente distribuido nas células vegetais ~ animais. Possui a se

guinte formula estrutural:

CHQOH

3/NH

I
v
i
H

6,7-dimetil-9 [D,l' ribitLl] isocalexazina

Cristaliza neo &lcool absoluto na forma de agulhas de colo-

ragao amarelo-alaranjada.

- - -, —~ .

Formula empirica C, L, AN, O
L/l LU =D
Peso molecular 376
z . . nO _ .~
Ponto de Fusao 274 a 2827C (decomposigao)
Rotagdo Stica [ o ]2U ~114° (em NalH 0,1N)
Lol (SRR G4 L D L L Ii a 'l 9 -

Potencial roedox =0,21 V (pH = 7,0)



-

A ribcetfisavina &
a ialcoria dos agentoes oxidantes.

hidrossulfito de zodi

co desidrogenadoe). I muito

0
alcalinos, dando uma leucobase {compos
sensivel a luz, princi ente ultraviolete. A irradiagao de  solu
alcalinas prciuz lumiflavina (5,7,9 - tvimetiliscaloxazina) e
de solugdes acidas resulta em lumicreiic (6,7 - dimetilaloxazina) ,
s

e caracteriza por uma fluorcsceéncia czulada.

Una das propricdades que distinguen a riboflavina é a s
fluorescencia amarclo-csverdeada em solugces quase ne

canga um maximo & pi de 6,7 a 6,8.

- - - . . = .
Para quc¢ @ molecula dz flavina tenha atividade vitaminica

¢ necessario que pelo menos um dos grupos metila esteja na posicdo
6 ou 7. A riboflavina apresenta-se, geralmentc, nas células vivas

. - . - . - . -~ . - .
combinada com acido fosforico com acido fosforico e adenilicc ,
*
ci

o
que podem combinar-se com prote ficas para formar cnzi-

mas oxidativas.

-
=

A riboflavina cseencial 2o metabolismo de todos os  ani-

-

s ndo € indispensdvel nas dictas dos bovinos e ovinos dada

Qs
5]

mais, ma

a sintege bacteriana nc runem. Na avicultura o 3. Jinocultura, entre

tanto, e absclutamente irdispensavel uma dieta gue inclua a ribo-
- ~ - .~ . - - N .

flavina. A deficiencia riboflavinica pode sor caracterizada, de um

.l
tites. No homem obsaprv:

7

. \al - . - -
a minima diaria

a i i
mologicos, tais como, pele asperu, sulccs 2 volta da boca ( quilo-
}, dermatite ¢ vascularizagao cornca. A exig 1

3

1,5 - 2,5 mg. Na

i
suinoc&lt”pa 2 exigéncia Stima & cerca de 2.0 - 3.0 m or uilo
9 & ] > o

grama de alimento solido.
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APENDTICE B
Modelo Cinetico de Kono (28; 29: 30)

Kono apresentou modelog cineticos para o crescimento
celular e formagao de produtcs. qus poderiam sopr aplicados a fer-
~ . A , ) -
mentagoes Jdescontinuas. Seu modelc & baseads em cons ideracgoes da
. - . « o - . . § . ~
cinetica guimica. Introduzinde os novos conceitos de concentragdo

- . N [ -
critica e coeficiente de atividade de consumo, Xono procura expli-
car o crescimento celular em todas as fases, inclusive na fase de
adaptagao (acomodagiZo ou aclimatacdo).
A equagao geral para ¢ crescimento celular seria dada por:
dX B T T
—— = kI k3 Bt sd . kP B - 1
dt i Z N
onde,
i=1, 3 =0 para X < XC
i=0, j =1 para X 2 X
e, por equagoes auxiliares que relacionam E, S ¢ P com X. A concen
~ -, . . - ~ . . . . .
tragac critica (X,) e a concentracgac celular limite existente <on-
tre a fase exponencial - a fase de declinio.
A velocidade de crescimentoe celular, na fase de indugao
(I), fase transiocnte (II) e fase exponencial (TII) passa a ser da-
3
da por:
dx . ) . -
= w9 X B - 2|
dt
onde o cocficiente de atividade de consumo ( ¢ ; tem o seguintc va
lor:
na fasce de inducaoc (I) 6 = 0
X - (1 - ¢1) X

na fase transiente (II)
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na fase exponencial (III) ¢

]
[

C coeficiente de atividade de censumo ( 3 ) € definido como sendo
a fragao de todas as células aque pode consumir su

plicar-se nuwa tampo gualguer de crescimento ceiular.

» A velocidade de crescimento celular na fase de declinio
L ax) X\ 1.
(IV) gé) > %%} 0{ e =xpressa por:
- ‘D J
Az _ oy .
I T owplE, - X0 |B - 3]
ou
dy e
_ = { - -
ST S (Xy = XD |B - u]

A forma integral das equagoes que representam O crescimen-

to celular € a seguinte:

fase de indugao (I) X o= X I8 - 5]
. t - to
fase transiente (II) o= X+ (X, = % ) (= )2 |l ~ 5
= E 3 3 T T g e t Y o
fase exponencial (IIT) X=X, exp (u(t - to)] B - 7|
com, ts = L’EU“ |B - 7.1}
fase de declinic (IV)
> UXC
(= - .o~ X X —_—(t - % B
Xz Xy = (X, = X)) exp (t bh)} B - 8]

Xy = Xe -

Apos a fase de declinic (IV), aparece uma fase de diminuicdo celu-
lar (V). Como este fendmeno &, geralmente, causado por fatores mui
to complexos, nao foi estabelecido uma equagao geral para esta fa-
se.

A equagao geral para a velocidade de produgac de um metabé

lito pode ser escrita como segue:
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o,
F(,

df T P8 e, (L - )X |B - 9]
A equagdo |B - 9| pode ser reescrita:

AT . X

—_— = p 7 + ~

dt 1" crecc P2%ndo cresc. |B - 10]
-~ © L.
Je valores de P, © p, vepresentam as caractericticas do pProcesso

fermentativo, de nodo que-

a)d

d)

Quando p, > 0 e o, > 0, a formagdo de produto estd asso

ciada ao crescimento e ndo crescimento celular,

Se Py > 0 e p, = 0, a formagao de produto esta associa-

da ac crescimento celular;

Para p, =0 ep, >0, a formagao de produto esta associ

ada ao nac crescimento celular;
Sendo Py > Oep, <0, a formacao de produto esta asso-
ciada com o crescimento e decresce com o nao crescimen

to celular.

As equagoOes relativas 4 concentragao de produto num processo fer-

mentativo podem ser derivadas, matematicamente, a partir da egua-

cdo geral |B - 9].

Entao,

E,

P =

fase de crescimento exponencial:

r »
11w exp [ult - to)] e Py B - 11
l j

fase de declinic da velocidade de¢ crescimento celular:

Py r uX g \'}
(77 - ) (X, = X ) <1 - exp |- t -t ?+
!

vXe M C L Xpr=Xo e’
+ p2XM(t - tc} + PC lB - lf[
finalmente
na fase adicional de produgio, quando o, > 0:
_ o _ .
Py = (By = Py exp [- o7 (t ~ t)] B - 13|
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Mcdelc reologico de Ostwald - de Waele (44)
g

0 modelc de Ostwald - de Waels, tambem conhecido como
lei da potencia, & a2 equagdo mais utilizada na engenharia para a
descrigao do comportamento reoldgico de fluidos ndo-Newtonianos ,

embora sua formulagao seja totailmente empirica.

T = K 4N |C~l|
mas,
n . T
a v
entao,
S s
na:r(Y ‘C“Q
A lei da potencia, nas suas formas mais usuais, equagoes
|C ~ 1] e |C - 2|, apresenta dois parametros, X (indice de consis
tencia) e n ( indice d¢ compertamento reclogico).
Quando,
n =1, o fiuido e HNewtoniano e n, = K = constante
n < 1, o fluideo e pseudoplastico (& viscosidade diminui
com o aumento da taxa de cizalhamento, v)

n > 1, o fluide & dilatante (a viscocidade aumenta com o

aunmento da taxa de cizalhamento, v)
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¢20 do melaco de cana (32)

>

corposigac do melago de cana, akbaixo apresenta-

da, fol fornecida pela Usina Santa Helena (Piracicaba), que cedeu

determinagoes porcentagens

Brid o« ¢ o s v v e e e e e e e e e e 85,60

PolarizagilC «uve « v v v v v v s e 0w 41,50

SACAY0OSE & 4 v e e e e e e e e e e e by, 43

v

Agucares redutores expressos em glucoza 12,50

(@2l
€]
},..l
o

Aglcares tolais z2xpressos en gluco=a .

FUureza .« o o v v v e e e e e e e e e L6,40
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Composicao de um soro de macerado de milho

Uma analise dos principais componentes nitrogenados de

milho ("wmilhocina") da Refina-

oY
0
®
3
oY
[aH
o]
[&X
o

e
uma anostra de sorc de

goes de Milho Brasil Lt

o
I
N

Mogi-Guagu, apresentou os seguintes re
sultados: (12)

Aminoacidos mg/100 g (basc Umida)

)
o
.
.
.
.
.
A

ac. glutamic 2600
alanina . . . . ¢« « « . « . . 2000
prolina . . . . . . . . . . 1700

leucina . . ¢ v « « « « « <« o 1300

glicina . . . . . . o . . . . 850
cistina .« .« . ¢ o e e e e e e 850
ac. aspartico . . . . . . . . 800
valina . . . « . « < « .« . . 800
lisina .« o v v v e e e e e 26N
SEeYINE o o + o o« e e s e e . 200
1SCLEeUCING o o ¢« v ¢ 4 . . . 500
tirosina o+ ¢ v e e . e e 500
fenilalanina . . . .+ . « .« 500
TYEONIna ¢ o o « v s s e . Y
histidina . « « + « & « « . L0
arginina .+ . . o+ o« 0 . .. 300
metionina . . .« . .« .+ < < . . 250
triptofano . . . o« .+ . . . . 180

0 soro de macecrado de milho utilizado nas experieéencias
foi fornecido pela Refinagoes de Milho Brasil, enquanto que a vi-
nhaga de milho foi obtida na Drury's S.A. (Sorocaba).

-659-



Compogicao de um oleo de milho

-

A andlisze de uma amostra de oleo de milho ("mazo-
la") da Refinagoes de Milho Brasil aprescntou os seguintes resulta
dos: (12)

determinagoes porcentagens
ac. linoleico 46,9

ac. oleico 36,9

ac. palmitico 12,8

ac. estearico 2,0

ac. linolénico 1,2

ac. miristico ¢,08

0 oleo de milho utilizado nos ensaios foi abtido
da Refinagdes de Milho RBrasil Ltde., enquantc que os oleos de so-
ja, amendoim e algoda foram fornecidos pzla Anderson Clayton
S.A.
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fator de correcao da taxa de cizalhamento

concentragac dJda substancia E, que reage com

o substrato limitante

L . . -2 -
indice de cons encia [ ina.cmT4.s J
concentragao de produto (riboflavina)
[ w/1, g/l]

raio do cilindro do viscosimetro
concentragao de substratc limitante

concentragao celular [g/l]

constante de velocidade de rcagao
e comportamento

d
tempo [h]

coericiente de atividade de consumo
coeficiente de atividade de crescimento

- - = . .
velocidade especificn do crescimento celular

-1

viscosidade aparente [g.cm~l.s”1, poise]

velocidade especifica de produgdo de metabo-
lito (riboflavina) [h~!]

tensio de cizalhamento [dina-cm™2]
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c ponto critico

calc. calculado

cresc, crescomento

D fase de declinio {ceclular)
d duplicagao ceiular

@ externo

exper. cxperimental

i interno

L fase transiente (celuliar)
M mAximo tedrico

ostw. modelo de Ostwald ~ de Waele
o refere-se a condigao inicial
1 refere-se a produgaos associada ao crescimen-

to celular

2 refere-se a produgiac nio associada ao cresci

mento celular

Superescritos

s fase adicional de produgao
i, 3 ordem de reagao

Abreviaturas

ACAC "Agssociation of Official Agricultural Chemisg
-tSU

exp exponencial base e

ppm partes por milhao

rpm rotagoes por minuto

v/v volume por volume (% em volume)
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