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RESUMO

A agua de maceracio de mitho, produto obtido em processo no
qual sao removidas parte das substancias soldveis, contém em sug
composicao quimica os principais aminodcidos e nutrientes neces
sarics para o desenvolvimento de teveduras de panificagao.

A inclusdo de agua de maceracao de milho nos meios de propa
gagao de leveduras & estudada e relacionada com as necessidades-
nutricionais destes microvrganismos.

Foi estudado o crescimento e producao de Saccharomyces cere-

visiae, obtido a partir de fermento de panificacio Flieschmann s
a 309C, pH 4,5 e agitagac de 180 rpm com passo de 8 cm em 81 di
ferentes meios de cultura.

Quando melago de cana & enriquecido com magnesio, fosforp ,
nitrogenioc e suplementado com quantidades crescentes de agua de
maceracac de mitho, s30 observadas alteracdes benéficas na  fer
mentagao. Um bom rendimente de biomassa €& encontrado, bem como -
uma minimizagdo da producgido de alcool e um aumento na capacidade
de producgdo de gas pelas calulas produzidas.

Meios de crescimento, deficientes isotadamente, em magnésio,
fosforo e nitrogénio sio estudados e biomassa, alcool, produgio-
de gas e pH atingem nTveis o6timos com suplementagido de 4,5¢ de
dgua de maceragao de milhe. Quando qualquer destes tres elementes
citados est3o ausentes na composigao de um dnico meio, resulta -
dos inferiores s3o obtidos.

R adigao de fatores de crescimento como biotina, inosito]l e
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acido pantotenico foram estudados em meios com e sem agua de ma
ceracio de witlho e valores divergentes sao encontrados mas que
nao podem ser atribuidos a deficiencia do melaco de cana.

A capacidade de producaoc de g§§ pelas leveduras & estudada
€ comparada em meios contaendo tiamina, citada como um estimulan
te, e em meios contendo tiamina e dgua de maceragao de milho. In
crementos de 22,5 ug de tiamina por grama de aglcar, apresentam-
producdoc de gis da ordem de 71,5 m1/h por grama de levedura pro

duzida.

- iy -



SUMMARY

Corn steep Tiquor is a product obtained through a process
in which the soluble parts are takén out. The product contains
in the chemical composition the main amino acids and nutrients
necessary to the development of bread yeast.

The inclusion of corn steep liquoer in the environment for
the propagation of yeast is studied and is related to the ny -
tritional needs of these micfoorganésms.

The growth and procution of Saccharomyces cerevisiae, ob-

tained fron the yeast used to make dough Flieschmann, on 300C,
pH 4.5 and beating speed of 180 rpm, spaced 8 cn. froﬁ the -
other in 81 different kinds of culture are also studied.

When the cane-molasse is enriched with magnesiunm, phospha
te, nitrogen, and suplemented with increasing amounts of corn
steep liquor, benefical alterations are observed in the fermen
tation process. A good working result of biomass, a minimiza -
tion on alchool production as well as an increase in the capa-
city for gas production by the new-produced ce??s. Are foun: =
the growth environment, which is deficient isplately, whem in
magnesium, phosphate aﬁ& nitrogen, is étﬁdied. Biomass, alcho-
olgas production as well as the pH reached good levels with su
plementation of 4.5% of corn steep liguor. Whenever any of the
three elements named is not present in the composition of one
envirgnment, Tower results are obtained.

The addition of growth-factors such as biotin, inositol -



and pantotenic acid, is studied in environments with or without
corn steep liquor, and divergent values are foun, but they can-
not be attributed to the deficiency of cane molasse.

The gas production capacity by the yeast studied and compa
red in environment that contains tiamin, considered stimulant ,
and environment that contains tiamin and corn steep liquor. In
crements of 22.5 yg/g of sugar tiamin, present a gas production

of 71.5 ml/h by gram of yeast produced.



I. INTRODUGKD

A histdoria da utilizacdo de leveduras de panificagao  tem
sey inTcio em 3000 A.C.. Daquela época, ate os nossos dias 05
processos de obtencado das leveduras evoluiram de medo a supriv
a crescente demanda do mercado consumidor.

Pesquisas nos campos de biolegia, biogquimica, microbiclio -
gia e engenharia nos apresentam constantes inovacgoes neste pro
cedimento milenar: A fermentacao de massas de panificacgao noy

Saccharomyces cerevisiae.

A busca constante de novas formas de substrateo, que sejam
abundantes e esconomicamente viaveis para a manufatura de tevedy
ras de panificacao, bem como uma melhor compreensap dos aspec~
tos bioguimicos das leveduras tornam-se dia a dia prioridades -
para 0 desenvolvimento desta tecnoiogia.

A Zgua de maceracdo de milho (AMM), subproduto do proces-
samento da glicose, & encontrada com relativa abundancia e tem
demonstrado ser uma boa fonte para composicao do mefo de cultu-
ra para microrganismos, desde que possui em sua ccmposigép mui-
tos elementos orgAnicos e inorganicos que podem satisfazer  as
exigéncias nutricionais das leveduras.

Até o presente momento no Brasi1, as indistrias produtoras
de levedura prensada para panificacdao ndo utilizam, em suas 11
nhas de fermentacio, agua de maceragiao de milho como enriqueci-
mento dos meios de cuitura.

Atualmente o substrato usado no Brasil & o melago de cana,



sub produto da produgdc de sacarose, que divide a sua utiliza -
¢io principalmente entre a produgao de alcool etilico e levedu-
ras de panificacao.

Com perspectivas de superprodﬁgﬁo de dlcool etilico, como
substituto do petroleo, a competigdo por substratos de melago -
podera elevar os custos de produgao de teveduras, tornando-se -
pouco rentidvel em relagdo as destilarias.

Com tal probabilidade, a produgdo de leveduras para panifi
cacio talvez retorne a sua condi¢ao primitiva, isto &, subprodu
to da produgso de alcool.

A agua de maceracgao de milho poderd, em um futuro proximo-
vir a colaborar pela estabilizacao dos custos de producao das
leveduras, tanto pela substituigao parcial do substrato como pg

la reducao dos nutrientes adicionados normalimente.



I.1. OBJETIVOS

Verificar a influénecia de diferentes concentracoes de agua
de maceracdo de milho (AMM) na producdoc de levedura de panifica

cao.

Estudar a substituicao de magnésio, fésforo e nitrogenio -
do meio de cultura por AMM, e sua influencia na produgao de le~
vedura. l

Estudar a influéncia da complementagio do meio de cultura~
contendo uﬁ nivel 8timoe de AMM, com tiamina, biotina, inositol-

e acido pantoténico, isoladamente.



1T REVISAD BIBLIOGRAFICA

11.1. HISTORICO

Atd meados do sécule XIX, as leveduras usadas em panifica-
cac eram obtidas como éubprodutos das destilarias, as quais vi
savam apenas ao esmero da produg3ao de a&lcool, nao havendo prep
cupacao em obter-se ao mesmo tempo uma producac maior e mais
aperfeigoada destes microrganismes. As leveduras assim obtidas
supriam suffcientemente a demanda, apresentando caracteristicas
adequadas para a produgdo doméstica de pdo e para a pequena in-

diistria de panificagio da época (22).

0 primeiro graﬁde passo no desenvolvimento da tecnologia-
de leveduras surgiu com a introducio do processo Vienna em 1814.
At entdoc as leveduras cresciam anaerdbicamente em semi-sotido
ysando cereais como substrate. Com a introdugac do novo proces-
s as leveduras passaram a crescer aerobicamente, confirmando o
efeito Pasteur. Posteriormente, durante a primeira guerra mun -

dial os cereais foram substituidos por me1a§o de cana {10).

0 clissico processo, no gual os nutrientes eram adiciona -
dos inicialmente, foi modificade pelo uso de uma alimentagao -~
continua de nutrientes e cérbohidratos. Fsta modificagao, chama
da processo Zulauf, trouxe como consequencias uma alta produti-

vidade & melhoria na qualidade das leveduras, particularmente ~



na estabilidade ({5).

0 desenvolvimente tecnologico da produgao de leveduras pa
ra panificagdo foi paralelo e dependente ao desenvolvimento da
tecnologia de um modo geral. 0 descobrimento da sTntese de amo
nia do nitrogénio atmosferico por processo catdlitico por Haber
e Bosch e a introducdc do método de determinagdo da concentra -
Cao hidrogenionica por Sorensen, foram passos importantissimos-~-

no desenvolvimento dos processos fermentatives {11).

0 controle de variaveis como alimentagao de substrato e
nutrientes, aeragao, temperatura e pH esta se tornando pautati-
namente mais eficiente com a introdugde da automatizagao da fer

mentagao (12).

11.2. COMPOSICAOD DO MEIGQ DE CULTURA

Para PEPPLER (1967 p.152) (35) os melagos de cana e de be
terraba s3o as principais fontes de energia e de nutrientes pa
ra a propagagao das Jeveduras. A escolha do substrato deve-se a
disponibilidade, custo e a linhagem de Tevédura comercial utili
zada. A composicdo dos melagos varia de acordo com & fonte geo

grafica, pratica de agricultura e processamento na extragao de

acucar.

As leveduras podem multiplicar-se em meios muito simples .,
contanto que contenha pequenas quantidades de diversos COmMpos -

tos "bios" oriundos de uma complementagao ou do proprio substira

to.



Muitos compostos "bios® tais como inositol, acido pantoteni
co, beta-alanina, aneurina, biotina, piridoxina e outros tem si
do citados como estimulantes do crescimento das leveduras, a
maior parte delas estando contidas em quantidades adequadas em

muitos substratos comerciais, principalmente nos melagos e agua

de maceracao de milho {50} (18).

Segundo JORGENSEN (1959 p.281) (19), as leveduras contem vi
taminas, principalmente do complexo B, que tem um papel importan

te nos processos metabGlicos. Para a Jevedura prensada, uma ang

1ise das vitaminas acusa:

Tiaminag ....ceevineneninans 35,0 pg/g
RiBOF1lavinag . ..o veneanenvness 50,0 ug/g
NI1BCINA v uvnevresrrnesscarcsns 500,0 ug/g
.Ecidd pantotenico .......c0 s 126,00 wg/g
Piridoxing ....coeevesonnanne 30,0 ug/g
Biotina ........ e e 1,1 ug/g
Bocido FOTACO0 v vneneronnnnncns 45,5 va/g

Diante destas guantidades, & visTvel a necessidade do subs-

trato conter tais elementos.

Por outro lado, RCGERS e NICKELSON (1948) (41) encontraram

os seguintes valores para as yitaminas contidas no melago de ¢z

fiac



TIAWMING ot v v s v cnvennacnon 8,3 wa/g

Riboflavina ...vuvereaen. 2,5 ug/a
Rcido pantotenico ....... 21,4 ug/g
Bcido nicotinico v.o..o... 21,0 uag/g
Rcido falico .....veuvnes 0,038 ug/g
Pividoxina «....cvvnvvens 6,b ng/g

Biotinag . .vewesevnnnnoons 1,2 g/ g

OLBRICH (1963) (32) comparando os nutrientes requeridos pe
las leveduras e nutrientes contidos nos melagos (tabela 1} evi

dencia a caréncia de nitrogénio assimilavel, fosforo e magnésio.

Estes resultados sao confirmados por REED e PEPPLER (1873}
(39) e discutidos em relagdo ao seu contelido nos melagos:

- 0s melacos de cana sao deficientes de fosfato. Em fermen-~
tacoes este anion & complementado com fosfato de amonia ou sais
alcalinos de fosfato;

- {om raras exceches 0s melagos conseguem suprir o regueri-
mento de potassio; |

- 0s melagos podem suprir as necessidades de calcio, mas
nio suprem o requerido de magnésio. pode-se usar sulfato de mag
nésio como suplemento;

- S6dio e sulfato estdo em guantidades suficientes nos mela
cos para suprir as necessidades requeridas pelas leveduras;

- 0s melagos de cana suprem satisfatoriamente a guantidade-
de biotina requerida pelas leveduras;

- Estd em torno de 40 ug as necessidades de pantotenate pa

ra um Otimo crescimento das leveduras. 0s melacos deficientes -



desta vitamina sag raros;

- A tiamina reguerida pelas leveduras & suprida pelos mela~
cos. As leveduras podem adaptar~se parciaimente i ausencia de
tiamina, mas a inclusao desta nos ﬁfocessos fermentativos & co

mum, devido aos efeitos ben&ficos na fermentacdo de massas de pa

nificagao.

ATguns metais (tragos) como zinco e cobalto sao essenciais-
para satisfazer as leveduras. MADDOX et alii (1870) {23}, estuy =
dando o efeito do zinco e do cobalto sobre o crescimento das e
veduras, encbntrou um efeito benefico do zinco sobre o mesmo, -~
gquando o meio de cultura foi incrementado com 50 ug/m}? de zinco,
adicionado lentamente no decorrer da fermentagao. O mésmo aconte
ceu com o incremento de cobalto, que acarretou um nivel otime de
crescimento quando usado 5 ug/ml. Acima destas quantidades, um g’

feito inibitorio se manisfetou.

Embora alguns trabalhos tenham demonstrado que Saccharomy -

ces cerevisiae cresga na ausencia de fosfato exogeno, e€sta hipo-

tese B contestada por MARKHAM e BYRNE (1968) (24) que encontra -
ram uma necessidade de 60 pg de fosforo por ml de meio, para um

desenvolvimento eficiente de Saccharomyces cerevisiae.

Diversos inibidores como dioxide de enxofre, hidroximetil -
furfural e acidos graxos tem sido encontrados nos melagos de ca
na. A presenca destes elementos, dependendo da concentragiaoc, po

dem trazer problemas na fermentagéc (5) (42}.



Normalmente, os melacgos contem muitas impurezas que podem
interferir o professo fermentativo. Para que tal fato nao acon
teca & necessaric que o melago seja clarificado. OLBRICH (1963}
{32) (tabela 2), sugere dois tipos de processamentos para desin
feccio e clarificacdo dos melagos envolvendo tratamentos térmi

co, fisico-quimico, quimico e mecanico.

11.2.1. AGUA DE MACERAGRQ DE MILHOC (AMM)

A composicio da agua de maceragao de milho & muito variavel

e depende de fatores regionais.

Durante muito tempo a agua de maceracao de milho (corn-steep
liquor) tem se constituido em um aditivo muito Gtil para conse -
guir melhorar o crescimento de microrganismos ou para aumentar 0

rendimento dos produtos nos meios de cultura sintétices (40338).

1

Constitui-se em uma fonte equilibrada de carbono, nitroge
nio, enxofre e sais minerais. Muito tem sjdo estudado para 150 -

lar do mesmo algum ingrediente magico, no entanto nada se c¢onsg

guiu até agora (40).

PRESCOTT e DUNN (1962) (38) afirmam que quando se dispte de
Zgua de maceragao de milho (AMM)(cornwsteep_}iquor) este pode

servir como fonte de nitrogénio organico.

INGLETT (1870 p.223) (17) relata uma anjlise da composicao-

da AMM, encontrando um pebre balango de aminoacidos essenciais ,



mas uma boa fonte de vitaminas do complexo B, enguanto que 8%

quantidades de fosforo, magnésio e potassio sao criticas.

Em 1976, MORAES (28) trabalhando com Bacillus thuringiensis

para a'ptodugﬁo de inseticida bacteriano, encontrou na agua de
macebagga de milho, Jjuntamente com melago e residucs industriais,

excelente substrate.

IT,3. ASPECTOS NUTRICIONAIS DAS LEVEDURAS

para um desenvolvimento Gtimo, as leveduras requerem carbo

no, nitrogénio, vitaminas, minerais (tragos) e agua.

Um grande numero de compostos de carbono & uytilizado para o

metabolismo e crescimento das leveduras. As cepas de Saccharomy-

ces cerevisiae entretanto so podem utilizar hexoses como fonte

de carbono {40).

Desta forma, glicose, frutose, galactose, maltose € sacaro-
e Sao metabolizados integralmente enquanto gque a rafinose par -

cialmente {19).

Mc MURROUGH e ROSE (1967) (29), encontraram variacoes  ne
forma, tamanho, estrutura € composicdo da parede celular das le

veduras {Saccharomyces cerevisiae) gquando limitaram a quantidade

de glicose como substrato. 0 teor de proteina e lipideos decres-
cem tanto com a limitagao de glicose comg com a 1imitacgo de nl

trogenio.

-~ 10 =~



Estas observacoes coincidem com o trabatho desenvolvido

por POLAKIS et alii {1964) {36).

Tante a glicose quanto a frutose sdo incorporadas diretamen
te no ciclo glicolitico, mas sacarose e maltose sao hidroliza -

das {40).

SUOMALAINEN et alii (1972) (45) relata que as leveduras de
panificagio possuem altos niveis de atividade da invertase, as-

sim a sacarose e rapidamente desdobrada em glicose e frutose,

0s hidratos de carbono encontram-se nas leveduras principal
mente na forma de glicogénio. No infcio da fermentagdo, quando 0
meio de cultura contenm aciicar em relativa abundancia, aumenta ¢
contetido glicogénico da célula da levedura e a concentragdo maxi’
ma & alcancada ao termino da primeira fase de fermentacao. Nesta
fase comeca a diminuir o conteldo glicogénico, mesmo © aglicar es
tando presente no meio de cultura, transformando-se assim no ali

mento de reserva mais importante para as leveduras {19} (3}.

A necessidade de compostos nitrogenados pelas leveduras po
de ser suprida por nitrogenio organico ou inorganico. 0s aminoa-
cidos saoc assimilados relativamente bem, incluindo alfa alanina,
s1fa aminodcido butirico, asparagina, acido aspartico, acido gly
timico, leucina, isoleucina, arginina, fenilalanina, serina, ti
rosina, ornitina ou metionina. Em géra? um cresciments muite re

duzido & observado com glicina, histidina, prolina, Tisina ou

triptofano {(20) {(13).



Para THORNE (1949) (48) os aminoacidos sdo assimilados 1in
tactos e suprem nido somente de nitrogenio as celulas mas tambem
de carbono para a formacdo de proteinas. Desta forma, se a fon
te de nitrogénio for somente amdénia o carbono requerido para a
sintese proteica tem gue vir do agucar. Por oulro lado, se a
fonte de nitrogénic & uma mistura de aminoacidos o aclicar € poy

pado e os aminoacidos sao utilizados na formagdo de proteinas.

Segundo ROSEN {1968) (42}, as linhagens mais frequentemen-
te usadas para a produgado de Teveduras de panificacac reguerem,
essencialmente, biotina, Acido pantot@nico e inositol para um
crescimento satisfatério. Tanto a oxibiotina como a destibioti-
na podem ser usadas como suplemento. A beta-alanina pode ser

usada por muitas Jinhagens de leveduras como precursor do acido

pantoténico.

DIXON e ROSE {1964a) (7) estudando o crescimento de levedy
ras de panificagdo em meios deficientes de biotina, concluem -
que © requerimento de biotina & abscluto, isto &, as leveduras-
ndo consequem se adaptar & ausencia desta vitamina e a razao pa
ra este requerimento especifico pela bictiﬁa g que ela ﬁartici—

pa na sintese da maioria das enzimas.

Paralelamente, ocorrem alteragoes nas membranas vacuolares
e citoplasmaticas, tendo sido estudadas e reveladas pelo micros

copio eletronico (8).

Da mesma forma, OURA et alii (1978) (33}, relatam que a



hiotina & um fator necessario para o crescimento das leveduras
de panificagdao e quando a quantidade de biotina no meio e limita
da os efeitos podem ser observados sobre todas as fungoes celuls
res. Nio somente o crescimento € impedido, mas também © metabo
1ismo de carbohidratos, proteinas e a sintese de acidos nuclei -

cos (1).

0 crescimentoc de Saccharomyces cerevisiae em meios deficien

tes de inositol resulta em mudancas na composicac quimica da pa
rede celular das leveduras as gquais segundo POWER e CHALLINOR -~
(1969) {37), contém pouca manose € muita glicose em relagao aos
niveis normais, levando a crer que 0 inositol & indispensavel no
metabolismo giicbl?tico, ja que a multiplicagdo das ce&lulas e le

vemente diminuida.

Também STEPHANOPOULOS e LEWIS (1968} (46) encontraram varia
¢des na parede celular quando leveduras crescem em meios defici-
entes de inositol ou inositol e biotina, encontrando mais fosfa

to do que quando as células crescem em meios complietos.

I1.4. FERMENTAGAO
I1.4.1. AERAGAC

A glicose & fermentada tanto em cendicoes anaerobicas como
serBbicas. De acordo com MAXON e JOHNSON (1953) (25), o oxigenio
E tido como © principal nuiriente na obtencao de leveduras de pa

nificacao. Cerca de 1,09 de oxigenio & requerido para a producio

- 13 -



de 1,0g de levedura (mat. seca}.

A inibicio da fermentagdo pela presenga de oxigenio molecu-
lar & um fendmeno conhecido hd muito tempo para regular o metabo
Tismo das Iéveduras. Este efeito reconhece que o crescimento por
unidade de substrato na presenca de ar € 5 a 10 vezes maior que
o obtido anaerdbicamente e por conseguinte no ciclo oxidativo as
celulas usam glicose mais lentamente. Assim o efeito Pasteur g
essencialmente um mecanismo para ajustar @ velocidade de utilizg
¢io da glicose no requerimento das células para sintese de ener-

gia e compostos intermediarios (43) (44).

Sob condicoes aerbbicas duas fases de crescimento sao obhser
vadas. Na primeira fase a glicose & utilizada para producgao de
energia. Durante esta fase a gl%cese z assimilada e ¢ etanol eE'
cretado. Quando a glicose do meio & exaurida, segque-se a segunda
fase de crescimento, onde a 1evedara utiliza o etanol previamen-

te excretado como fonte de carbono (3}.

A funcao exata da aeragdo no crescimento das leveduras tem

sido objeto de consideravel especulagio, mas nao exatamente de

finida.

Durante a primeira fase de crescimento MAXON e JOHNSON (25)
encontraram um tempo de 1,7 horas para © crescimento logaritmico
para a segunda fase de crescimento, os vaiores encontrados foram

da ordem de 8,5 horas.



BECK e MEYENBURG (1968} (2), encontraram 1,6 horas para a

primeira fase de crescimento e 5 horas para a segunda fase,

Para FINN (1969) {9) o envelvimento do oxigénio na producao
de leveduras de panificacio & explicito e um estudo de transfe -
rencia de oxigénio durante a propagagao da levedura € necessario.
0 oxigenioc e levemente soldvel em solucbes aquosas & somente -
0,2 mM & dissolvide no meio de propagacao 3 250C. Sob condigOes-
de laboratorio e industrialmente, leveduras de panificacao 50
podem propagar-se intensamente Se © meio for suficientemente sa
turado com oxigenio. 0 aumento do contelidc de oxigenio pela in
troducgaoc de ar leva a formacaoc de bolhas, que ndo tem grandes -
efeitos se as mesmas desaparecem rapidamente. A agitacao do meio
tem o efeito de aumentar a area superficial efetiva do liquido -

presente em relacdo a atmosfera.

Basicamente a velocidade com gue © oxigenio péssa da atmos-
fera para a solucdo depende (16}):

- Do grau com que o meio & saturado com oxigeniog

- Da area de interfase entre a atmosfera e o© meios

- Da facilidade com gue 0 oxigenio passa atraves da interfa

5.,

Para ROSEN (1968) (42) a aeragao no processo fermentativo -
das leveduras tem 3 fina?idadeé:

- Suprir as células de teveduras com uma quantidade de oxji
génio necessario para um 6timo crescimento. As ceélulas obtewm a

energia necessario para as virias sinteses por depressdo aerchbi



ca de carbohidratos pelo qual o dioxido de carbone e agua A0
formados; '

- Ejecio do dibxide de carbono formado;

- Agitacio do 1iquido fermentante para que 0S nutrientes a
dicionados sejam distribuidos atraveés do l9quido e para que as

jeveduras sejam dispersas no meio.

HOUGH et alii (1975} (16) estabeleceram uma equagao geral -

para a producao de leveduras de panificagdo a partir de melacos:

SACAROSE + AMONIA + OXIGENIO --» LEV. + AGUA + COy + KCAL
200g 10,449 102,5g 100g 72,2g 145,6g 387

Para WIMPENNY (1969) (51) a presenga de oxigenio causa uim
aumento na atividade especifica de um nimero de enzimas, citocro
mos e outras estruturas respiratorias, bem como & indugao da for

macio de determinadas estruturas como 2 mitocondria.

Desta forma confirma o pensamento de NURMINEN e SUOMALAINEN
(1968) (31), que ao estudarem as a?teragﬁeé celulares provocadas
pelo desenvolvimento da respiragaoc, encontraram formagGes de ore

cursores mitocondriais e posterior formacao de mitocondria.

fs mitocondrias das leveduras de panificaggo sao ricas en
1ippideos {(25%) e fosfolipideos (12,8%), tambem tem Dbaixas con
centragoes de ergosteroT e Fcide desoxiribonucleico. Ainda gque
primariamente esteja relacionada com a conversao aerobica de

energia {atividade respiratoria}, 2 mitocondria das leveduras -
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sintetiza proteina (39}.

11.4.2. TEMPERATURA E pH

WHITE {1951) (52) associou a producdo de leveduras com a
quantidade total de aglicar consumido, obtendo percentuais varia-
veis em funcioc da temperatura usada na fermentacao. Assim, a ve
locidade total de assimilacao de aciicar pela linhagem de levedu-
ra empregada aumenta quase que lTinearmente entre 200C e 400C, -~
sendo que para 400C a producgdo foi de 26,6%. A velocidade de as
similacao de.agﬁcar depende também do aglicar usado na produgao -
de novas células e do aclcar fermentado & alcool. A taxa de

absorcio & mixima a 360C mas a velocidade de fermentagao & maxi
ma a 409C, segue-se que a produgao de leveduras decresce rapida-
mente entre 360C e 400C. A produgao de leveduras praticamente nao

& afetada entre as temperaturas de 309C e 360C.

Segundo MERRITT (1966) (27) a variacdo da temperatura de
fermentagdo influencia diretamente algumas das propriedades das
leveduras, particularmente a capacidade de formar dioxido de car
bono. A producdo de didxido de carbono & maxima no intervajo de
temperatura entre 320 e 350(, e a taxa de produgao de gas aumen
ta com o aumento do peripdo de incubagaoc e ndo com o aumento da
temberatura. A producdo de dlcool & maxima a 250C, embora uma al

ta taxa de alcool e glicerol seja obtida a 300C.

0 comportamento das leveduras diante da temperatura nao e

aniforme, mas a variagdo nio & muito significativa. Saccharomy -
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ces carlsbergensis, por exemplo, tem o seu otimo de atuagao a

300C, que & a mesma temperatura otima para Saccharomyces cerevi-

siae (21) (49).

WALSH e MARTIN (1977) (49) estudando dez linhagens de

Saccharomyces cerevisiae, encontraram uma temperatura otima de

crescimento na faixa de 30-350C, enquanto que a temperatura ma

xima para um crescimento lentp esteve entre 37,590 e 39,8¢C.

Em fermentacac comercial a faixa de temperatura & normal -
mente restrita a 25-359C (5). A temperatura superior desta fai
xa deve-se ao desenvolvimento de calor. Devido a isto, alguma
atencio tem side dedicada ao desenvolvimento de Tinhagens de leg
veduras capazes de dar boa producao e qualidade a altas tempera
turas de operag§o._A aparente inabilidade para adaptar-se a al—
tas temperaturas pode ser associada com © baixo reguerimento de
cilcio comparado com o das bactérias. O calcio 8 citado como um

protetor das enzimas diante da desnaturacao.

Muitas linhagens de leveduras de panificagdo crescem muito
bem em valores de pH entre 3,6 e 6,0 mas o pH gtimo situa-se en
tre 4,5 e 5,0. Em fermentacdes comerciais e experimentais o pH
pode ser controiado pela quantidade de amonia alimentada. Altas
concentracoes de sulfato de amonia baixam o pH guando o Jon amo
nia & utilizado pelas 1evedura€, embora inicialmente o pH seja

elevado (22).

Na maioria das vezes € desejavel o crescimento em pH baixg



para diminuir o inconveniente da contaminacgao. Por outro lado as
teveduras absorvem pigmentos dos melagos quando o pH & muito bai

xo, dando leveduras de panificagdo muito escuras (5) {35} (14).

11.4.3. ANTI- ESPUMANTE

A incorporacac de quantidades substanciais de ar no decorrer
da fermentac3o leva a formagdo de espuma conforme citado {39). -
Quandg em voiumes consideraveis a espuma pode ser um probliema, -
diminuindo o volume de trabalho, dando margem a contaminagao =

perda de rendimentos por flotagao dos microrganismos (5}.

Normalmente sio usados agentes quimicos como anti-espumante,
como alcoois, ésteres, silicone e derivados de acidos graxos. A
adicdo de anti-espumante deve ser controlada, porgue quando em

excesso reduz a taxa de absorgao de oxigenio (4}.



I1T. MATERIAL £ METODOS

[IT.1. MICRORGANISMO

A levedura usada neste estudo foi uma linhagem de Saccharo-

myces cerevisiae, obtida na forma de Tevedura prensada produzida

comercialmente por Fleischmann e Royal S.A., com 73% de umidade.
111.1.1 ATIVACAQD

Foi preparado um indculo de tal forma a conter 10% de leve
duras ativas em meio contendo melago (5% de agilicares redutores),
e nutrientes. 0 indculo passou por dois estagios de ativagao. 0
primeiro {G1) de 12 horas em condicoes anaertbias. 0 segundo (G2
feito a partir do primeiro. Neste estigio as condigSes sdo aerd

bicas {agitacido de 180 rpm) e dura aproximadamente & horas.
111.2. SUBSTRATO
Foi utilizado melaco de cana de aglicar e sacarose p.a.

I11.2.17. QRIGEM DO MELACO

Foi utilizado melago de cana (mei final), contendo 60% de
acucares redutores {como glicose), obtido na Usina de Aclicar Ti

jucas S.A.
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111.72.2. CLARIFICACAO E DESINFECCAC DO MELACO

Inicialmente o melaco foi dilufdo até 150 Brix. Em seguida,
o pH foi regulado em 4,5 e adicionou-se 2% de superfosfato (solre
o peso do melago). A solucdo foi aquecida a 900C durante 10 minu
tos, obtendo-se desta forma uma coagqulacgao parcial das proteinas
e residuos proteiceos, bem como uma precipitacao dos compostos in
soliveis. A solucdo foi esfriada at@ 409C e centrifugada a 5000
rpm durante 15 minutos. O sphrenadante foi utilizado com o nome

de melaco de cana clarificado.

111.2.3. PREPARACAO DO SUBSTRATO

0 melago clarificado e desinfetado foi diluido ate 5% de
aclicares redutores. 0s nutrientes foram adicionados. Foi feita -
uma esterilizacao (1218C - 15 minutos), tempo suficiente para -
eliminar outras formas de microrganismos que possam interferir -

na fermentagao. -
0 pH foi acertado para 4,5 apos o esfriamento da sojugac.
0 inBcule foi adicionado aos erlenmeyer especialmente prepa
rados {com defletores) e o volume completado para 100 ml.
Foi feita nova correcio do percentual de acucares redutores
Em seguida os frascos de fermenta§§o foram levados ao agita

dor.

I11.3. NUTRIENTES

0s nutrientes utilizados para syplementar o substrate foram
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0s seguintes (50):

FOSFAt0 MONOAMBNICO orvvrrrennsnnnns. 0,6 %
Fosfato monopotassico .. .vninnenenn.n 0,02%
Sulfato de Magnesio ..,.,..veuiveeenn.. 0,02%

Fosfato monoamonico foi substituido por sulfato de amoniona
mesma concentragao quando o experimento Y foi utilizado.
A tiamina, biotina, inositol e acido pantoténico usados fo

ram fornecidos pela Merck.

111.4. AGUA DE MACERACAQ DE MILHO (AMM)

I7T1.4.1. ORIGEM

A AMM utilizada neste trabalho foi obtida na Refinacgoes de
Milho Brasi} Ltda, a mesma & distribuida com o nome comercial -
de Mithocina.

Pafte do material recebido foi estocado a -1G0C ¢ o restan-

te distribuido em tubos de ensaios para posterior esterilizagio.

111.4.2. COMPOSICAD

2

0s dados da composigdao aproximada da AMM foram obtidos dire
tamente da Refinagoes de Milho Brasil Ltda.

Como as variedades de milho variam de regiac para regiac os
valores que seguem sdo variaveis e representam uma media de 1g

tes.
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BGUA weeeeenrnrsacnnannsrssoncs

Ecido TRLICO ..o annsnass

CINZAS v i evvrvanmesoomnsunsnns
Acucares redutores ............
SOTUVEIS v vrannsnnonvannsse e

Carboh{dratos .............. e

Aminodcidos

Alanina ....oaevvenvenannaenss
Arginina ....oveeeouisrannens
Ecido aspartico ...v.invevvaens
Cistina ....... e et -
Ecido glutdmico v.ovnvvvvnannnns
Treonina ....... o h e
G1iCINGE v v e v e enccennnsnasonnes .
Histidina ........ e e
Isoleucina ....... ....‘...;...ﬁ
Leucing vseveacanosan e
Lisina ....evs . e eae e
Triptofano ... snrevaiereann
Metioning ...vevmasnernronnsnoes
Feni1a1aniﬁa s s e e
Prolina ........0un e

SEPTNA v v vseennnnsssnnnnssnssnn

0,8 %
3,5 %

0,9 %

0,7 %
0,7 %
2,0 %

0,05%

0,8 %

2,0
1,0 %

R



- 24 -

Trioning oo it 0,9 %
TArosing .. iiieriaassiavoan 0,5 %

Valing v v veeevsnannonnvsnvrssansn 1,2 %
Vitaminas

BIoting vorevorennorcsnasnnns 0,3 {mg/Kg)
Cholina ... cnrrunecroes 3.500,0 (mg/¥Kg)
INOSTE0T ti e it 6.000,0 (mg/Kg)
NTACINA v eceererooncrnneoans 80,0 {(mg/Kg}
Ecido pantotenico ........... 15,0 {mg/Kg)
Piridoxinag .c...veenencneinnns 9,0 (mg/Kg)
Riboflavina ....covvevvnneasn 6,0 {(mg/Kg)
TIAMIMAE cuv s v r v s asessoanuons 3,0 {mg/Kg)
Mineratis

CRTICT0 wevevernonvnmacrananen 0,14 %

COBYE b ce e s ansosversconesnn 15,0 {(mg/Xg}
MANGANES wvvvvnrnrnsasscrsnes 20,0 (mg/Kg)
FEPTYO vovenocnsarsensoanasanns 100,0 (mg/Kg}
MagnESTIO0 «cvvvrnranonononnons 0,6 %
POLEASSTO +vvvevenrosonsnovsan 2,8 %

SEATI0 cvvranvrcneranncrcrnnns 0,7 %
FOSFOPD vvvraeconoonanssnnnn 1,8 %
SETENTO v overmrsamvoncooxassn 0,3 {mg/Kg)
ZANCD «vvnvaonnrsnonsnnsnsnss 60,0 (mg/Kg)
FNXofPe . ... eienuscenocosnen 6.6 ¢



111.5, EQUIPAMENTOS

0s equipamentos usados tiveram as seguintes caracteristicas:

Frascos de agitagao:

Foram feitas modificagoes em erlenmeyer de 500 mi de tal for
ma a ter tres aletas infernas que permitissem uma melhor agitacao

e consequente aeragao.
Agitador:
Fabricag¢do propria, com capacidade para 16 frascos de 500 ml

Rotacdo fixa de 180 rpm com passo de 8 cm {anexo 1}.

Equipamentos compiementares:

Espectrofotometro spectronic 20 da Bausch and Lomb.

Balanga Sautter (max.200 mg, div.1200 q).

Balanca Mettler P 1210 (max.1200 g, div.10 mg).

Estufa para secagem Fabbe com temperatura regulavel atée 1200C
potenciometro pH meter E 520 Metrohm.

Autoctave Fabbe mod. 103 para esterilizagao.

Centrifuga Janetzki K 24 max. de 20000 rpm.

111.6. FERMENTACAO

A fermentacdo transcorreu nas seguintes condi¢oes: 180 rpm ,
com passo de & cm e 300C T 20c.
A temperatura da sala de fermentacao e consequentemente da

fermentacio, foi regulada pov meio de aquecedor elétrico e exaus -

tor.
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D indcule foi de 10% (v/v), dando uma concentrag¢ao celular

de 1.0 g

t 0,05 g (73% de umidade).

0 volume de trabalho no agitador foi de 100 ml.

¢ pH foi acertado em todas as corridas em 4,5,

Como anti-espumante foi usado lanolina comercial,

111.7. EXPERIMENTOS REALIZADOS

Nos

meios de

il. -

111, -

15 experimentos relacionados a sequir, foram testados 81

cultura cuja composicido e dada no respectivo experimento

Melago de cana clarificado {contendo 5% de agucares redy
tores), sem qualquer adicao de nutrientes suplementado -
com concentracoes crescentes de dgua de maceragao de

milho (1,0 a 6,0%, intervalo de 0,5%).

Melaco de cana clarificado ehriquecido com nutrientes e
suplementado com quantidades crescentes de AMM (0,5 a
4,0%, intervaio de 0,5%}.

Melago de cana clarificado mais nutrientes sem AMM.
Melago de cana clarificado mais nutrientes com excegao -
do magnésio supiementado com quantidades crescentes de

AMM (D,5 a 3,5%, intervalo de 0,5%).

Melago de cana clarificado mais nutrientes con excecao -

.~ do fBsforo suplementado com quantidades crescentes de

AMM (0,5 & 4,0%, intervale de 0,5%3.
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vi.

vil.

VIiT.

IX.

XI.

XI1.

XITIL.

Melace de cana clarificado mais nutrientes com BXCECE0 ~
do nitrogénio suplementado com quantidades crescentes de

AMM (0,5 a 4,0%, intervalo de 0,5%).

Sacarose mais nutrientes suplementado com quantidades -

crescentes de AMM (0,5 a 5%, intervalo de 0,5%}).

Melaco de cana clarificado enriquecido com nutrientes e
3% de AMM suplementado com gquantidades crescentes de tia

mina (7,55 15,03 22,51 30,0 ng/g melago}.

Melaco de cana clarificado mais nutrientes e quantidades

crescentes de tiamina (7,53 15,05 22,5; 30,0 ug/g melago)

Melaco de cana clarificado enriquecido com nutrientes e
3% de AMM e suplementado com quantidades crescentes de

biotina (0,5; 1,05 1,5 ug/g melacgo).

Melago de cana clarificado enrigquecido com nutrientes e
guantidades crescentes de biotina {0,5; 1,05 1,5 ng/g me

lago).

Melago de cana clarificado, enriquecido com nuytrientes &
39 de AMM e suplementado com guantidades crescentes de

inositol (100,0: 200,0; 300,0; 400,0 ug/g melago).

Melago de cana clarificado, enriquecido com nutrientes e
quantidades crescentes de inositol (100,0: 200,0; 300,0;

400,60 pa/g melago}.
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XIV. - Melago de cana clarificado, enriquecido com nutrienies e
3% de AMM e suplementado com guantidades crescentes de

de @cido pantoténico (5.0; 10,03 15,0 ug/g melaco).

XV. - Melaco de cana clarificado, enriquecido com nutrientes e
quantidades crescentes de dcido panteté&nico (5,05 10,03

15,0 ug/g melago).

111.8. SEPARACAO DAS CELULAS

0 contelido de c8lulas foi determinado por duplicata.

Tomou-se 20 ml do fermentado e efetuou-se uma centrifugacao
a 2500 rpm. As células foram pe-suspensas com tres porgoes de
10 wml de 3qua destilada e re-centrifugadas. |

0 tube contende as células foi seco a 1050C e determinada 3

biomassa.

Para a leitura da densidade otica as c@lulas foram redissol
vidas em agua destilada, apos @ centrifugagio. A amostra padrac-
foi uma suspensio a 1% de levedura (a mesma usada como inoculo )}

em agua destilada.

111.9. PRODUCKO DE GAS

A capacidade de producdo de gas pelas leveduras foi avalia-
da através do aparelho de Hayduck {anexo 2}.

Foi preparado 400 mi dé um meio contendo 10% de sacarose. A
"dicionou-se os seguintes nutrientes: 2 gotas de fosfato de amo -

nia saturado, 0,25 g de sulfato de magnésio e 0,20 g de sulfato-
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de calcio.

Para a producgao de gas as células ni3o foram centrifugadas. O
votume do meio de cultura usado como amostra foi transformado em
suspensao com 27% de solidos.

Juntou-se 20 mt da suspensao contendo leveduras. Deixou-se -
em banho-maria a 309C por 1 hora. Decorrido este tempo o frasco €
acoplado ao aparetho de Hayduck para determinacio do gas formado~
{30). A pressdo, temperatura de trabalho e o perfodo de tempo fo

ram respectivamente 760 mm Hg, 309 e 60 minutos.

ITI.10. TECNICAS DE ANALISES

IT1.10.1. As analises de aglicares redutores (expresso em glicose)

foram feitas segundo o método de Fehling (30).

I11.710.2. 0 alcool produzido foi determinado tomando-se 5 ml da
ampsira, destilando~se e recolhende ¢ destilado lenta -
mente em dicromato de potéssio e &cido sulflrico. A amos
tra fol lentamente aguecida. 0 destiltado foi diluido -
ate 200 m1 com agua destilada. Foi adicionado 15 ml de
iodeto de potassio e titulado com tiossulfato de sddio-

padronizado (34).

I17.10.3. A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com

etancl {26} (6).
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1¥. RESULTADOS E DISCUSSAD

IV.1. RESULTADOS

IV.1.1. CONSUMO DE GLICOSE:

{ comportamento da fermentacac em relagaoc ao COnNsSumo de gti~-
cose pode ser observado nos quadros 1 a 14 atraves do tempo dge
fermentagao.

0 processo de fermentagdo foi considerade terminadp no momen
to em que o percentual de glicose chegou a zero ou bem proximo
deste,

Para o experimento I o consumo de glicose caiu de 12 horas
para 10 horas com o aumento da suplementacao com AMM, em torno de
4,5% {aquadro 1).

0s experimentos realizados II 1 XY nao apresentaram varia
coes significativas no tempo gasto para ¢ consumo de glicpse {qua
dros 2 a 14). |

A figura 1 apresenta o ConsSumod de glicose no meio de cultura
do experimento II com 3% de AMM em relacdo ao experimento III, si

mitar sem AMM,

IV.1.2. COMPORTAMENTO DO pH DURANTE A FERMENTACAO:

Embora as variacoes de pH ndo tenham sido significativamente

diferentes pode-se notar que o aumento do pH final e paka?e]o ao
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crescimento das concentracoes de AMM e biomassa produzida nos
meics de cyltura dds experimentos I, II, IV, V, VI e VII {quadros
1, 2,3,4, 5e6).

Nos meios de cultura dos experimentos IV, V e VI {quadros 3,
4 e 5) deficientes em magnésio, fosforo e nitrogénio respectiva -~
mente, o pH ndo ultrapassou a 5,1 mesmec quando a biomassa produzi
da foi equivalente aos melhores rendimentos dos meios dos experi-
mentos 1 e II {quadros 1T e 2).

0s quadros 7, 9, 11 e 13 mostram os valores finais do pH pa
ra os meios de cultura dos experimentos VIII, X, XII e XIV contep
do quantidades variaveis de biotina, tiamina, inositol e dcido ~
pantotenico e 3% de AMM. Observa-se um comportamento distinto em
relagao aos meios simiiares(IX, X1, X111 e XV (quadros 8, 10, 1Z,
e 14), sem AMM. Nos meios contendo AMM o pH final variou de 4,5 a
5,5 enquanto que nos meios nao enriquecidos com agua de maceragac

de milho o pH variou de 4,5 a 5,0.

IV.1.3. BIOMASSA PRODUZIDA:

0 rendimento maximo de biomassa, em relacgdo a fonte de carbo
no, variou de 38 a 39%.

Nos mejes I, 11, IV, Vv, VI e VIl a produgap cresce e.estabiw
1iza-se a medida que a concentracac de AMM aumenta.

0 quadro & mostra uma baixa produgio de biomassa para meios-
do exberimento V11, cujo substrato & a sacarose. O rendimento mé
ximo (fonte de carbono) esteve em ?7,6% mesmo suplementado com 5%

de AMM.
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05 meios dos experimentos VIII, X, XII e XIV {quadros 7, 5,
11 e 13) suplementados com AMM e vitaminas, quando comparados com
os meios dos experimentos IX, XI, XIII e XV (quadros &, 10, 12 e
14) sem AMM, apresentam uma prcdugaﬁ.de biomassa bem mais signifi
cativa.

A figura 2 mostra o comportamento da produgac de Teveduras -
para um intervalo de 11 horas, entre o meio do experimento II com
3% de AMM e o meio do experimento III, que nao contém AMM.

A figqura 3 apresenta a biomassa produzida traduzida em densi

dade o6tica.

IV.1.4. PRODUCAD DE GAS:

0s quadros 1 & 6 mostram que o desenvolvimento de gas foi
proporcional as quantidades de biomassa produzida.

0 experimento I {quadro 1)} apresenta uma producao de g&s  da
ordem de 27.8 mi/h por grama de levedura (27% de s&lidos) quando
suplementado com 1,0% de AMM. Quando usado 6%, o gas produzido @&
da ordem de 54,0 ml/h por grama de levedura contida no meio.

Para o experimento II (quadro 2} a maior gquantidade de gas -
produzida foi aquela obtida com suplementacdo de 3% de AMM, sendo
de 59,2 mi/h por grama de levedura contida no meio.

Nos experimentes IV, V e VI (quadros 3, 4 e 5), deficientes-
em magnésio, f6sforo e nitrogénio apresentam volumes miximos de
producioc de gas de 57,65 61,0 e 58,7 m}1/h por grama de Jevedura -
contida no meio respectivamente. Estes meios continham 3,5, 4,0 e
4,0% de AMM,

Quando se usou sacarose como substrato {experimento VII &
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quadro 6) obteve-se uma produgao de gas de 9,5 mi/h/g de Tevedura
para a suplementacdo com 0,56% de AMM, Usando 5% de suplementacgac ©
volume de gas produzido continua baixo, 41,5 ml/h/g de levedura,

Nos experimentos VIII e IX a quéntidade de gas produzida foi
crescente em relacio a tiamina adicionada, sendo que o maximo de
producdo de gds foi obtido com 22.5 ug/g de tiamina por grama de
acticar (quadros 7 e 8). |

No experimente VIII {quadro 7}, quando suplementado com 22,5
vg de tiamina por grama de aclicar, apresenta uma producdo de gas
de 71,5 ml/h por grama de levedura do meio. |

Para 05S éxperimentos X, X1, XII, XI11, XIV e XV {quadros 10,
11, 12, 13 e 14) a produgao de gas nap apresentou valores signifi
cativos com o incremenfo crescente de hietina, inositol e acido -

pantotenico.

A figura 4 apresenta a infiuencia da concentragao de AMM, na

producio de g3s no experimento lI.

Iv.}.5. ETANOL PRODUZIDO:

0s meios dos experimentos I, It, IV, Yy, VI e VII {quadros 1
a 6) apresentam uma producidc de etanol decrescente em relagao a
concentracao de AMM,

A menor guantidade de alcool produzida foi encontrada no ex
perimento 1! {quadro 2} com 3% de AMM, tendo sido obtido 14 g/1.

0 quadro 6 mostra o experimento VII com 0,5% de AMM apresen
tando uyma producdo muito alta (33,0 g/1) de alcool.

Os meios dos experimentos VIII a XV apresentaram variagoes

na produgdo de etanol, podendo ser observado que aqueles contendo
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AMM atingem valores bem menores gue os corvespondentes sem AMM
{quadros 6 a 14}.

Na figura 5 temos o comportamento do etanol produzido duran
te 11 horas de fermentacdo, quando usado o meio do experimento Il

com 3% de AMM e o seu similar sem AMM (experimento III}.

IV.2. DISCUSSAD DGS RESULTABOS

Comparando os quadres 1, 2 e 6 observa-se que 0 meio de cul
“tura mais adequado & aquele que utiliza melago de cana como subs
trato suplementado com 3% de AMM., Neste meio ocorreu a melhor pro
ducsc de biomassa em consequencia de uma peguena producgag de
lcool e uma bDtima capacidade das leveduras produzidas em formar

gas. Neste experimento o incremento de concentracdes acima de 3%

de AMM nio acusou producdes de biomassas satisfatorias.

A concentracao celular gue poderia funcionar como um fator 1
nibidor, ndao ultrapassou a 2,22%, estando bem abaixo do nivel cri

tico de 4,5% apontado por REED e PEPPLER (39).

A possibilidade de um incremento no metaboelismo Jlevando a
formacao de metabdlitos tdOxicos pode sev aventada, como por exem-
plo a formagdo de alcoois superiores, como oleo fusel, os quais -
'550 produzidos pelas leveduras durante a utilizacao dos aminoaci-

dos {15).

F conhecida a alta toxicidade do cobre para as leveduras e 2
moderada acac toxica do selenio e zinco (50), presentes na agua
de maceracdo de milho. Tais minerais podem ter afetade a compost-
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V¥.2. Ensaioc biologico

O0s animais foram divididos em tres grupos de seis ani-
mais e colocados em gaiolas individuais equipadas com comedores
e bebedouros destacaveis. A racdo e a agua foram oferecidas "ad
Tibitum® durante o ensaic. 0 consumo de racdo e 0 peso dos ani -
mais foram verificados de dois em dois dias, durante 28 dias. As
fezes foram recolhidas, secas e armazenadas para determinacio de

nitrogenio total.

¥.2.1. Coeficiente de Eficacia Alimentar (C.E.A.)

Foi calculado dividindo-se o ganho de peso dos animais

pela quantidade de racao ingerida durante 28 dias.

V.2.2. Coeficiente de Eficacia Protéica (C.E.P.)

Foi calculade dividindo-se o ganho de peso dos animais

pela quantidade de proteina ingerida durante 28 dias.

¥.2.3, Coeficiente de Digestibilidade aparente (C.D.ap)

Foi calculado atraveés da relagdo entre o nitrogénic ab-

sorvido e o nitrogenio ingerido {NA/NI x 100).



tol e &cido pantoténico sao adicionados sem a suplementacgao de
AMM, tamb&m ndo teve variacgGes significativas com a variagao das
concentragoes destas vitaminas. Entretanto, com a introducao de
3% de AMM houve um incremento na producao de celulas que osciiou-
entre 23,4% e 37,5%. Este aumento na produgdc de células nao pode
ser atrfbufdo ao incremento vitaminice, contide na AMM. Ja que as
vitaminas adicionadas isoladamente deram pequenas produgoes. Se
gundo THORNE {(1849) (485, os aminocadcidos sae assimilados intactos
e utilizados na sintese proteica da parede celular, poupando a
principal fonte de carbone, o aclicar, para posterior metaboliza -
¢ao quando tode o aminocacide estiver assimilado. A AMM possui uma
mistura de aminoacidos que s3o assimilados relativamente bem (20)

(13}, que podem ter influenciado no aumento da producao de célu -

1as no decorrer da fermentagao.

Quando as fontes de nitrogenio sao sais de amonia, particu -
larmente fosfato e sulfato de amonia, o meic e acidificado lenta
mente devido a assimilagdo do Ton NH, liberando na solucao 0
anion HPD, ou HS0,. Esta acidificacao e gradativamente diminuida-
pela assimilaggo de nitrogénio organico e pela formagdo de cata-
661itos de carater basico. 0 nitrogénio orgﬁnico & assimilado pe
las leveduras de maneira mais eficiente que © inorganico, aumen -
tando mais rapidemente o pH do meio. Esta pode ser a Fazao pelo
qual o pH dos meios contendo AMM apresentou valores superiores ao

pH dagueles meios em que a AMN gsteve ausente.

0 pH final maximo de 5,5 para os experimentos contendo AMM
pode ser considerado normail, considerando-se que STROHM e DALE -

chegam & pH da ordem de 6,2 com otimos resultados (47).
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Quando o meio utilizado foi agquele com nutrientes adicionado
de AMM (experimento II), a concentragao celular chegou & 2,22%
(27% de solidos), incluindo o inoculo, isto equivale a dizer que
8,22% do volume liquido da fermeﬂtaégo consiste de celulas de g
veduras. Estes resultados nao sio considerados altamente rentavels
guando comparados com agueles obtidos em uma propagagao em escala
industrial. Na pratica comercial a concentragao de leveduras no
fermentador atinge de 3,5% a 4,5% (27% de solidos) ou seja, 13 3
16,6% do volume liquido, quando entdo a propagacgao finda por ina
bilidade das leveduras desenvolverem-se em tal meio. Esta concen~
tracio & atingida apos 30 horas de fermentacao, quando as levedu
ras 33 aumentaram em cerca de oito vezes a concentragao inicial.
Para tanto, a alimentacac do substrato & continua e mantida o mais
haixo possivel (0,5 a 1,0%). A concentracao excessiva de carbohi-
dratos no meio de propagacao (maior que 5%) tem efeitos inibitoe -~

rios {5).

Como este trabalho desenvolveu-se em pequenos volumes, & con
centracdo de aglicar inicial esteve acima do.ﬁtémo (5% de aglcares
resutores), visando um periodo de fermentacaoc suficientemente lon
4o (?O a 12 horas) para englobar toda a fase de multiplicacao 1o
garitmica. Este fato pode ter contribuido para uma queda do rendi

mento em biomassa.

Dentre os resultados cbtides nos experimentos realizados deg
taca-se a producdo de gas de 59,2 mi/h por grama de levedura guan
do o meio de cultura fei suplementado com 3% de AMM. Sendo que

guando adicionou~se 22,5 microgramas de tiamina por grama de acU
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car, atingiu~se 71,5 ml/h por grama de levedura.

Resultados de literatura {27) mostram gue a 300C e &0 minu
tos foi obtido 54,81 ml/h por grama de levedura, enguanto que nes
sas condi¢bes o teor de &lcool obtido foi de 53,8 g/1. Menores -
concentracoes de alcool foram obtidas a 400C e 459C respectivamen

te 29,9 g/1 e 10,6 g/1.
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FIGURA 1: Consumo de glicose no meio de cultura do

experimento 11 com 3% de AMM {eem—s)

Consumg de giicose no meio IT1T  (ges)
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FIGYRA 2: Biomassa produzida no experimento i1

com 3% de AMM {(ew—e)

Biomassa produzida no meio ITI -y
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FIGURA 3: Curva de crescimente de Saccharomyces cerevisiae

no meio de cultura contendo 3% de AMM {experimen
to I1). |
UA: Unidades de absorbancia
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FIGURA 4: Influencia da concentragao de AMM na

produgdc de gids no experimento II.
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FIGURA 5: Producado de etanol no experimento 11
com 3% de AWM (ow—s)
Producio de etanol no meio III -
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A- Frasco incubador
B- Bureta
C- Tubo de segqurancga

Anexo 7~ Aparelho de Hayduck
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D~ Tubt de escoamento

F- Torneira de isociamento
F- Banho-maria



¥, CONCLUSOES

Quanto a inclusac de AMM nos meios de cultura estudados, po

demos concluir que:

V.1, - Funciona como um estimulante na produgdo de gas pelas leve

- duras de panificacao.

V.2. - A quantidade de etanol produzido ao termino da fermentagao
diminui de 8,9 g/1 de etanol por grama de levedura para
4.7 g/1 por grama de levedura com o aumento crescente da

concentracdo de AMM ate 30 g/1.

V.3. - Quando usada como suplementagao de um meio contendo 5% de
melago e nutrientes o teor otimo foi wno entorno de 30 g/1.
A producgao de gas aumentou sensivelmente quando se supte -
mentou este meio com 22,5 -micrbgramas de tiamina por gra-

ma de acglicar,

V.4, - Supre as necessidades de magnésic, fosforo e nitrogenio das
leveduras. 0 teor otimo, em meios deficientes destes elemen

tos situcu-se em torng de 60 g/1.

V.5, ~ Para os meios deficientes iscladamente em magnésio, fosforo

e nitrogénio o teor otimo foi de 35 g/1.



¥y.6., -~ Contém bigtina, inositol e zrido pantotenico {fatores de
crescimento) em guantidades suficientes para satisfazer -

as necessidades nutricionais das leveduras,
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