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1. RESUMO

0 presente trabalho teve por objetivo averiguar se o amido de
raizes de mandioca possui quantidades adequadas de zinco e ferro para pro-
porcionar o maximo crescimento de um determinado fungo, escolhido para uti-
lizar este substrato como fonte de carbono para a produgao de proteina,quais
as doses dos microelementos necessarias a obtencao de tal crescimento e se o
possivel efeito inibitorio de um deles em determinadas concentragoes pode

ser eliminado ou, pelo menos, reduzido, com 3 adigao do outro.

Dentre os microrganismos ensaiados (Aspergillus niger IZ-9 , As-

pergilius wentii 1Z2-15625 e Fusarium sp.) os melhores resultados foram alcan-

cados com o Aspergillus niger IZ-9 cultivado em pH 3,0.

0s resultados obtidos guando diferentes doses de ferro e zinco
foram adicionadas mostraram que o amido de mandioca da variedade utilizada
{IAC-YARA) nao possuia concentracoes destes elementos em niveis adequados as

producoes maximas de biomsssa e proteina bruta por Aspergillus niger 1Z-9,as




gquais foram atingidas em concentracoes de 20,51 ppm de ferro e 5,45 ppm de
zinco.  Observou-se que 0 zinco apresenta efeito toxico a partir de concen
tragoes em torno de 10 ppm para este microrganismo. Desta maneira, desco-
nhecendo-se os teores de ferroc e zinco de raizes de mandioca utilizadas pa-

ra o crescimento e producac de proteina por Aspergillus niger I1Z-9 sugeriu-

se que fosse adicionado apenas ferro, na concentragao em torno de 20 ppm,
uma vez que este nao & toxico em concentracoes mais elevadas, elimina o e-
feito inibitdric do zinco e corrige a deficiencia do mesmo, se em concentra

coes insuficientes. Verificou-se, ainda, que para o Aspergillus niger 1Z-

®, cultivado nas condicoes estabelecidas no presente trabalho, o melhor pH
do meio foi encontrado estar em torno de 3 , sendo os valores de pH final a
cima de 8 indicadores de mau desenvolvimento do microrganismo.  Pelo per-
fil de aminoacidos essenciais encontrou-se que o microrganismo € bom produ-
tor de treonina e que o meio de cultura utilizado deve ser enriquecido com
outros componentes, tais como fosforo, potassio, calcio e magnesio, para
_que os aminoacidos essenciais restantes sejam produzidos em maiores propor-
coes e /ou e§tudos geneticos devem ser realizados a fim de que se obtenham
1inhagens com capacidade de s%ﬁtetizar tais aminoacidos em maiores guantida

des,



2. INTRODUGAO

A mandioca tem sido, desde a antiguidade, uma fonte de alimento
nao suficientemente explorada. Possuindo a capacidade de se adaptar a con
digoes adversas, quanto ao aspecto quimico do solo, € competitivamente supe
rior a outras culturas de subsistencia, principalmente, em paises subdesen-
voividos e/ou em desenvolvimento. O Brasil, sendo o maior produtor mun-
dial destaca-se tambem como um dos maiores consumidores e um dos que menos
participam do processc de exportacao. No Nordeste, o cultivo da mandioca
atinge cerca de 1.200.000 hectares, sendo um habito tradicional que esta,

quase na sua totalidade, sob o dominio de pequenos produtores, que fazem

desta cultura sua fonte de renda & vida. Mais de 90% da produgao total se
destina a# consumo humano, principaimente sob a forma de farinha. Um dos
maiores problemas que atingem o produtor reside no esporadico emprego de

uma tecnologia industrial que de a mesma um merecido valor comercial e nu-
tritivo.  Sendo o emprego da farinha de mandioca na alimentagao uma tradi-

cao que, desde a epoca que antecede o descobrimento deste pais, foi transmi



tida de pais para filhos, nao pode ser demolida, em um curte espaco de tem-
po, com o advents de ‘novas idéias. Portante, a utilizacdo de mandioca pa-
ra a producac de proteina microbiana nao pode afetar o sistema de produgao
da tradicional farinha, mas tentar oferecer meios de, pelo menos, se apro -
yeitar 0s residuos feculentos decorrentes do processo de prensagem que mui-
tas vezes sao desperdicados. A utilizacao de raVzes de mandioca como fon-
té de carbono para o crescimento de microrganismos pode nao so redundar em
alimentos de valor nutritive mais elevado como oferecer a cultura uma alter
nativa mais nobre, chegando a incentivar a industrializacao para fins ali-
mentares que atinjam direta ou indiretamente o homem. Para tal, e ﬂecessg
rio ¢ emprego de microrganismos que sejam amiloliticos, para evitar gastos
com processos de hidrolise, e gue se desenvolvam em valores de pH baixos e
em temperaturas altas, a fim de minimizar a contaminacdo . E 1gua¥menté
importante o uso de fungos que, alem da proteina de seus micelios, oferecam
gimﬁitaaeém&nte, condicoes para que o liguido residual de suas culturas se-
ja utilizado em industrias quimicas e farmaceuticas com a produgao de antio
xidantes, acidos organicos e enzimas.

Mo entanto, alguns problemas microbieldgicos podem surgir acar-
retando uma baixa producao de biomassa e sintese prot@ica. Um deles pode
estar relacionado com as quamtééédes de microelementos presentes no substra
to,decorrentes de praticas de adubacao utilizadas para aumentar a produgao
de raiz de mandioca per area. 0 zinco tem mostrado, dspendendo do solo,
aumentar a producac, o que leva 0% tecnicos em aduba§§04a utiliza-lo  para
tal fim. Este pode se acumular nas raizes em altas ou baixas concentra -

coes dependendo da variedade a ser cultivada. Considerando que a presen-



ca de micronutrientes em quantidades nao adequadas pode ser um dos fatores
‘limitantes para o crescimento de microrganismos e gue cada um deles exige
uma concentracao diferente dos mesmos para atingir seu maximo crescimento,
o presente trabalho tem por objetivo averiguar se o amido de raizes de man
dioca pessui guantidades adeguadas de zinco e ferro para proporcionar o mi
ximo crescimento de um determinado fungo, escolhido para utilizar este
substrato como fonte de carbono para a producao de proteina, quais as do-
ses dos microelementos necessarias a obtencao de tal crescimento e se )
possivel efeito inibitorio de um deles em determinadas concentracoes pode

ser eliminado, ou, pelo menos, reduzido, com a adigao do outro.



3. REVISAD DE LITERATURA

A acao de microelementos estimulando ou inibindo o desenvol-

vimento de microrganismos tem sido amplamente relatada na literatura.

RICHARDS (1899) relata que o ferro tem um duplo efeito sobre
o desenvolvimento de fungos, sendo, em determinadas concentragoes, um  nu-
triente necessario ao fungo e, em maiores quantidades, um estimulante do
crescimento. Em relacao ao zinco encontrou um efeito estimulante dentro de
certa faixa de concentracao, passando a toxico apds atingir determinado ni-

vel.

WATTERSON {1904) encontrou que pequenas quantidades de sulfa-
to de zinco, assim como de sulfato férrico, aumentam a taxa de crescimento

e producao de dioxido de carbono por Aspergillus niger e Penicillium glau -

cum.,

CURRIE (1917) achou que, quando nitrogenio foi suprido  como
sais de amonie ou como asparagina para a producao do acido citrico por

Aspergillus niger, o ferro nao estimulou os processos metabolicos. Quando,

porém, o nitrogénio foi suprido como nitrato, o ferro teve um efeito esti -

mulante acentuado,especialmente notavel na producao aumentada de dioxido de



carbono e peso micelial. A adicao de 0,01 g/£ de sulfato ferroso, corres
pondente a 2 ppm de ferro, ao meio contendo nitrato estimulou o crescimento
do micelio e aumentou a taxa do metabolismo, principalmente nos primeiros
dias de fermentacao, sugerindo que alguma reagao quimica envolvida na utili

zacao do nitrato € acelerada na presenca de ferro.

STEINBERG (1919) encontrou na literatura uma grande discrepan-
cia em relagao a produgao maxima de biomassa com minima concentragao de zin
co. Esclarece que esta discrepancia pode resultar, pelo menos em parte, do
use de linhagens que exigem diferentes quantidades de zinco para seu desen-
volvimento Otimo e que a presenca de diferentes concentragoes de zinco no
meio, nao levada em consideracao, pode ser um fator causal adicional. 0 au
tor nao cita, porem, um outro fator de grande importancia que € a composi -
cao do meio em termos de fontes de carbono e nitrogenio. 0 metal pode de -
sempenhar um papel muito importante no mebabolismo destes dois elementos em

guantidades diferentes, dependendo da complexidade das duas fontes.

Ainda em 1919, o mesmo autor usou o método de purificagao hidro
Titica para estudar a influencia do zinco e do ferro sobre o crescimento de

Aspergilius niger. Verificou que os dois elementos isoladamente nao apre

sentavam um efeito estimulatorio significativo, porem, quando adicionados
ao meio conjuntamente, o fenomeno caracteristico de estimulagao do cresci
mento era observado. No controle, sem adicao de ferro e zinco, ocorreu um
pequeno crescimento, o que pode ter sido devido a ineficiencia do método em
eliminar totalmente estes elementos do meio ou a presenca de quantidades
asreciaveis dos mesmos no inoculo capazes de promover algum crescimento. O

1igeiro aumento observado apos adicao de ferro e zinco isoladamente se deve



alem desses fatores, a impureza dos proprios sais de ferro e zinco.

MCHARGUE = CALFEE (1931), estudando o efeito do manganeés, co-
bre e zinco sobre o crescimento e meiaboE%smS de fungos filamentosos, ob-

servaram que para 0 Aspergillus flavus o maior peso micelial foi obtido

quando os tres microelementos estavam presentes. Quando tomados isoladamen
te, o manganes e o zinco foram os que mais influenciaram na produgao de mas
sa micelial, sendo o primeiro ligeiramente superior. Tanto para o manganes,
como para o cobre e 0 zinco, o maior peso micelial foi obtido na concentra-
cao de 5 ppm (partes por milhao). Quando combinados dois a dois os melho -
res resultados foram obtidos com a combinagdo manganes - zinco, cuja produ-
cao aumentou cerca de 8,6 vezes em relacao ac controle(sem adigao de micro-
elementos), comparada com cerca de 5,1 vezes para zinco-cobre e cerca de
4,0 vezes para manganés-cobre. A combinagac dos trés elementos produziu
aproximadamente 9,0 vezes mais que o controle. Em silica-gel, as concentra
coes Otimas desses elementos para o mesmo fungo foram 5 ppm para o  cobre,
2,5 ppm para 0 manganes e 1 ppm para o zinco. Concordando com a medida to-
mada em peso sece, a melhor cembﬁnagéovdas elementos foééaque?a em que 0S5
treés estavam presentes, sesuindo-se a combinacao do mangénés com 0 zinco.
0s tres elementos influenciaram a assimilacdo de fosforo, magnésic e calcio,
sende que na presenca de zinco esses elementos foram assimilados em maijores

guantidades.

Pesquisando o efeito dos mesmos elementos sobre o crescimento
de leveduras,ns autores, no mesmo ano, verificaram que para se obter o maxi

mo crescimento de Saccharomyces cerevisiae eram necessarios 10 ppm de zinco,

10 ppm de manganes & 7,5 ppm de cobre. O crescimento foi medido em peso se
co e taxa de divisdo'celular. :Quando testados isoladamente, atraves de me-

dida do peso seco, verificou-se que o cobre produziu melhor crescimento que

=®



os outros elementos. Atraves de medida de taxa de divisao celular, o cobre
inicialmente inibiu a reproducao, mas com o decorrer da incubacao passou a
favorece-la mais que o manganes e o zinco. Estes, separadamente, produzi -
ram aumentos imediatos na taxa de divisao celular, quando comparados com o
controle {sem adicao de microelementos), e aumento do tamanho das ceélulas,
enguanto que no meio contendo cobre as celulas eram pequenas, ligeiramente
menores que as do controle. Os autores sugerem que 0 maior peso das c€lu-
las crescidas em meio com cobre esta relacionado com o grande nimero de pe-
quenas células. Quando estudados em grupos de dois (manganes e cobre; man-
ganes e zinco; cobre e zinco), o maior peso foi obtido nas culturas conten-

do manganes e zinco, similarmente ao encontrado para Aspergillus flavus. O

nimero de celulas foi praticamente o mesmo nos tres tratamentos, porem o
tamanho das celulas foi maior quando o manganes estava associado com o zin-
co, resultando, dai, o maior peso das culturas deste grupo. Quando testa-
dos os tres elementos em conjunto, as cé?u?és se apresentaram ligeiramente
menores que as do grupo formado por manganes e zinco, devido @ maior taxa
de divisao, o que resultou na obtencao do peso maximo nas culturas em gue

05 tres elementos estavam associados.

PORGES ( 1932) encontrou que a presenca de cloreto férrico

afetava a producao de acido citrico por Aspergillus niger. A concentragao

em que a producao de acido e crescimento do fungo, medido em peso seco, al-
cangaram 0 maximo foi de 0,02 gramas de cloreto ferrico por litro. Em con
centracoes superiores, tanto a producao de acido como o crescimento decai-
ram ate atingir um efeito tipicamente toxico, quando uma concentracdao de
0,20 €/¢ foi usada. Testes com sulfatos de zinco, manganes, niquel e cobre
na concentragao de 0,01 g/£ mostraram que apenas o zinco apresentou em efei

te estimulatorio, aumentando tanto a produgao de acido citrico como a quan



10.

tidade de acide obtida por unidade de aciicar consumido, o que foi acompanha
do de ausencia de espores escuros e aumento no desenvolvimento do micelio.
0s outros elementos foram inisitorios na concentracao usada. O autor con-
clui gue a presenca de ferrc e zinco € essencial para o rapido crescimento
e aumento no actmulo de acido citrico. Embora o autor nao chame atencao
para ¢ crescimento do fungo no meio onde n3o foram adicionados ferro e zin-
£6, percebe-se que a presenca destes se achava em quantidades suficientes
para promover tanto o crescimento como a producao de acidos. Niguel, man -
g;ﬁés e cobre podiam estar presentes em quantidades suficientes para pro -
mover o desenvolvimento 8timo. Assim, quando adicionados ao meio exibiriam
efeito toxico devido 3 concentracio alta resultante ou, a propria concentra
cao de tais elementos adicisnada poderia por si so ter sido alta, indepen -

dentemente de uma quantidade existente no meio.

MOS

7

ERAY (1932), analisando o efeito do zinco sobre varias esp§

as especies e linhagens estudadas reagem a acao do zinco de maneira bastan-
te diversa. A prssanca do zinco exerceu um aumento no peso dos microrga -
nismos de duas a oito vezes em relagao a cultura sem zinco. Utilizando

tres linhagens de Aspergillus niger (A, niger Church 731 , A. niger Biourge

695 e A. niger Gobbe 714) observou diferentes comportamentos tanto no meio

centendo zinco, cémg nagquele sem o elemento. Para o meio contendo zinco, ©
maior peso fol produzido pela linhagem 731, ficando a 695 numa posicao in -
termediaria e a 714 como menor produtora de biomassa. Para o meio sem zin-
co, 2 linhagem #85 produziu o maior peso, enguanto que a 731 ficou na posi-
cao intermedidria e a 695 novamente apresentou o menor peso. Apesar da li-
nhagem 714 ter apresentado as mais baixas producodes, foi a que se  mostrou

mais sensivel & adi¢@o do zinco, sendo a 695 a de menor sensibilidade.



11.

STEINBERG (1936), na tentativa de desenvolver um método para
a completa remogao de metais pesados de meioc de cultura para Aspergillus
niger, atraveés de extracao alcoolica, chegou a conciuséa_de'~que 0 metodo
era inaplicavel para o fim a que se propunha. Aproveitou, entao, os da-
dos para estudar a relacao entre substancias acessorias de crescimento e
metais pesados na nutricao de A. niger. Verificou que, com Ou sem extra-
cao, a reducao no crescimento do fungo era mais acentuada quando zinco e
ferro nao eram adicionados. Segundo o autor, a presenca de crescimento na
omissao de cada elemento se deve a falta de uma remocao total do mesmo  ou
ao transporte pelo indculo de quantidades dos é?ementos sﬁf%ciéntes para
promover crescimento, provenientes do meio de cultura anterior. 0 metodo
de extragcao foi capaz de remover zinco em quantjdades suficientes para cau-
sar uma reducao no crescimento de 10,51% para 4,93%. No entanto, o autor
nao leva em consideracao que esta reducao pode ter sido causada nao pela re
mocao do zinco em s7, mas por um desbalanceamento entre 0s diversos elemen-
tos. Em relacao ao ferro, guando todos os componentes do meio foram Subme
tidos @ extracao alcoolica 0 crescimento do fungo foi maior do que  gquando
nac foi usado processo de extracaoc ou quando apenas a sacarose. foi submet:-
da ac mesmo. Isto poderia reforcar a hipotese de gque a redugaoc no cresci -
mento resulta de um desbalanceamento entre os varios elementos. 0 autor a-
chou, ainda, gue a linhagem de A. niger estudada parece ﬂéo nécessitar de
substancias acessOrias de crescimento, afirmando que o aumento no crescimen
te ocorrido guando extratos de materiais organicos, tais como extrato de

malte su levedura, foram usados, pode fer resultado da presenca de metais

pesados.  Analisando alguns efeitos de metais pesados essenciais para a nu

tricao de Aspergillus niger sobre seu crescimento, STEINBERG, no mesmo ano,

verificou que as taxas de crescimento aumentam com o aumento nas concentra-
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cOes de metais pesados atée um certo ponto, a partir do qual o aumento nas
concentracoes leva a quedas progressivas nas taxas de crescimento. M;nga -
nes, ferro, zinco e cobre mostraram ser essenciais tanto para o crescimento
como para a esporulacao do fungo, podendo a nao adicao de ferro e zinco re-
duzir a producao em 98% ou mais, enquanto gque a nao adicao de cobre e man-

ganes pode reduzir de 60% ou mais.

Em 1937,0 mesmo autor introduz o fator fonte de nitrogenio como
um possivel contribuinte para as variagoes observadas na utilizacao de ele-
mentos tragos por A. niger. Observou que em todas as fontes de nitro-
genio uti]izadas, a nao édigéo de ferro e, principalmente, zinco reduz sen-
sivelmente o desenvolvimento do fungo. Quando a fonte de nitrogenio era o
nitrato, exceto nitrato de calcio, a omissao de molibdenio causava uma re-
ducao no crescimento igual e, as vezes, superior a observada na omissao do
zinco. Dos microelementos testados {ferro, zinco, cobre, manganes e moiib-
denio) os que causaram menos alteragao no crescimento, quando omissos,foram
0 mangénés e 0 cobre. O autor salientou que é necessario um ajuste correto

das concentragoes destes componentes essenciais.

Ainda STEINBERG, em 1939, continuando seus estudos sobre os efei
tos de elementos tragos em diferentes fontes de nitrogenio, encontrou que,
alem do ferro, zinco, cobre, manganes e molibdenio, tambeém o galio & essen -

cial para o crescimento de Aspergillus niger Van Tiegh. De um modo geral,

quanto maior a deficiencia menor o crescimento e maior a quantidade de 7ons
residuais inicialmente adicionados. Na maioria das fontes de nitrogenio uti
lizadas as maiores redugoes na producao de biomassa se devia a nao adigao do
ferro e zinco. As baixas produgoes causadas pela nao adigao de ferro eram

frequentemente acompanhadas de um aumento na producao de hidroxilamina, en-

quanto gue baixas concentragoes de zinco evitavam a formagao deste composto.



13.

Novamente 0 autor mostrou a reducao do crescimento na omissao de molibdenio
quands a solugao nutriente continha nitratos de 17tio, sodio, potassio e
magnésio, salientando que o molibdenio parece ser de especial importancia

para os processos de reducac nao apenas de nitrato, mas de nitritos e sais

de acido nitrohidroxilaminico.

No mesmo ano, STEINBERG relacionou ainda os efeitos de elemen -
tos tracos necessarios ae desenvolvimento de A. niger Van Tiegh com diferen
tes fontes de carbono. Utilizande sacarose, d~glucose, d=frutose, d-manose,
d-galactose e l-sorbose, como fontes de carbono, verificou que a nao adigao
de zinco causou uma grande reducac no crescimento quando as quatro primei -
ras fontes de carbono foram empregadas, enguanto que o ferro reduziu em
maior proporgao apenas nas duas primeiras fontes. O molibdenio produziu u-
me reducao de cerca de 50% guando sacarose, d-manose e 1-sorbose foram uti-
1izadas.  Manganes, cobre, galic e escadio apresentaram pouca ou  nenhuma
alteracao no crescimento com estas fontes de carbono, porém com glicerol o

escadio debrou a producao de biomassa,

FOSTER e WAKSMAN {1939) estudaram o efeito do zinco, ferro,
cebre, manganes e molibdenio sobre 0 crescimento e producao de acido fuma -

rico por Rhizopus nigricans. Dos cinco elementos testados isoladamente, o

zinco foi o gue apresentou maior efeifo tanto sobre o crescimento como so-
bre a producao de acido fumarico. Numa concentracao de 1,2 ppm, O zinco
modificou a utilizacao de energia pelo fungo estimulando a  produgao de mi
celio aéreo abundante, Quando medido atraveés de consumo de nitrogenio  do
meio, o crescimento das culturas sus continham zinco era 2,5 vezes maior
que o da culture controle {nao adicao de microelementos). Cobre, manga-
nes e molibdenio isolados nao tiveram efeitos significativos, poréem a pre-

senca simultanea do zinco levou a resposta caracteristica. Pode-se, assim,
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falar de um “efeito especifico” do zinco sobre o crescimento do  Rhizopus.
Os dados sobre a preducao de acido fumarico sugerem a nétureza deste efeito.
Em culturas contendo zinco a producas do acido foi sensivelmente reduzida .
Na ausencia deste elemento, o organismo transformou grande parte da glicose
em acido fumarico. 0 zinco torna o organismo capaz de utilizar sua  fonte
de carbono de maneira mais completa, em vez de deixar grande parte dela pre
sa sob a forma de acido fumarico. Pequenas quantidades deste elemento pare
cem catalisar a degradacao mais completa da glicose e, conseqﬁentemente,sua
melhor utilizacao como fonte de carbono e energia para a sintese celular. 0
ferro apresentou efeito ngtrérﬁﬂ ao do zinco em relagao ao crescimento.
Quando usado isoladamente tendeu a deprimir o crescimento, porem a capacida
de de produzir acido fumarico nao foi reduzida. Quando combinado com zinco
o efeito do ferro foi nao apenas inibido, mas o efeito especifico do zinco
foi até mesmo acentuado. 0 sjustamento da razaoc Fe: Zn pode reéuzir o efei
to especifico do zinco, sendo a resposta caracteristica do organismo ao fer
ro manifestada, ou seja, ocorre uma parcial neutralizacao dos dois elemen-
tos. Portanto, deve ser enfatizado gue a natureza antagonica ou associati-

va desses dois elementos depende da sua razao.

Através de uma revisac bibliografica sobre os metais pesados
na nutricao de fungos, FOSTER (1939) concluiu gue nao ha duvida de que a
necessidade por gquantidades tracos de varios metais pesados, tais como zin-
co, ferro, manganes, cobre e, possivelmente, outros & um fenomeno amplamen-
te encontrado entre os fungos e, especialmente, entre os filamentosos, para
os quais esses elementos devem ser considerados indispensaveis. Salientou

que a maioria dos estudos e feita com Aspergillus niger e que, certamente,

outros fungos tem diferentes necessidades por metais pesados, nao sendo 0

papel de um determinado metal o mesmo para varios organismos.
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BLANK {1941), numa tentativa de desenvolver o melhor meio pos

sivel para o crescimento de Phymatotrichum omnivorum, realizou varios expe-

rimentos para determinar que elementos sdo necessarios para o  crescimento
Stimo e em que proporcoes. Cobre, ferro, manganes e zinco foram estudados
intensivamente, parecendo que pelo menos os tres ultimos sao essenciais pa-
ra o crescimento otimo do organismo em estudo. Dados preliminares revela -
ram que esses elementos eram exigidos em concentragoes muito mais altas que
as encontradas para varios organismos estudados por outros pesquisadores

0s resultados de tres experimentos fatoriais, para determinar o efeito da
presenca ou ausencia de cobre, ferro, manganes e zinco, em solucoes purifi-
cadas, mostraram que o cobre foi um tanto benéfico a 2 ppm,indiferente a
5 ppm e causou uma ligeira depressao no crescimento a 10 ppm; com ferro,
manganes e zinco presentes houve aumento acentuado no crescimento, muito
maior que a somatoria de seus efeitos individuais, indicando a existencia
de interagoes muito importantes; as melhores interagoes foram obtidas para
as combinagbes ferro-zinco e manganes-zinco. Em solucOes nao  purificadas
os resultados foram iguais ou superiores aos obtidos com solugoes purifiéa—
das, tendo sido omitida a adicao de cobre, sendo ferro, manganés e zinco
empregados aproximadamente nas mesmas razoes. A solucao nao purificada foi
extremamente sensivel a adicao de cobre e muito mais sensivel a concentra -
coes crescentes de ferro e, principalmente, zinco que a solugao purificada.
Em experimentos posteriores, nos guais ferro e zinco variaram em quatro di-
ferentes niveis e manganes mantido constante em 2 ppm , a importancia des-
sas taxas vrelativas tornou-se mais evidente e os efeitos prejudiciais
resultantes de uma condigao nao balanceada foram enfatizados, principalmen
te os efeitos inibitorios de concentragoes aumentadas de zinco em  relacao

a concentracao do ferro. Foi observado um efeito depressivo do ferro a
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10 pwm, em solucao nao purificada, tendo praticamente desaparecido a concen

tracoes mais altas.

Tres novos isolados de Phymatotrichum omnivorum foram compara
dos entre si e com & linhagem anteriormente testada para determinar se to-
dos os isolados utilizavam iqualmente bem os elementos tidos como necessd -
rios para o crescimento otimo. Os resultados mostraram que esses isolados
podiam ser distinguidos pela taxa de crescimento e capacidade de utilizar

diferentes combinacdes de ferro, manganés e zinco.

PERLMAN et alii (1946) estudaram o efeito de Tons metalicos so

bre a producao de acido citrico por cinco 1inhagens de Aspergillus niger

(59 , 62 , 69 , 70 e 72) em dois diferentes meios: Meio A: 140 g/1 de sa-

carose , 1,0 /1 de KH,PO, , 0,25 g/1 de MgSO, .7 H,0 , 2,25 g/1 de NH

4 2
0,232 g/1 HC1, para ajustar o pH para 2,3 , 18 v/1 Mn(Cl

aNO3»

o4 H0 , 62 4/

4)2 .12 H20 ; Meio B:
.7 HZO , 2,23 g/1 NH4NO

Cus0, . 5 H,0 , 5 y/1 Zns0, )

140 g/1 sacarose , 1,0 g/ KEHPS

.7 H,0 e 162 v/1 FeNH, (SO

4

4 0,23 g/1 Mgso

0,325 g/1 HC1 , para pH 2,3 , 16 v/1 MnC]

4 3°

5 .4 HZO , 92 ¥ CuSO4 .5 H20 ,

102 v/1 ?eNHa(SO4)2.12HZG . Com o meio A, variando apenas as concentracoes
de sacarose de 100 a 200 g/L, verificaram que para a linhagem A. niger 62,
concentracoes de sacarose acima de 140 g/2 reduziram a produgao de acido
citrico e a adicao de 0,1 mg de ferro a este meio pareceu dar Otimos resul-
tados independentemente da concentracao de sacarose original. Com o meio
B, para as linhagens 62, 69, 70 e 72, a concentracao otima de ferro  ficou
entre 0,1 e 1,0 ppm, enguanto que, para a linhagem 59, a concentracao Otima
foi de 10 ppm. Os efeitos do ferro, manganes, aluminio, molibdenio, cobre,
zinco, calcio e cromio foram testados no meio A. MNestas condicoes, apenas

aluminio, cromio, ferro e manganes foram estimulatorios para a producao de

acido citrico. 0 zinco foi inibitorio em todas as concentragoes testadas.
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As producgoes obtidas guando o ferro foi associado a outros elementos esti-
mulatdrios, em geral, nao foram melhores que as obtidas quando o ferro foi
usado isoladamente. Entretanto, combinagbes de ferro e manganes, no meio
B , deram melhores producoes que os dois elementos isolados. No meio A , o
ferro fei um tanto inibitorio para a linhagem 72 , enquanto que para a li-
nhagem 62 foi nitidamente estimulatOorio ; o manganes foi inibitdrio para a
Tinhagem 72 a niveis muito waixos.

SHU e JOHNSON (1948), analisando a producao de acidoe citrico

por Aspergillus niger em fermentacao submersa, observaram que O processo po

dia ser dividido em duas fases distintas. A primeira era caracterizada pe-
1o crescimento micelial onde o agucar era utilizado principalmente para o
desenvolvimento do fungo e a outra pela paralisacao do crescimento e utili-
zagcao da maior parte do aclicar para a sintese de acido citrido. Dependendo
da dose de microelementos utilizada maiores producoes de crescimento ou 5;1
do citrico podem ser obtidas. Foi observado que o peso micelial varia di-
retamente com a concentracac de ferro. Em baixos niveis deste elemento a u
tilizacao do aciicar & pobre por causa do crescimento deficiente resultante.
Por outro lado, em altas concentracoes o abundante crescimento pode depri-
mir a producao de acido devido a quantidade aumentada de aclUcar utilizada
para o crescimento, O autor explica, ainda,que o decréscimo na producao de
acido citrico nestas condicoes pede ter sido devido a diminuicao de ar dis-
ponivel causada pela alta viscosidade do meio quando tal crescimento ocor -
re. A concentragao otima de ferro para a produgac de acido citrico foi en-

contrada ser de aproximadamente 1 mg/mi.

No mesmo ano, os autores estudando a interdependencia dos

constituintes do meio na producao de acido citrico em culturas submersas ,



18.

mostraram que também o zinco era essencial para o processo. De dez 1linha-

gens de Aspergillus niger cultivadas em meio com e sem adigao de zinco ape-

nas uma nao aumentou a producao de acido em decorrencia da adigao de zinco,
enquanto que a medida do peso micelial revelou um aumento no crescimento de
2,5 a 7,5 vezes. Como os autores testaram apenas uma quantidade de zinco,
& possivel que a variacao apresentada tanto na producdo de acido como de
massa micelial seja decorrente do fato das diversas ]1nhagen§ ékigirem o mi
croelemento em diferentes concentracoes. Por exemplo, a linhagem que menos
produziu acido e biomassa no meio sem zinco foi a que mais respondeu a adi-
cao de elemento tanto para a producgao de acido como de biomassa, -enquanto

que a que produziu mais acido apresentou um aumento muito menor.

FOSTER e DENISON (1950), estudando o papel do zinco sobre o

metabolismo de Aspergillus niger e Rhizopus nigricans, verificaram Que,quan
do pesos iguais de inoculos de micélios provenientes de medos de ~cultura
sem e com zinco eram cultivados em meio contendo o elemento,aqueles origina
dos de culturas com zinco atingiam rapidamente a taxa de crescimento maxi-
ma. O inoculo proveniente do meio deficiente, no entanto, sempre exigia 10
a 15 horas a mais para atingir sua taxa maxima de crescimento. Segundo 0s
autores, isto indica que o zinco ionico faz parte de uma combinacao organi-
ca Ou gue 0 mesmo € necessario para a sintese de alguma substancia limitan-
te de crescimento e que esta sintese ocorre durante a fase lag  observada.
Extratos de micelio proveniente de culturas contendo zinco, extrato de le-
vedura e outros materiais naturais, dialisados e nao dialisadﬁs, nao encur-
taram esta fase, indicando que a substancia essencial era uma grande me?écg
la e, provavelmente, termolabil. Analisando o efeito da deficiencia do zin
co sobre a carboxilase pirtvica de R. nigricans mostraram que em numerosos

casos o micelio deficiente em zinco nunca evoluia 002 a nao ser em taxas des
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preziveis, enguanto que micélio proveniente de culturas com zinco evoluia
grandes quantidades, o mesmo acontecendo com caldo livre de celulas. A adi
cao de cocarboxilase, zinco e magnesioc ao caldo de micelio deficiente nao

produziu qualquer atividade carboxilase piruvica. Pareceu provavel que a

carboxilase piruvica era a substancia responsavel pelo maior tempo observa-
do ma fase lag do micelio deficiente. Pelos resultados obtides verificaram
que 0 zinco era essencial para a sintese da carboxilase piruvica em Rhizo -

pus nigricans embora haja imdicacao de que o metal nao faz parte da enzima.

TOMLINSON et alii {1950), analisando a influencia do zinco, fer
ro, cobre e manganés sobre a producao de acido citrico por Aspergilius ni-
ger, testaram, inicialmente, duas doses {0,005 e 0,lmg %) dos elementos e
verificaram que apenas o zinco mostrou uma diferenca marcante tanto na pro-
dugao de acido como de micelio seco, sendo a concentracgao de 0,Ilmg% a me-
thor. Fixaram, entao, esta dose de zinco e variaram as doses de ferro,ten
do encontrado que para a producao de acido citrico a melhor concentracao fi
cou em torno de 0,01mg % , enguanto que para peso seco as melhores produgoes
foram obtidas na faixa de 0,03 a 0,lmg% . Mantendo a concentragao de zinco
em 0,lmg %, fixando a de ferro em 0,0Img% e variando as de cobre e manga -
nés, isoladamente, encontraram que em relacao ao cobre as melhores produ-
¢oes para acido citrico foram obtidas quando concentracdes na faixa de 0,01
a 0,1ug% foram empregadas, enguanto que para a producao de micelio nao foi
encontrada variagao na faixa de 0,01 a 5,0ugz . Em relagao ao manganes  a
melhor faixa para acido citrico foi de 0,01 a 0,1ug% e para peso seco de
1,0 a 5,0xg% . Quando os quatro elementos foram adicionados juntos, semndo
0,lmg % de zinco, 0,0lmg % de ferro e concentracoes de 0,01 a 5,0ug% de
cobre e manganes, observaram que as melhores producoes do acido foram obti-

das nas concentracoes de 0,01 e 0,1ug% de cobre e manganes, enguanto  que



20.

para peso seco as melhores concentragoes foram de 1,0 e 5,0ug% destes ele-
mentos. Fixando o zinco em 0,iImg% e o ferro numa concentragao encontrada,
anteriormente, como O0tima para producao de biomassa {0,1mg% ) e wutilizando
duas doses de manganes e cobre (0,1 e 5,0 ug%), encontraram uma maior pro-
ducao do acido com 0,1ug% dos elementos e de biomassa com 5,0 ug% dos mes-
mos. Ficou evidente que, de um modo geral, as quantidédes de fefro? cobre
e manganes exigidas para uma alta producao de acido citrico sao menores que

aquelas necessarias para o bom desenvolvimento do microrganismo.

NASON (1950) verificou que a sintese de triptofano em extra-
tos livres de células de Neurospora provenientes de micelio deficiente em
zinco era prejudicada e mostrou que parece haver uma relacao entre zinco e
a enzima que converte indol e serina em triptofano. O autor esclarece que
nao se sabe se 0 zinco € um constituinte enzimico ou se esta relacionado
direta ou indiretamente com a sintese de um ou mais constituintes do siste-

ma enzimico.

NASON et alii (1951)encontraram alteragoes na constituigao en
zimica  de Neurospora deficiente em zinco. Os resultados de cinco experi-
mentos foram similares em relacao ao tipo de distribuicao enzimica. Em
quatro dos experimentos, nenhuma atividade alcool desidrogenase foi detecta
da nos extratos deficientes em zinco e apenas um apresentou tracos de ativi
dade em relacao ao controle suficiente em Zinco. A adigao de zinco ao ex-
trato deficiente nao restaurou a atividade da alcool desidrogenase. Da mes
ma forma, a adicao de extrato deficiente ao extrato controle nao a1terou‘em
nada a atividade enzimica do GUltimo, sugerindo que a perda da atividade
enzimica em Neurospora deficiente em zinco nao se deve a presenca de ini-
bidores, mas a falta da enzima. Houve também um decréscimo no teor da en-

zima que condensa indol e serina para a formacao de triptofano em homogeni-
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zado total de Neurospora deficiente em zinco e seu respectivo extrato. Es
te decrescimo nao foi tao marcante quanto © ocorrido com a atividade da al-
cool desidrogenase, porem foi frequentemente observado. A adigao de zinco
a extratos deficientes nao afetou a sintese do triptofano. Ao contrario do
gque se observou para estas duas enzimas, a deficiencia em zinco resultou nu
ma acentuada elevagao no teor de NADase {nicotinaminada-adenina-dinucleoti-
dase), sendo o aumento de 10 a 20 vezes por miligrama de proteina quando
comparado com extratos normais. A adicao de zinco a extratos deficientes
nao diminuiu a atividade desta enzima. Nao foi detectado nenhum estimula -
dor para a sua sintese em extratos deficientes, nem inibidor no extrato con
trole. Os autores verificaram, ainda, que a atividade da fumarase de Neu-
rospora aparentemente nao foi afetada pela deficiencia em zinco e que  as
enzimas hexoquinase, aldolase e triosefosfato desidrogenase estao presentes
em homogenizado e extrato de Neurospora deficiente em zinco em  concentra-
coes normais. Em relacao ao crescimento do microrganismo nos cinco experi-
mentos houve uma reducao nos meios deficientes em zinco que variou de 37 a
59% em comparagao com o observado nos controles. Testando as doses 0-0,02-
0,10-2,0~-20-100 e 600 v de zinco por mililitro de meio, os autores ve-
rificaram que a dose de 2,8 v/ml foi a que maior percentagem de crescimento
proporcionou. As deficiencias de outros elementos {manganes, ferro e magne
sio) foram testadas. A omissao de manganes e ferro aparentemente teve mui-
to potico efeito sobre a concentracao das enzimas estudadas, enguanto que a
deficiencia de calcio resultou numa perda de atividade da alcool desidroge-
nase, um aumente-significante na concentracao de NADase e nao pareceu bai-
xar 0 nivel de enzima sintetizadora do triptofano. A deficiencia em magne-
sio produziu ligeiras reducoes na alcool desidrogenase e na enzima sinteti-

zadora de triptofano em relacao ao controle, porém estas variagdes nao pare
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ceram ser significantes. 0s autores cgncfu??am que a deficiencia de zinco
em Neurospora leva nao simplesmente a produgé@yde menos micelio, mas de mi-
calio com caracteristicas metabolicas drastigagénte alteradas, as quais en-
-ve%vema‘além de desaparécimento virtual de certas atividades enzimicas,
aumentos acentuados na atividade de outras enzimas. As concentracoes de
certas proteinas enzimicas dentro da celula diminuem, ensuanto que outras
aumentam. Determinacoes do teor de proteina total nos extratos  mostraram
que 0 efeito liquido € um profundo decréscimo na concentracao de proteina.

v =
Uma

“

ez gue este guadro nao se modifica pela adicao de amincacidos, purinas,

pirimidinas e vitaminas ac meio deficiente em zinco parece que o efeito b§
sico da deficiencia esta nac na sintese destas unidades mas em seus metabo-~
Tismos subsequenﬁes;d Se ¢ zinco esta relacionado diretamente com o proces-
50 de‘inaﬁrp@ragée de aminoacidos em proteinas ou se seu pape) neste proces
co € o resultado da acao em outro sitio, o fato e gue o principal resultado
da deficiencia de zinco € 2 falta de sintese de proteinas enzimicas de
uyma maneira normal. O mecanisno pelo gual as concentracoes de certas enzi-
mas podem ser aumentadas em celulas nutricionalmente deficiente ainda & des
conhecido. 0% autores levantaram a hipotese de gque estas enzimas sao pro -
teinas de eétfuturas‘re?ativémente simples que podem ser sintetizadas mesmo

na ausencia de certas reacOes chaves que sao necessarias para a sintese de

moléculas proteicas mais complexas.

VALLEE e NEURATH (1955) encontraram que o zinco € um componen
te estrutural e funcional da carboxipeptidase e participa nos mecanismos de

sua agac catalitica. O metal se acha ligado firmemente a proteina e parece

- . - a2 « < >
ser indispensavel para a atividade enzimica,

WACKER e VALLEE (1959) detectaram a presenca de  quantidades

signif icantes de metais (magnesio, calcio, estroncio, bario, aluminio, cro-
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mio, manganes, ferro, niquel, cobre e zinco) em RNA de diferentes fontes,
desde microrganismos até vertebrados biologicamente complexos. Os autores
sugerem que eles podem desempenhar um papel na manutencao da  configuracao
da molécula de RNA, talvez ligando bases de purina ou pirimidina, ou ambos,
atraves de ligacCes covalentes. Tambem foi detectada a presenca de metais

em DNA, porem em quantidades muito menores.

PATTERSON (1960) mostrou que um suplemento de calcio, cobre,

cobalto e zinco triplicou o crescimento de Mycobacterium tuberculosis avium

e aumentou a producao de porfirina de cerca de 62 vezes apos 45 dias de in-
cubacao. A adicao de quantidades iguais de zinco ou cobalto ao meio, sepa-
radamente, tambem estimulou tanto o crescimento quanto a producao de porfi-
rina, mas em qualquer caso o efeito foi apenas cerca da metade do induzido
pelo suplemento compieto. O cobre sozinho nao teve nenhum efeito nem no
crescimento nem na producao de porfirina. 0O autor conclui que o efeito do
suplemento completo € em grande parte, se nao unicamente, devido ao zinco e

cobalto.

PRICE e VALLEE (1962) verificaram que a nao adigao de zinco

diminuia acentuadamente o crescimento de Euglena gracilis. Partindo de do-

ses crescentes de 0 a 16 ug/l obtiveram uma relacao linear, exceto no esta-
gio inicial do crescimento. Comparando o desenvolvimento do microrganismo
num meio contendo ]Q'SM de zinco com o ocorrido sem adicao do elemento ve-
rificaram que apos 8 dias e meio a cultura deficiente em zinco paralisou seu
crescimento. No entanto, a adicao de 107°M do elemento no s&timo dia restau
rou o crescimento apos 24 horas, atingindo o mesmo nivel da cultura sem de-
ficiencia de zinco aos 11 dias. Esta resposta revelou que a paralizacao no
crescimento nao se deve ao acumulo de substancias toxicas mas a exigencia do

metal. Os autores n3ao chamam atencao,porem, na cultura deficiente em zinco,
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para 0 tempo que a alga levou para reiniciar seu rapido crescimento ap0s a
adicao do metal. Isto pode revelar que o zinco & necessario para a sintese
de substancias indispensaveis ao bom desenvolvimento do microrganismo e que,
pelo menos, uma destas substancias € sintetizada na fase inicial do cresci-

mento. As analises de nitrogenio revelaram resultados contrarios aos obser

vados em relacao ao crescimento. A percentagem de nitrogenio total nas ce-
Tulas deficientes em zinco foi o dobro da das células sem deficiencia na fa
se exponencial do crescimento e aproximadamente o0 triplo daquelas da fasees

tacionaria. Comparando os teores de metais das ceélulas com o teor de metal

total do meio, os autores observaram que com excecao do zinco, cobre e fer-
ro, a concentracao de metais encontrada nas celulas representou peguenas
fracoes dos metais totais adicionados aoc meio. Como ferro e cobre nao fo-
ram limitantes para o crescimento em concentragoes muito baixas pareceu pro

vavel que apenas o zinco foi limitante para o crescimento do microrganismo.

WACKER (1962), estudando as alteracoes no teor de acidos nuclei

cos, proteinas e metais em Euglena gracilis decorrentes da deficiencia de

zinco, verificou que quando este organismo foi desenvolvido na ausencia de
luz e num meio contendo 1,5 x 70"7M de zinco o desenvolvimento foi marcada-
mente reduzido comparado com a cultura crescida no escuro no meio norma],og
de o teor de zinco era 1,5 x 30“5M. A adicao de zinco a cultura deficiente
restaurouy o crescimento normal. O mesmo nao ocorreu quando outros metais ,
aminoacidos, bases nitrogenadas ou nucleotideos foram adicionados. Concor-
dando com os trabalhos de PRICE e VALLEE (1962), anteriormente citados,o au
tor achou que a deficiencia de zinco & aéampanhada por alteragoes importan-
tes no teor de proteina e acido nucleico dos organismos,as quais consistem

de uma reducao na sintese proteica, indicada por um aumento em precursores

de proteina como, por ex

1o, aminoacidos, e um decrescimo em RNA. Em con
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sequencia,ainda, da deficiencia em zinco ha um aumento no volume e peso das
células individuais,chegando a aumentar aproximadamente cinco vezes em rela
cao as células crescidas em meio zinco-suficiente, e duplicacao do teor de
DNA, o que demonstra uma paralizacao mitotica. Baseado nos dados obtidos,
0 autor enfatiza que nao se pode afirmar sem erro que os efeitos observados
sobre o metabolismo das proteinas e acidos nucleicos derivam diretamente da
deficiencia do microelemento no RNA desses microrganismos. Como o 2zinco
faz parte de um grande numero de enzimas, € possivel que a sua falta leve a
uma alteracao no sistema enzimico acarretando defeitos na sintese de al-
gum componente do processo de elaboracao da proteina. O fato da adicao de
aminoacidos, purinas, pirimidinas ou seus nucleotideos nao superar os danos
causados pela deficiencia sugere que estes nao se dao apenas sobre a sinte-
se de precursores, mas sobre a sintese de proteina propriamente dita. Os
efeitos da deficiencia de zinco nao comprometem simplesmente o metabolismo
oxidativo no sentido de nao fornecer energia suficiente para o processo de
sintese proteica, uma vez que ha um grande acumulo de polifosfato acido-in-
soluvel, chegando a constituir uma das principais caracteristicas das celu-
las deficientes. Como o polifosfato se origina de moleculas de ATP pode-se
deduzir que os sistemas geradores de energia estao funcionando eficiente-
mente. 0O autor sajienta que a identificacao e localizacao de defeitos mole
culares induzidos por deficiencia em zinco parece possivel e, desta maneira,

pode-se chegar a uma conclusao a respeito do papel de metais no RNA.

TRUMPY e MILLIS (1963), estudando a producao de acido citrico

por um mutante de Aspergillus niger, afirmam que o acumulo de grandes quan-

tidades deste acido e resultante de uma funcao metabolica prejudicada do
fungo num meio acido com alto teor de acucar e com concentracoes altamente=

controladas de outros nutrientes. Mostraram tambem que deficiencias nutri-
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cionais miltipias, como de nitrogenio, fosforo, zinco e ferro, sdo de gran-
de importancia poré%émitar o crescimento, uma vez que este deve ser contro-
lado para se obter uma boa producao de acido. Embora o crescimento deva
ser 1imitado, isto, por si so, nao € suficiente para dar altas producoes de
acido ¢itrico. [ necessaria a presenca de baixas concenfragﬁes de certos
metais tracos. 0 mutante de A. niger para a produgao de acido cTtrico uti-
l1izado foi muito maism sensivel ao zinco que ao cobre, ferro e manganes.
Suportou maiores concentracoes de microelementos que a linhagem paterna, po

rém a producac de acido foi maior em Maixas concentragoes dos elementos,

sendo ©

™~

inco 0 mais critico. 0s autores deixaram claro que a acgao do zin-
co em concentracoes mais elevadas, pelo menos para este mutante, & normali-
zar as funcoes metabolicas. Outros componentes do meio tambem podem exer-
cer a mesma acao. O ferro em concentracoes altas pode minimizar o efeito

depressivo do zinco sobre a producao do acido.

WEGENER et alii (1967), num estudo sobre o controle da forma-

cao de malato sintetase em Rhizopus nigricans, verificaram que o zinco exer

ce um notavel efeito sobre 0 crescimento e atividades fisiologicas deste
microrganismo. A adicao de glicose ao meio de nidrolisado de caseina cau-
sou uma repressao na formacao da enzima, a qual foi suprimida pela adigao
de zinco. Este elemento nao teve nenhum efeito significativo sobre a for-
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nac » guando adicionado isoladamente ao meio basal de hidrolisado
de caseina. Entretanto,combinado com a glicose resultou na producao de

malato sintetase num nivel eguivalente ao encontrado na cultura nao repri

=

mida. Alem disso, o metal levou a uma quase completa utilizacao da glicose
2 aum aumento na sintese celular, indicando que o zinco suprime a repressao
pela glicose efetuando a remocao da catabolitos repressores provenientes da

mesma pela estimulacao da incorporacao de tais metabolitos em material ce-
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Jular. Foi determinado o nivel da malato sintetase formada num meio sinte-
tico, que favorece a formacao de acido fumarico, contendo 5% de glicose e
0,2% de sulfato de amonig, portanto uma alta relacao carbono/nitrogénio. Os
resultados obtidos nas culturas com e sem adicao de zinco mostraram que a
adicao do metal duplicou a producao da enzima, aumentou o peso celular e
esgotou totalmente a glicose adicionada indicando, novamente, que o aumento
no nivel da enzima foi produzido, provavelmente, pelo incremento na utiliza
cao de glicose e sintese celular provocado pela adicao do metal. Assim ,
parece que fatores que estimulam a sintese celular e remogao de glicose ou
seus catabolitos favorecem a formacao da malato desidroggggsglv Com base
nisto, seria de se esperar gue um aumento na fonte de nitrogenio disponivel
e um ajuste na relacao C/N para um valor mais favoravel a sintese celular
resultassem num aumento da formacao desta enzima. Usando concentracoes de
sulfato de amonio de 0,2 a 2% os autores obtiveram aumentos gradativos atin
gindo cerca de tres vezes mais enzimas na concentracao de 2,0%, quando com-
parada com a de 0,2%. A adicao de zinco aumentou ainda mais, tendo duplica
do a producao alcancada nas culturas com 2,0% de sulfato de amonio e  sem
zinco. Analisando o efeito do acetato e do glicolato, ambos encontrados co
mo estimuladores da formacao da malato sintetase em muitos organismos, ob-
servaram que o acetato adicionado ao meio basal duplicou a produgao em rela
cao ao meio basal sem acetato, enguanto que o glicolato aumentou aproximada
mente cinco vezes. 0 efeito indutivo do acetato aumentou significativamen-
te quando zinco foi adicionado. O mesmo nao ocorreu, porém, com a adigao
do metal ao glicolato. Esta diferenca de comportamento sugeriu a possibili
dade de haver no microrganismo em estudo, duas enzimas malato sintetases re
guladas por vias diferentes. Atraves da inativacao termica foi comprovada

a presenca das duas enzimas, sendo a induzida pelo acetato mais sensivel ao
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calor que a induzida pelo glicolato.

PECIULIS et alii (1969) encontraram que cobalto, ferro, iodo,
manganes, molibdenico e zinco estimulam a propagacao de leveduras, enquanto
que boro apresenta um efeito inibitorio. A biossintese de proteinas e afe-
tada de diferentes maneiras. Alguns microelementos estimulam consideravel-
mente o aumento no teor de nitrogenio total, como o molibdenio e o  zinco,
outros a um grau menor, como o cobalto, o iodo e o manganes e, ainda,outros
reduzem a quantidade de nitrogenio total, como o ferro a partir de 0,02mg/1
e o boro a partir de 0,0115 mg/1. Sobre a biossintese de aminoacidos os
microelementos tambem influenciam diferentemente nao alterando sua composi-
¢ao quimica mas reduzindo sua quantidade. O zinco reduz o teor de aminoa-
cidos livres a mais da metade, inclusive de aminoacidos dicarbonicos, argi-
nina, cistina, asparagina e acido glutamico. 0 molibdenio reduz considera-
velmente o actmulo de aminoacidos dicarbonicos, alanina e lisina. Por ou-
tro lado, tanto o zinco como o molibdenio produzem um aumento no acumulo de
aminoacidos ligados, indicando que esses microelementos estimulam a incorpo
racao de aminoacidos em proteinas. Além disso, os autores verificaram que
leveduras crescidas em licor sulfitico produziram maiores quantidades de
acido folico, tiamina e riboflavina guando determinadas concentracoes de
manganes, cobalto, molibdenio, boro e zinco eram adicionadas, sendo o  au-
mento de 26-52 7% quando comparado com um controle. Quantidades excessivas
dos micronutrientes foram toxicas tanto para o crescimento das leveduras co

mo para o acumulo de proteinas e vitaminas.

SANCHEZ-MARROQUIN et alii (1970) verificaram que uma maior pro

dugao de acido citrico por Aspergillus niger foi obtida quando ferro, zinco

e cobre estavam presentes em baixas concentracoes, enquanto que uma  maior

producao de massa micelial ocorreu quando concentragoes mais elevadas  dos
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tres elementos foram empregadas. FEstes dados estdao de acerdo com resulta-

dos apresentados por outros pesquisadores anteriormente citados.

McHAN e JOHNSON (1970), analisando a importancia do zinco e

de aminoacidos para o crescimento de Monascus purpureus, verificaram que

interagoes do zinco com aminoacidos em meio minimo onde glicose foi também
uma fonte de carbono levando a um aumento no crescimento do  microrganismo
eram repetidamente notadas. Doze dos quatorze aminoacidos e todas as combi
nacces de aminoacidos testadas em meio minimo com adicao de zinco produzi -
ram crescimentos significativamente maiores que os obtidos com o0s  mesmos
meios sem adicao de zinco. Alem disso, os ligeiros efeitos inibitorios de
varias combinacoes de aminoacidos ocorridos na ausencia do zinco tenderam a
desaparecer na presenca do microelemento. Alguns aminoacidos estimularam
mais o crescimento que outros, porem guase todo efeito estimulatorio foi
aumentado pela adicao de zinco. Os autores concluem que, alem dos possi -
veis efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos, os principais efeitos do
zinco estao também envolvidos com os mecanismos regulatorios que controlam

interrelacoes entre os metabolismos dos carboidratos e do nitrogenio em M.

purpureus .

WHITE e JOHNSON (1971), cultivando Helminthosporium cynodon-

tis em meio de glicose-peptona-extrato de levedura agar (GPY) e Czapek -Dox,
observaram uma grande diferenga no crescimento e pigmentacao das culturas.
No meio de Czapek-Dox, o micélio se apresentou distintamente vermelho devi-
do a producao abundante de cinodontina, enquanto que no meio GPY ocorreu um
maior crescimento sem produgao deste pigmento, mesmo apos 50 dias de incuba
cao, aparecendo, em seu lugar, uma coloracao verde-escura mais caracter?sti

ca da maioria das especies de Helminthosporium na maior parte das condicoes

culturais. Na composicao do meio GPY estao presentes peptona e extrato de
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levedura, os quais estao ausentes no meio de Czapek-Dox. Assim, peptona,
extrato de levedura e suas respectivas cinzas foram adicionados ao meio ba-
sal de Czapek-Dox, isoladamente e em varias combinacoes, para se determinar
qual ou quais componentes modificam o meio de Czapek-Dox de modo a reprodu-
zir alguns efeitos observados no meio GPY. A adicao de extrato de levedura
aumentou o crescimento de mais de 2,5 vezes em relacao ao controle, em cin-
co dias, e inibiu completamente a producao de cinodontina. A adicao de pep-
tona tambem aumentou o crescimento, porém ndao tanto quanto o extrato de le-
vedura e aumentou a formacao de pigmento. Quando cinzas de extrato de leve
dura foram adicionadas isoladamente ou em combinacao com cinza de peptona
foram obtidos resultados praticamente similares aos observados gquando da
adicao de extrato de levedura, sugerindo que metais e, particularmente, os
presentes no extrato de levedura, sao reponsaveis pelo tipo de crescimento
obtido no meio GPY. Sete elementos foram testados, dentre os quais ferro
e zinco. Os metais foram adicionados, individualmente e em varias combina-
coes, ao meio de Czapek-Dox para se averiguar seus efeitos sobre a linhagem

RPP de Helminthosporium cynodontis. Em todos os casos em que 0 zinco  foi

adicionado, tanto isoladamente como em combinagao com um ou mais elementos,
Qrgfesaimentofoi significativamente aumentado e a cinodontina completamente
ausente. A adicao de ferro ou boro diminuiu ligeiramente o crescimento, en
guanto que cobre e cobalto reduziram consideravelmente o desenvolvimento do
fungo. Tanto o cobre como o cobalto se apresentaram toxicos nas concentra-
coes usadas quando adicionados isoladamente, porem esta aparente toxicidade
foi marcadamente reduzida na presenca de outros jons metalicos, particular-
mente o zinco, Ferro, cobre a cobalto nao apresentaram efeito significati-
vo sobre a producao de pigmento,ao passo que o boro aumentou ligeiramente o

tesr do mesmo. 0 manganes,isoladamente,pouco efeito exerceu sobre o cresci
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mento, porem aumentou ligeiramente a pigmentacao. Em combinacao com o zin-
co, o manganes elevou o efeito promotor de crescimento do zinco de aproxima
damente 100% em relacao ao meio contendo apenas zinco. O0s resultados wmos-
traram que o zinco € o principal responsavel pelos efeitos do meio GPY e do
extrato de levedura sobre a linhagem RPP de H. cynodontis. O estudo de di-
ferentes concentracoes de zinco (0 a 12,2 uM) sobre a sintese de pigmento
e crescimento do fungo revelou que o aumento no teor de zinco diminuiu a
producao do pigmento, chegando a quase desaparecer em concentracoes de
6,1 uM,e aumentou o crescimento celular. A taxa de consumo de glicose e
fosfato se apresentou aumentada na presenga de zinco, confirmando dados re-

latados por outros pesquisadores.

COCUCCI e ROSSI (1972) mostraram, atraves de dados bioquimi -
cos e morfologicos, que o0 zinco € essencial para o crescimento de Rhodoto -

rula gracilis, sendo seus efeitos mais marcantes as sinteses 1iquidas de

RNA e proteina. A sintese de DNA pareceu nao ser muito afetada. A adicao
do microelemento a culturas deficientes nao estimulou nem inibiu a respira-
cao, metabolismo de aminoacido e sintese de lipideos. Estes resultados su-
gerem um efeito especifico do elemento sobre as sinteses de RNA e proteina.
A microscopia eletronica revelou algumas caracteristicas dos efeitos da de-
ficiencia de zinco. As celulas no inicio da fase estacionaria mostraram,
nitidamente, um aspecto de citoplasma degradado parecendo ser  delimitado
por uma unica membrana e contendo, as vezes, mitocondrias parcialmente de-

gradadas e estruturas semelhantes aos vacuolos autofagicos e 1isossomos.

WEGENER e ROMANO (1973) determinaram o efeito do zinco sobre

0 crescimento e producao de RNA, DNA e proteina por Rhizopus nigricans. A

adicao do microelemento estimulou imediatamente a sintese de RNA, enguanto

que a sintese de proteina demorou mais a atingir a taxa de sintese maxima ,
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porém ao atingi-la tanto RNA como proteina cresceram na mesma taxa relati-
va. Os niveis de DNA aumentaram muito pouco em relacao aos de RNA e protei
na. 0 aumento no crescimento e utilizagao de glicose foi similar ao da sin
tese proteica. 0 mecanismo pelo qual o zinco estimula a sintese de RNA nao
€ conhecido. Segundo os autores, o aumento em nucleotideos livres, ap0s
adicao do metal pode indicar um papel na sintese de purinas e pirimidinas

ou nucleotideos.

VEGA e TOURNEAU (1974) encontraram que a omissao de zinco re-

sultou num decréscimo no peso seco de Whetzelinia sclerotiorum (Sclerotinia

sclerotiorum) e na ausencia de producao de esclerdcio em tres dos quatro i-

solados testados. Os autores esclarecem que a formacao deste corpo de fru-
tificacao em um dos isolados pode ter sido devida a uma baixa exigencia por

zinco e presenca de pequenas guantidades do elemento no meio.

WOLD e SUZUKI (1976) encontraram gue a concentracao de 2zinco

determina o curso da producao de acido citrico por Aspergillus niger. Al-

tas concentracoes do metal mantinham as culturas na fase de crescimento, on
de nao havia acumulo do acido e niveis baixos limitavam o crescimento e o
organismo passava a fase de acumulo do acido. A adicao de zinco as cultu -
ras acidogenicas resultava na reversao para a fase de crescimento e parali-
zacao do acumulo de acido. Estes resultados estao de acordo com relatos de

outros pesquisadores anteriormente citados.

GUPTA et alii (1977) observaram gque o crescimento e producao

de aflatoxina por Aspergillus parasiticus foram inibidos pela deficiencia

de zinco.

A utilizacao da raiz de mandioca para o desenvolvimento de mi

crorganismos pode ser limitada pela presenca de microelementos em niveis
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AY e ABOU - EL - SEOUD {1966), usando como fonte de carbono,

para 0 crescimento de deis isolados de Cladosporium, a farinha de mandioca,

verificaram que uma maior producac pode ser obtida pela adigao de certas vi
taminas e minerais aoc meio de cultura e que depende do microrganismo usado.

A producao a partir do Cladosporium cladosporioides 1-83 quase que  dobrou

quando foram adicionados tais aditivos. O mesmo nao ocorreu com o Clados-

porium cladosporicides 1-75 que teve sua produgao reduzida de aproximadamen

te um terco na presenca dos aditivos. 0Os autores chamam atencao para as
diferencas individuais existentes entre 0s microrganismos e para o fato de
que o sucesso do uso de cada material fresco contendo carboidrato depende ,
em grande parte,da selecadc do microrganismo a ser usado. Se um determinado
microrganismo cresce bem e sintetiza proteina eficientemente a partir de um
substrato fresco nao se pode dizer que este mesmo microrganismo tera o mes-
mo sucesso com outro substrato fresco ou com 0 mesmo substrato tendo  sido

processado diferentemente.

BARRIOS e BRESSANI (1967) verificaram que as concentracoes de
ferro, determinadas, em diversas variedades de mandioca provenientes da zo-
na subtropical seca e tropical seca da Guatrmala, apresentaram grandes di-

ferencas mesmo entre as variedades de uma mesma regiao.

STANTON e WALLBRIDGE (1969), utilizando amido de mandioca
comd substrato para a producao de proteina por fungos do genero  Rhizopus,
observaram que ferro, zinco e manganes podem ser inibitorios ou estimulato-

rios dependendo da raiz utilizada.

GREGORY, et alii (1977), produzindo proteina funsgica a partir
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de mandioca através de um mutante nac esporogenico de Aspergillus  fumiga-~

tus, verificaram que o amido de suas raizes parece suprir quantidades ade -

quadas de todos os elementos minerais exigidos pelo microrganismo , exceto

enxofre e, possivelmente, zinco.
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4. METODOLOGIA

4.1, Preparo do Material

Raizes de mandioca da variedade IAC-YARA (1416-67) foram forne-
cidas pela Estacao Experimental de Piracicaba, Sao Paulo. Foram lavadas,
descascadas, passadas em ralador de modo a se obter finas tiras semelhantes
a talharins para facilitar a secagem, pesadas, colocadas em bandejas e dei-
xadas em estufa com circulacao de ar forcada a 450C ateée estabilizacao do
peso, sendo desta maneira, determinado o teor de umidade. 0 tempo decorri
do entre a colheita das ralzes e seu preparo para desidratacao foi cerca de
tres horas. As tiras bem secas foram moidas e, em seguida, passadas em pe
neira de 150 mesh para eliminagao das fibras. O material foi guardado em
frascos ambar hermeticamente fechados. Foi tomada uma amostra para deter-
minacoes de ferro e zinco, as quais foram realizadas na Seccao de Quimica A
naltica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, atraves 4o Espectrofo-

tometro de Absorcao Atomica Perkin-Elmer modelo 306.
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Toda a vidraria utilizada foi 1avada com detergente, agua des -
tilada, acido cloridrico a 20% , agua desmineralizada, (NHy); EDTA a 10%
com pH 8 (preparado com 100 g de acido etileno diamino tetracético e cerca
de 500 m1 de agua desmineralizada, acertando-se o pH a 8 com hidroxido de
amonio e ajustando-se o volume final a um 1itro) e, finalmente, com agua

desmineralizada.

Foram preparadas solucoes estoque de ferro e zircec, com agua

desmineralizada, ambas contendo 500 ppm de cada elemento, respectivamente.

4.2, Escolha do Microrganismo e Determinacao do pH Otimo

Foram ensaiados 3 fungos (Aspergillus niger 17-9 e Aspergillus

wentii IZ-1625, cedidos pela Micoteca do Instituto Zimotecnico do Departa -

mento de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Quei -
roz", e Fusarium sp., isolado de raiz de mandioca com cerca de 7 dias apos
ter sido colhida & deixada, acidentaimente, ao ar livre) e 8 valores de pH

{(de 2 a 9) sequindo-se o esquéma fatorial.

0 meio foi preparado contendo por litro 30 gramas de amido de
mandioca e ureia na guantidade suficiente para fornecer 1,2 gramas. Foi
gelatinizado entre 60-709C durante 15 minutos, resfriado em agua corrente e
distribuido em 8 frascos de Erlenmeyer de 500 ml para ajustagem do pH nos
valores de 2 a 9 , a qual foi feita com acido sulfurico 2 N e hidroxido de

sodio 2 N. Em seguida, foi distribuido em 72 frascos de 250 ml, cada um
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contendo 50 ml de meio, sendo 9 repeticdes para cada valor de pH e 3 para
cada fungo. A esterilizacao foi feita a 1219C por 15 minutos.

0s inoculos foram obtidos de culturas de 4 dias de idade desen
volvidas em meio de malte agar, em placas de Petri, tomando-se discos de

5 mm de diametro da periferia das colonias.

Tendo sido feita a inoculacao, os frascos foram colocados num
agitador regulado para 120 batidas por minutos. A temperatura foi manti-

da entre 28-300C.

Apos 4 dias de incubacao mediu~se o pH dos meios e, em segui -
da, o material foi filtrado para a determinagao do peso seco em estufa ate
peso constante, na temperatura de 609C de modo a garantir gue houvesse 1i-

nalteracac no perfil de aminoacidos (SPICER, 1971).

4.3. Ensaio de Duas Fontes de Nitrogénio {Urgia e Nitrato de Amo -

nio) para o Crescimento de-Fusarium-sp. , Aspergillus niger 1Z-9

e Aspergillus wentii 17-1625 em Meio de Amido de Mandioca

Foram preparados 500 ml de dois meios, ambos contendo 3 gra -
mas de amido por cento e uréia ou nitrato de amonio, respectivamente, nas
quantidades suficientes para fornecerem 0,12 gramas de nitrogenio por cen-
to. Os meios foram gelatinizados e o pH ajustado para 3 . Em seguida,fo
ram distribuidos em 18 frascos de Erlenmeyer de 250 ml, cada um contendo
50 m] de meio, sendo 9 repeticdes para cada fonte de nitrogenio e 3 para

gada fungo, apds o que foram esterilizados. Os indculos foram obtidos de



38.

maneira similar a descrita anteriormente.

Apos 4 dias de incubacao num agitador regulado para 720 batidas
por minuto e numa temperatura de 28-309C , mediu-se o pH final dos meios e

o material foi filtrado para a determinacao do peso seco.

4.4, Ensaio de Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro para o Cresci

!

mento de Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Amido de Mandioca e

Ureia

H

Foram testados niveis de 0 a 4 de zinco e ferro, corresponden

tes as concentracoes de 0,45 - 5,45 - 10,45 - 15,45 e 20,45 ppme 0,51

}

5,51 - 10,51 - 15,51 e 20,51 ppm, respectivamente, de acordo com o esquema

fatorial.

0s meios foram preparados em 25 frascos de Erlenmeyer de 250
ml, contendo 3 gramas por cento de amido de mandioca e ureéia na gquantidade
suficiente para fornecer 0,12 gramas de nitrogenio por cento. As diferen-
tes doses de ferro e zinco foram adicionadas tamando-se volumes de 0 - 2 -
4 -6 e 8ml tanto da solucao de sulfato ferroso como da de sulfato de zin-
co, as quais continham 500 ppm de ferro e zinco, respgativamente, correspon
dentes aos niveis 0 - 1 - 2 - 3 e 4 de cada elemento, considerando-se que a
quantidade de amido utilizada para cada 200 ml de meio possuia 0,45 ppm de
zinco e 0,51 ppm de ferro. Ap0s as devidas distribuicoes das solucoes de

sulfato de zinco nos 25 frascos, seus volumes foram completados a 200 mi
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com agua desmineralizada, cujo pH foi previamente ajustado para 3,0 com a-
cide sulfurico 2N. 7Em sequida, 0s meios foram aguecidos a 60-709C por 15
minutos para gelatinizacao.do amido. Cada meio foi distribuido em 5 fras
cos de Erlenmeyer de 250 ml previamente marcados para 50 ml que foi a quan-
tidade de meio utilizada. Assim, foram tomadas 3 repeticoes para cada tra
tamento. A esterilizacao foi feita a 1219C por 15 minutos. . O inoculo

foi obtido como ja descrito anteriormente.

’A incubacao foi realizada num agitador&regulado para 120 bati -
das por minutos e numa temperatura de 28-300C.  Apos 4 dias foram determi-
nados os valores do pH final dos meios e o material filtrado para determina
cac do peso seco e nitrogenio total, a qual foi realizada na Secgao de Qui-
mica Analitica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura pelo metodo
Kjeldahl, atraves do Analisador Automatico Il da Technicon, multiplicando -
se pelo fator 6,25 para trangformagag em prote?ha bruta (Ameriian Associa -
tion of Cersgal Chemists, Inc., 1962). O gerfélgde aminoacidos das produ -
ctes obtidas com a melhor combinacac encontrada foi determinado na Secgao

de Bioguimica de Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, atra-

ves do Analisador Automatico de Aminoacidos Beckman Modelo 120 C.

4.5. Ensaie de Cinco Niveis de Ferro para o Crescimento de Aspergil -

Tus niger 17-% em Meio de Amido de Mandioca, Uré}a e Sulfato de

Zinco na Concentracac Otima Encontrada

Foram testados niveis de 0 a 4 de ferro, correspondentes as con

centracoes de 15,51 - 20,51 - 25,51 - 30,51 e 35,51 ppm do elemento, man -
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tendo-se o zinco na concentracao Otima encontrada no ensaio anterior,

Os meios foram preparados em 5 frascos de Erlenmeyer de 200 m)
contendo 3 gramas de carboidrato por cento, uréia na quantidade suficiente
para fornecer 0,12 gramas de nitrogenio por cento e sulfato de zinco sufi-
ciente para 5 ppm do metal (a quantidade de amido utilizada forneceu 0,45
ppm). As doses de ferro foram adicionadas tomando-se volumes de 6 - 8 -
10 - 12 e 14 ml da solugao de sulfato ferroso contendo 500 ppm do metal,cor
respondentes aos niveis 0 ~ 1 - 2 - 3 e 4, considerando que a quantidade
de amido utilizada para cada 200 ml de meio possuia 0,51 ppm de ferro. Os
volumes foram ajustados para 200 ml com agua desmineralizada, cujo pH foi
previamente ajustado para 3,0 com acido sulfurico 2 N , apds o que oS meios
foram gelatinizados e cada um deles distribuido em 3 frascos de 250 ml pre-
viamente marcados para 50 ml, que foi a quantidade de meio utilizada, cor-
respondentes a tres repeticbes para cada tratamento. Apds esterilizagao ,
0Ss meios fofam inoculados, incubados e, apos 4 dias, tiveram seus valores
de pH determinados e o material foi filtrado para determinacao do peso seco,

conforme descrito anteriormente.

4.6. Curva de Crescimento do Aspergillus niger I1Z-9 em Meio de Amido

de Mandioca, Ureia, Sulfato de Zinco e Sulfato Ferroso

Tendo sido determinados o melhor microrganismo, o pH otimo e as

concentragoes de zinco e ferro necessarias para produzir o maior desenvolvi
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vimento do microrganismo, foi feita a sua curva de crescimento dentro das

condicoes otimas encontradas.

Como nos ensaios anteriores, o meio foi gelatinizado e o pH a-
justado para: o valor otimo determinado. Em seguida, foi distribuido em 27
frascos de Erlenmeyer de 250 mi, os quais foram autoclavados, inoculados e

incubados a 28-309C em agitador regulado para 120 batidas por minuto.

As determinacgoes do pH final, peso seco e proteina bruta foram
feitas tomando-se tres amostras em intervalos de 12 horas num periodo de 24

a 144 horas.

4.7. Determinacac de Aflatoxina

Foi utilizado o método proposto por PONS et alii (1966) para

detectar a presenga de aflatoxina em micélio de Aspergillus niger 1Z-9 de-

senvolvido em meio de amidc de mandioca, ureia, sulfato de zinco e sulfato

de ferro.

4.8, Analise Estatistica

Na analise de variancia foi feito o teste F para se verificar a
significancia da agao dos tratamentos sobre a producao de biomassa e protej
na, assim como das interacoes e suas decomposicoes. Pela analise de re-

gressao foram encontradas as equagoes que melhor se adaptam aos dados obser
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vados em cada caso. Foi determinado o coeficiente de correlacao linear en

tre a biomassa produzida por Aspergilius niger IZ-9 em meio de amido de man

dioca e ureia, onde foram testados cinco niveis de ferro fixando-se o zinco
na concentragao otima encontrada, e o pH final dos meios (GOMES, 1973). A
comparacao das medias foi feita pelo teste de Student-Newman-Keuls (STEEL

‘e TORRIE, 1960).
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacao do Teor de Micronutrientes no Amido de Mandioca

A analise de micronutrientes mostrou que o amido utilizado

possuia 17 ppm de ferro e 15 ppm de zinco.

5.2. Escotha do Microrganismo e Determinacdao do pH Otimo

ApOs a esterilizacdo, observou-se que a viscosidade dos meios

foi aumentando gradativamente do pH 2 ac 9.

Dentro da faixa de pH testada, o Fusarium sp. nao cresceu em
pH 2. Por este motivo, a analise estatistica foi feita eliminando-se o
tratamento com este valor de pH. Os resultados foram tomados em gramas de

mic#lio {peso seco) por Titrg de meio (Tabela 1).
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Tabela 1. Producao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Fusarium sp,

Aspergillus niger 1Z7-9 e Aspergillus wentii IZ-1625 em Meio de

Raiz de Mandioca e Uréia na Faixa de pH de 2 a 9 e Determinacao

do pH Final do Meio (Medias de tres repeticoes)

Fusarium sp. A. niger 17-9 A. wentii 1Z-1625
P pH Peso Seco pH Peso Seco | pﬁ“ ) Peso Seco
Inicial  pypg (/1) Final (/1) Final  (g/1)
2 3,0 - 2,8 8,11 6,0 4,35
3 8,1 2,94 3,9 9,66 6,2 8,28
4 8,4 2,39 3,8 9,33 6,5 6,19
5 8,3 3,02 3,5 7,08 6,3 6,24
6 8,4 2,12 3,8 3,69 7,3 4,92
7 8,3 3,01 6,1 1,26 6,6 6,89
8 8,5 3,36 5,9 1,65 6,1 7,63
9 8,4 3,38 6,5 1,49 6,7 7,74

A analise de variancia {Tabela 2), revelou haver diferencga
altamente significativa a nivel de 1% de probabilidade, pelo menos, entre
duas producoes obtidas devido aos microrganismos e aos valores de pH. A in-
teracao fungos x pH mostrou-se altamente significativa a nivel de 1% de
probabilidade, indicando que pelo menos um dos microrganismos se  comporta

de maneira distinta nos diferentes valores de pH testados.



45,

Tabela 2. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa (Pese»Sece

em gramas/litro) por Fusarium sp. , Aspergillius niger IZ-9 e

Aspergillus wentii IZ-1625 na Faixa de pH de 3 a 9

Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F.
Funges 2 163,99 81,99 154,71 **
pH 6 88,05 14,68 27,69 **
Int. Fungos x pH 12 191,89 15,99 30,17 **
(Tratamentos) (20) {443,93) (22,20) (41,88 **)
Residuo 42 22,14 0,53

Total 62 466,07

** - Significativo p < 0,01 C.v. = 10,88%

Pelo desdobramento da interacao (Tabela 3), pode-se observar
que apenas o Fusarium sp. nao apresentou variagoes significativas, indican-
do que a baixa produgao observada independe do pH inicial. Tanto o Asper-

giilus niger 17-9 como o Aspergillius wentii 1Z-1625 apresentaram variacoes

altamente significativas a nivel de 1% de probabilidade, sendo o primeiro

mais sensivel a variacao de pH inicial.

A comparacao da melhor meédia obtida com as demais pelo teste
de Student - Newman - Keuls {Tabela 4) revelou que a média da maior produ -
cao, obtida pelo A. niger 1Z-9 em pH 3, nao diferiu significativamente ape-

nas aquela dada pelo mesmo fungo em pH 4 e pelo A. wentii IZ-1625 em pH 3.
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Tabela 3. Desdobramento da Interacac Fungos x pH Referente a Producdc de
Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Fusarium sp., A. niger

17-9 e A. wentii I7-1625 na Faixa de pH de 3 a 9.

Causa de Variacao G.L. $.0. Q.M. £

pH / Fusarium 5 4,02 0,67 1,26 WS
pH / A. niger b 252,02 42,00 79,25 **
pH / A. wentii 6 23,91 3,98 7,52 **
Residuo 42 22,14 0,53

NS - Nao significativo

** - Significativo p < 0,01

Diferiu significativamente a nivel de 5% de probabilidade da média produzi-

da pelo A, niger 1Z-9 em pH 9 e a nivel de 1% de probabilidade, em rela -

cdo a todas as demais.

Tendo sido estabelecida a superioridade do A. miger 17-9 2 do
A. wentii 17-1625 sobre o Fusarium sp., em relacao & producac de biomassa,
este fungo foi descartad& e nova analise estatistica fei feita consideran-
do-se apenas 0s dois primeiros fungos e incluindo~-se o pH 2.

A analise de variancia {Tabela 5) revelou diferenca aliamente
significativa a nivel de 1% de probabilidade entre pelo menas dois deos wva-

lores de pH utilizados. A producac total do Aspergillus niger 17-9 diferiu

a nivel de 1% de probabilidade daquela obtida pelo Aspergillus wentii IZ-

1625, sendo o Gltimo o melhor em producao de biomassa. A interagac pH x

fungos revelou-se altamente significativa a nivel de 1% de probabilidade,
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Tabela 4. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparacao das Medias de Pro-
ducao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) Dadas por Fusarium
sp, Aspergillus nicer 1Z-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625 na Faixa
de pH de 3 a 9.

Medias de Valores do Teste de Stu-

Fungo pH Peso Seco dent - Newman-Kuels Para

(g/1) a Média 9,66

A. niger 1Z-8 7 1,26 20,00 **

A. niger IZ-9 9 1,49 19,45 **

A. niger IZ-9 8 1,65 19,07 **

Fusarium sp. 6 2,12 17,95 **

Fusarium sp. 4 2,39 17,371 **

Fusarium sp. 3 2,94 16,00 **

Fusarium sp. 7 3,01 15,83 **

Fusarium sp. 5 3,02 15,81 **

Fusarium sp. 8 3,36 15,00 **

Fusarium sp. 9 3,38 14,95 **

A. niger 17-9 6 3,69 14,21 **

A. wentii 17-1625 6 4,92 11,29 **

A. wentii 17-1625 4 6,19 8,26 **

A. wentii IZ-1625 5 6,24 8,14 **

A. wentii 17-1625 7 6,89 6,60 **

A. niger IZ-9 5 7,08 6,14 **

A. wentii 17-1625 8 7,63 4,83 **

A. wentii 17-1625 9 7,74 457 *

A. wentii 1Z-1625 3 8,28 3,29 NS

A. niger 1Z-9 4 9,33 0,79 NS

A. niger [7-9 3 9,66 -

NS - Nao

significative

* - Significativo p < 0,05

** -~ Significativo p < 0,01
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indicando que a variagao obtida na producao nao ocorreu devido a agao iso-
lada dos dois fatores e que o comportamento de cada fungo € distinto nos

diferentes valores de pH.

Tabela 5. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa (Peso Seco

em gramas/litro) por A. niger 17-9 e A. wentii IZ-1625 na Faixa
de pH de 2 a 9.

Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M F.
Fungos 1 18,59 18,59 28,16 **
pH 7 136,17 19,45 29,47 **
Int. Fungos x pH 7 183,29 26,18 39,67 **
(Tratamentos) 15 338,05 22,54 34,15 **
Residuo 32 21,25 0,66

Total 47 359,30

** - Significativo p < 0,01 C.v. =11,17%

0 desdobramento da interacao pH x fungos (Tabela 6) mostrou
gue a variacao do pH inicial afetou o desenvolvimento dos dois fungos, dan-
do diferencas altamente significativas a nivel de 1% de probabilidade, pelo
menos , entre duas das producoes obtidas para cada microrganismo. Percebe -
se tambeém que o A. niger IZ-9 & mais sensivel a variacao do pH inicial que

0 A wentii IZ-1625. Isto mostra que a maior estabilidade em producao

apresentada pelo A. wentii IZ-1625 foi a responsavel pela indicagao, dada

na analise de variancia, deste microrganismo como sendo o de escolha. No en
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tanto, numa determinada faixa de pH desejada o Aspergillus niger 1Z-9 se

comportou, em termos de producao de biomassa, tao bem quanto o A. wentii 17
1625 e, quanto a estabilidade, melhor do que o mesmo, como mostra a compa-
racdo das medias pelo teste de Student - Newman - Keuls (Tabela 7). Esta
comparacao revelou que entre a melhor média obtida produzida pelo A. niger
IZ-9 em pH 3 e aquelas dadas pelo mesmo fungo em pH 2 e 4 e pelo A. wentii
1Z-1625 em pH 3 e 9 nao houve diferenca significativa, porem entre a melhor
media e as produzidas pelo A wentii 17-1625 em pH 2 e 4 e todas as outras
medias foram encontradas diferencas altamente significativas a nivel de 1%

de probabilidade. Deste medo, foi selecionado o A. niger 1Z-9 para o pre-

sente trabalho. Em relacao a maior producdo do A. wentii 1Z-1625 foram en-

contradas diferencas altamente significativas a nivel de 1% de probabilida-
de quando comparada com o A. niger I/-9 em pH 6, 7, 8 e 9 e 0 A. wentii IZ-

1625 em pH 2 e 6 e nenhuma diferenca com as demais produgoes.

Tabela 6. Desdobramento da Interacao Fungos x pH Referente a Producao de

Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por A. niger IZ-9 e A.

wentii 17-1625 na Faixa de pH de 2 a 9.

Causa de Variacao G.L. 5.Q. Q.M. F.

pH / A. niger 7 279,32 39,90 60,46 **
pH / A. wentii 7 40,15 5,74 8,69 **
ResTduo 32 21.25 0,66

** - Sienificativo p < 0,01
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0 pH final do meio foi determinado (Tabela 1). A partir do
pH inicial 3, as culturas do Fusarium sp. mostraram elevacao do pH para va-
lores em torno de 8,3. Em pH 2, onde nao se observou crescimento, o pH fi-
nal foi 3. Para c A. niger IZ-9 houve elevacao do pH nos valores iniciais
2 e 3 e redugao nos demais. Finalmente, para o A. wentii 17-1625 as cultu-

ras tiveram o pH elevado em valores iniciais de 2 a 6 e reduzido nos demais.

Tabela 7. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparacao das Medias de Pro-
ducao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) Dadas por A. niger
1Z-9 e A. wentii 1Z-1625 na Faixa de pH de 2 a 9.

Medias de Valores do Valores do Valores do

Fungo pH Peso Seco Teste Para Teste Para Teste Para
(g/1) aMedia9,66 aMédia8,28 aMedia 3,69

A. niger I7-9 7 1,26 17,87 ** 14,94 ** 5,17 **

A. niger 1Z-9 9 1,49 17,38 ** 14,45 ** 4,68 **

A. niger 1Z7-9 8 1,65 17,04 ** 14,11 ** 4,34 **

A. niger IZ-9 6 3,69 12,70 ** 9,77 ** -

A. wentii 1Z-1625 2 4,35 11,30 ** 8,36 **

A. wentii 17-1625 6 4,92 10,09 ** 7,15 **

A. wentii 1Z-1625 4 6,19 7,38 ** 4,45 NS

A. wentii 1Z-1625 5 6,24 7,28 ** 4,34 NS

A. wentii 1Z-1625 7 6,89 5,89 ** 2,96 NS

A. niger 1Z-9 5 7,08 5,49 ** 2,55 NS

A. wentii 17-1625 8 7,63 4,32 * 1,38 NS

A. wentii 17-1625 9 7,74 4,09 NS 1,15 NS

A. niger I7-9 2 8,11 3,30 NS 0,36 NS

A. wentii 17-1625 3 8,28 2,94 NS -

A. miger 12-9 49,33 0,70 NS

A. niger 1Z-9 3 9,66 -

NS - Nao significativo
** - Significativo p < 0,01
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5.3. Ensaio de Duas Fontes de Nitrogénég {Uréia e Nitrato de Amonio)

para o Crescimento de Fusarium sp., Aspergillus niger 1Z-9 e  As-

pergillus wentii I1Z-1625 em Meio de Amido de Mandioca.

0s resultados da producac de biomassa pelos tres microrganis
mos, tomada em peso seco expresso em gramas/litro, assim como oS valores
do pH final dos meios estao apresentados na tabela 8. Fusarium sp. nao
mostrou nenhum crescimento quando nitrato de amonio foi utilizado como fon
te de nitrogenio, enquanto que em uréia produziu crescimento, embora jinci-
piente,quando comparado com os demais fungos em ambas as fontes de nitrog§
nio. Nao tendo o Fusarium sp. apresentado crescimento em nitrato de am§
nio foi feita a analise estatistica levando em consideragcao apenas os  re

sultados produzidos pelo Aspergillus niger I1Z-9 e pelo Aspergilius wentii

17-1625.

Tabela 8. Producao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Fusarium
sp., Aspergillus niger IZ-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625 em
Meio de Amido de Mandioca Onde Foram Testadas duas Fontes de Ni
trogenio (Uréia e Nitrato de Amonia) e Valores do pH Final dos
Meios (Medias de Tres RepeticGes).

- pH Nitrato de pH
Funges Ureia Final AmGNi0 Final
Fusarium sp. 2,10 8,4 - 3,5
A. niger 17-9 11,59 4.0 9,63 3,0
A. wentii 17-1625 9,00 5,8 6,67 2,3

A analise de variancia (Tabela 9) revelou que os dois micror

ganismos se comportaram diferentemente, o mesmo ocorrendo com as fontes de
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nitrogenio, tendo o A niger 1Z-9 mostrado melhores resultados que o A.
wentii 1Z-1625 e a ur€ia sido superior ac nitrato de amonio. Nao houve in
teracao significativa entre fungos e fontes de nitrogenio, o que indica que

0 A. niger IZ-9 foi melhor que o A. wentii I7-1625 independentemente da fon

te de nitrogenio e, da mesma forma, a uréia foi melhor que o nitrato de‘
amonia independentemente dos fungos. Esses resultados foram confirmados
comparando-se as médias pelo teste de Student-Newman-Keuls (Tabela 10 ) ,
onde ficou demonstrado que a melhor media, produzida pelo A. niger 1Z-9
quando a ureia foi utilizada como fonte de nitrogenio, diferiu significati

vamente a nivel de 1% de probabilidade das demais e a producao obtida pelo

A wentii 17-1625 em ureia diferiu, também a nivel de 1% de probabilidade,

da obtida pelo microrganismo em nitrato de amonio.

Tabela 9. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa por As-
pergillus niger IZ-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625 Apresentada

na Tabela 8.
Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F.
Fungos 1 23,10 23,10 84,38 **
Fontes de Nitrogenio 1 13,80 13,80 50,41 **
Interacao Fungos x Fontes 1 0,10 0,10 0,37 NS
(Tratamentos) (3) (37,00) (12,33) (45,05 **)
Residuo 8 2,19 0,27
Total 11 39,19

NS - Nao Significativo C.V. = 5,67%

** - Significativo p < 0,01
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8) verificou-se que,
em relacao ao pH inicial, menores alteracoes ocorreram quando nitrato de
amonio foi utilizado.

Tabela 10. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparacao das Medias de
Produgao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergil-
lus niger 1Z-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625 em Meio de  Amido
de Mandioca Onde Foram Testadas duas Fontes de Nitrogenio (Ure
ja e Nitrato de Amonio).

Valores do Teste Valores do Teste

Tratamentos MEdi as de Student - de Student -

Newman - Keuls Newman - Keuls
para a Media 11,59 para a Media 9,00
A. wentii IZ-1625

em nitrato de amonio

A. wentii IZ-1625
em ureia

A. niger 1Z-9 em

nitrato de amonio

A. niger 1Z-9 em
ureia.

6,67

9,63

11,59

16,40 **

8,63 **

6,563 **

7,77 **

** - Significativo p < 0,0]
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5.4. Ensaio de Cinco Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45 e 20,45 ppm)

e Cinco de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm) para o Cresci-

mento de Aspergillus niger 17-9 em Meio de Amido de Mandioca (3,0

gramas de Carboidrato por Cento) e Ureia (0,12 gramas de Nitrogenio

por Cento).

0s resultados deste ensaio foram avaliados em relagao a pro-
ducao de biomassa, tomada em peso seco expresso em gramas/litro (Tabela 11),

e a producao de proteina bruta (Tabela 12).

Tabela 11. Producao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergil-
lus niger 1Z-9 em Meio de Amido de Mandioca e Uréia Onde Foram
Testados Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro (Medias de tres

repeticoes) .

Ing in, Ins in; in,
Feg 10,26 12,01 9,29 9,86 7,47
Fe, 10,44 13,49 9,66 8,06 1,47
Fe, 11,50 13,19 12,26 9,89 1,66
Fes 12,44 13,82 11,70 11,18 6,73
Fey 13,22 14,10 11,76 12,64 7,42

Ing --- In, - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45-20,45 ppm)
Feq --- Fey, - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)
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Tabela 12. Producao de Proteina Bruta (gramas/litres) por Aspergillus niger
1Z-9 em Meio de Amido de Mandioca e Ureia Onde Foram Testados
Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro (Média de tres repeti-
coes).
Zno Zn; an ZY‘I3 Zm,

Feq 2,21 2,27 1,69 2,00 1,52

Fe; 2,25 2,90 1,88 1,68 -

Fe, 2,23 2,78 2,50 2,06 -

Fe, 2,41 2,94 2,35 2,19 1,41

Fey 2,58 2,98 2,47 2,67 1,50

Ing --- In, - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45-20,45 ppm)

Fe,

--- Fe, - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)

Em relacao a producao de biomassa a analise de variancia (Ta -

bela 13) revelou que o fungo reagiu tanto aos diferentes niveis de ferro co-

mo de zinco, tendo havido um efeito interativo entre os dois elementos, in-

dicando que as variacgoes ocorridas resultaram de uma acao conjunta dos mes -

mos .
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Tabela 13. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa (Peso Se-

co em gramas/litro) por Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Amido

de Mandioca e Uréia Onde Foram Testados Cinco Niveis de Zinco e

Cinco de Ferro.

Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F.
Ferro ‘ 4 99,44 24,86 31,87 **
Zinco 4 579,04 144,76 185,59 **
Interacao Fe x Zn 16 119,28 7,46 9,56 **
(Tratamentos) (24) (797,76) (33,24) (42,62 **)
ResTduo 50 38,97 0,78

Total 74 836,73

** - Significativo p < 0,01 C.V. = 8,63%

A decomposicgao da interacao ferro x zinco (Tabela 14) mostrou
nao haver diferenca significativa apenas quando o nivel 1 de zinco foi estu
dado em relacao aos diferentes niveis de ferro, porem seu valor de F se
aproximou muito do tabelado, razao pela qual foi feita analise de regressao,
tendo-se encontrado diferenca significativa em relacdo ao componente de

primeiro grau.
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Tabela 14. Decomposicac da Interagao Ferro x Zinco Relativa a Analise de

Variancia Apresentada na Tabela 13.

$

Causa de Variacao G.L. S.Q. 0.M. F.

Fe x Zn 16 119,28 7,46 9,56 **
Fe/Zno 4 19,42 4,86 6,23 **
Fe/Zn, 4 7,85 1,96 2,51 NS
Fe/Zn, 4 23,17 5,79 7,42 **
Fe/Zn, 4 34,83 8,7 11,17 **
Fe/n,, 4 115,44 - 28,86 37,00 **
Zn/Feq 4 32,34 8,08 10,36 **
Zn/Fe, 4 238,60 59,65 76,47 **
In/Fe, 4 259,76 64,94 83,26 **
Zn/Fe, 4 86,01 21,50 27,56 **
Zn/Fe, 4 81,62 20,40 26,15 **

Residuo 50 38,97 0,78

NS - Nao Significative

** - Significativo p < 0,01

As equagdes de regressao que me1ha§,estimam a producao de bio
massa pelo microrganismo estao apresentadas na tabela 15 e as  respectivas
curvas nas figuras 1 e 2. Pela figura 2 verificou-se que, de um modo geral,
a producao de biomassa foi esperada ser maxima num nivel intermediario en-

tre 0 e 1, ou seja, entre as doses 0,45 e 5,45 ppm do elemento.



58.

Tabela 15. Equacgoes de Regressao que Melhor Estimam a Produgao de Biomassa

por Aspergillus niger IZ-9 Relativas as Decomposigoes da Inte-

racio Ferro x Zinco Apresentadas na Tabela 14.

Decomposicoes Equacgoes de Regressao

Fe/Zn, y = 9,98733 + 0,79200x

Fe/Zn, y = 12,42200 + 0,45000x

Fe/Zn, y = 9,49799 + 0,73867x

Fe/Zn, y = 9,44513 - 0,83993x + 0,42690x

Fe/Zn, y = 7,58476 - 12,26953x + 6,58405x% - 0,88000x°

In/Fe, y = 10,25668 + 10,07087x - 12,52497x> + 4,79043x° - 0,58304x"
Zn/Fe; y = 10,44335 + 13,62923x - 15,51138x? + 5,61422x° - 0,68209x"
Zn/Fe, y = 11,25334 + 3,78333x - 1,52000x A

Zn/Fe;, y =12,44334 + 7,47134x - 9,15285x® + 3,50025x% - 0,44208x"
Zn/Fe, y = 13,21672 + 7,96112x - 11,07951x* + 4,60392x® - 0,60556x""

Ing --= In, - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45-20,45 ppm)

Fey --- Zny, - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)



59,

Figura 1. Producao de Biomassa por Aspergillus niger 1Z-9 nos Niveis 0(—),
T(....)s 2(=-=-=), 3(=---) e 4(-x-x-) de Zinco, Respectivamente ,
0,45-5,45-10,45-15,45 e 20,45 ppm, em Funcao dos Niveis 0-1-2-3 e
4 de Ferro, Respectivamente, 0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm.
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Figura 2. Producao de Biomassa por Aspergillus niger IZ-9 nos Niveis O(—),
W.oo..), 2(-=-- }s 3(==--) e 4(-x-x-) de Ferro, Respectivamente ,
0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm, em Funcao dos Niveis 0-1-2-3 e
4 de Zinco, Respectivamente, 0,45-5,45-10,45-15,45 e 20,45 ppm.
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Atraves da comparacao das medias pelo teste de Student -
Newman - Keuls (Tabela 16) verificou-se que a maior media, produzida na com
binacao dos niveis 4 de ferro e 1 de zinco, nao diferiu significativamente
das obtidas nas combinacoes dos niveis 1 de zinco com qualquer outro de fer
ro, zero de zinco com 3 e 4 de ferro, 2 de zinco com 2,3 e 4 de ferroe 3
de zinco com 4 de ferro. Todas as produgoes de biomassa obtidas com as
demais combinacoes diferiram da maior media, sendo que nas combinacoes do
nivel 3 de ferro com 3 de zinco e 2 de ferro com zero de zinco as diferen-
cas foram significativas apenas a nivel de 5%, enquanto que as demais di-

feriram a nivel de 1% de probabilidade.

Em relacao a producao de proteina bruta foi eliminado o nivel
4 de zinco da analise estatistica porque nas combinagoes com os niveis 1 e
2 de ferro a produgao de biomassa nao foi suficiente para as analise de

proteina (Tabela 12).

A analise de variancia (Tabela 17) apresentou resultados si-
milares aos obtidos para produgao de bijomassa. Assim, o fungo reagiu tanto
aos niveis de ferro, como de zinco, 0s quais tambem mostraram efeito intera

tivo, indicando que nao agiram independentemente.

A decomposicao da interacao ferro x zinco {Tabela 18) mostrou
diferenca significativa quando os niveis de ferro foram estudados em rela-
cdo a todos os de zinco, com excecao do nivel zero e quando 0s niveis de

zinco foram relacionados com todos os de ferro.

As equacoes de regressao que melhor estimam a producao de pro
teina bruta pelo microrganismo estao apresentadas na tabela 19 e as respec-
tivas curvas nas figuras 3 e 4. Pela figura 4 a melhor produgao de protei

na bruta esperada ficou num nivel intermediario entre 0 e 1 de zinco.
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Tabela 16. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparacao das Medias
de Produgac de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Asper -
gillus niger 1Z-9 em Meio de Amido de Mandioca e Uréia Onde Fo-
ram Testados Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro.

Valores do Teste de
Student - Newman - Keuls

Tratamentos Medias _
para a Media 14,10

Fe, Ing 1,47 24,76 **
Feo, Zny 1,66 24,39 **
Fes Zny 6,73 14,45 **
Fey Zny 7,42 13,10 **
Feo Zny 7,47 13,00 **
Fe, ZIn; 8,06 11,84 **
Feo In, 9,29 9,43 **
Fei Ing 9,66 8,71 **
Feo Znj 9,86 8,31 **
Fey, Zns 9,89 8,25 **
Feo 4Ing 10,26 7,53 **
Fei Zno 10,44 7,18 **
Fes Zn; 11,18 5,73 *
Feo 7ng 11,50 5,10 *
Fes In, 11,70 4,71 NS
Fe, Zn, 11,96 4,20 NS
Feo ZIn, 12,01 4,10 NS

~Continua~



- Continuacao -

Valores do Teste de
Tratamentos Medias Student - Newman - Keuls
para a Media 14,10

Fe, In, 12,26 3,61 NS

Fes Zn, 12,44 3,25 NS

Fe, Zns 12,64 2,86 NS

Fe, In, 13,19 1,78 NS

Fey Zng 13,22 1,73 NS

Fey Zn; 13,49 1,20 NS

Fes Zm 13,82 0,55 NS

Fey Zn, 14,10 -

Feg === Fey - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)
Ing --- ZIn, - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45-20,45 ppm)
NS - Nao Significativo

* - Significativo p < 0,05

*

Significativo p < 0,01
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Tabela 17. Analise de Variancia Referente 2 Producao de Proteina Bruta
(gramas/litro) por Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Amido de
Mandioca e Uréia Onde Foram Testados Cinco Niveis de Zinco e
Cinco de Ferro.

Causa de Variagao G.L. 5.4Q. Q.M. ‘ F.

Ferro 4 © 2,93 0,73 14,60 **
Zinco 3 3,93 1,31 26,20 **
Interacao Fe x Zn 12 1,56 0,13 2,60 **
(Tratamentos) (19) (8,42) (0,44) ( 8,86 **)
Residuo : 40 2,00 0,05

Total 59 10,42

** - Significativo p < 0,01 C.V. = 9,5%

Tabela 18. Decomposicdo da Interacdo Ferro x Zinco Relativa a Analise de
Variancia Apresentada na Tabela 17.

Causa de Variagao® . G.L. 5.Q. Q.M. - F.

Fe x ZIn 12 1,56 0,13 2,60 **
Fe/Zn, 4 0,30 0,08 1,50 NS
Fe/In, 4 1,02 0,26 5,10 **
Fe/Zn, 4 1,64 0,41 8,20 **
Fe/Zn, 4 1,53 0,38 7,60 **
Zn/Fe, 3 0,61 0,20 4,07 *
In/Fe, 3 2,60 0,87 17,40 **
Zn/Fe, 3 0,90 0,30 6,00 **
Zn/Fe, 3 0,95 0,32 6,35 **
Zn/Fe, 3 0,43 0,14 2,87 *

ResTduo 40 2,00 0,05

NS - Nao significativo
* = Significativo p < 0,056
** - Significativo p < 0,01
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Tabela 19. EquagOes de Regressao que Melhor Estimam a Produgao de Proteina
Bruta por Aspergillus niger IZ-9 Relativas as Decomposigoes da
Interacao Ferro x Zinco Apresentadas na Tabela 18.

Decomposicoes Equagoes de Regress%o J
Fe/Zn, § = 2,48467 + 0,14500x

Fe/Zn, y = 1,77399 + 0,20267x

Fe/In, y = 1,94657 - 0,20080x + 0,09595x%

Zn/Fe, y = 2,20999 + 0,88617x - 1,08005x% + 0,25390%°
Zn/Fe, y = 2,25333 + 2,32498x - 2,09332x2 + 0,41833x°
Zn/Fe, y = 2,26367 + 0,66699x - 0,24833x2

In/Fe, y = 2,41001 + 1,59548x - 1,31994x2 + 0,25443x3
In/Fe, y = 2,58000 + 1,38883x - 1,26161x% + 0,26943%3

Ing --- Znz - Niveis de Zinco (0,45-5,45- 10,45~ 15,45 ppm)
Feg --- Fey - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51 -15,51 -21,51 ppm)

B comparacgac das medias pelo teste de Student-Newman - Keuls
(Tabela 20) reve}ou que a maior media, produzida pela combinacao dos niveis
4 de ferro e 1 de zinco, nao diferiu significativamente das obtidas nas com
binagoes dos niveis 0 de zinco com 3 e 4 de ferro, 1 de zinco com qualquer
outro de ferro, exceto o nivel zero, 2 de zinco com 2 e 4 de ferro e 3 de

zinco com 4 de ferrp. Todas as outras combinagoes mostraram diferenca.

Foi determinado o teor de aminoacidos no microrganismo desen-
volvido no meio de amido de mandioca e ureia com as doses 4 de ferro (20,51
ppm) e 1 de zinco (5,45 ppm) e comparado com com o padrac de aminoacidos es
senciais determinado pela FAO (Tabela. 21). Verificou-se que o perfil de
aminoacidos essenciais do microrganismo detgrminado nestas condicoes foi

comparavel ao padrao da FAO apenas em relagao ao teor de treonina, mostran-
P

do-se inferior em relacao a todos os demais aminoacidos essenciais.
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Produgao de Proteina Bruta por Aspergillus niger IZ-9 nos Niveis
nige 3

T(ooae)y 2(=o="~ ) & 3{=-~-) de Zinco, Respectivamente, 5,45-10,45
e 15,45 ppm, em Funcao dos Niveis 0-1-2-3- e 4 de ferro, Respec-
tivamerte, 0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm.
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Figura 4. Produgcdo de Proteina Bruta por Aspergillus niger 1Z-9 nos Niveis

) 2

=) 3(=-=-~) e 4(-x-x-) de Ferro, Respecti-

vamente, 0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm, em Funcao dos Niveis
0-1-2 e 3 de Zinco, Respectivamente, 0,45-5,45-10,45 e 15,45 ppm.
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Tabela 20. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparacao das Medias de
Producao de Proteina Bruta (Gramas/litro) por Aspergillus niger
17-9 em Meio de Amido de Mandioca e Ureia Onde Foram  Testados
Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro.

Valores do Teste de
Tratamentos Medias Student - Newman - Keuls

para a Media 2,98

Fe, Zn, 1,68 10,00 **
Feo In, 1,69 9,92 **
Fe, In, 1,88 8,46 **
Feo Zn, 2,00 7,54 **
Fe, Inj 2,06 7,08 **
Fe; In, 2,19 6,08 **
Fe, Ing 2,21 5,92 **
Fe, Ing 2,23 5,77 *

Fe, Ing 2,25 5,62 *

Fe, Zn, 2,27 5,46 *

Fe, In, 2,36 4,77 *

Fe, Zng 2,41 4,38 NS
Fey In; 2,47 2,92 NS
Fe, In, 2,50 3,69 NS
Fe, Zng 2,58 3,08 NS
Fe, In; 2,67 2,38 NS

- Continua -
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- Continuagao -
Valores de Teste de
Tratamentos Madias Student : Newman - Keuls
para a Media 2,98
Fe, 7Zm 2,78 1,54 NS
Fe, Zn, 2,90 0,62 NS
F83 an 2,94 0,3-} NS
Feq an 2398 -
Feo --- Fey, - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)
Ing === Inz - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45 ppm)
NS - Nao Significativo
* - Significativo p < 0,05
o - Significativo < 0,01



Tabela 21. Teor de Aminoacidos em Aspergillus niger 1Z-9 Apos Quatro Dias
de Incubacao em Meio de Amido de Mandioca (3,0g% de Carboidra-

70.

to), Uréia (0,12g9% de Nitrogenio), Sulfato de Zinco (5,45

de zinco) e Sulfato Ferroso (20,51 ppm de Ferroc) em Comparagao

com o Padrao de Aminoacidos Essenciais Determinado pela FAO.

A. niger 17-9 Aminoacidos Essen-
Aminoacido (/100 g proteina) ciais (FAD)
Totais Essenciais (97100 g proteina)

Lisina 2,87 2,87 4,2
Histidina 0,84 - -
Arginina 4,62 - -
Acido aspartico 4,32 - -
Treonina 3,05 3,05 2,8
Serina 1,83 - -
Acido glutamico 7,00 - -
Prolina 2,33 - -
Glicina 2,67 - -
Alanina 3,73 - -
Cistina - - 2,0

- Valina 3.44 3,44 4,2
Metionina 0,27 0,27 2,2
Isoleucina 2,39 2,39 4,2
Leucina 3,89 3,89 4,8
Tirosina 2,12 2,12 2,8
Fenilalanina 2,12 2,12 2,8
Triptofano NAS NA® 1,4
Soma total - - 31,4
- Triptofano 47,49 20,15 30,0

‘a - Nao analisado
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0s valores do pH final dos meios foram determinados e estao a

presentados na tabela 22. A estimativa da media foi 4,99 , tendo um des-

vio padrao de 0,228.

Tabela 22. Valores do pH Final do Meio de Amido de Mandioca e Ureia  Onde
Foram Testados Cinco Niveis de Zinco e Cinco de Ferro para a
Producao de Biomassa e Proteina Bruta por Aspergillus niger 1Z9
(Medias de tres repeticoes).

Ino Zﬁ) n. an_ ing

Feg 3,67 4,13 4,13 4,30 4,20

Fe, 3,83 5,60 4,03 4,00 7,90

Fe, 3,93 5,07 5,17 4,10 7,70

Fe, 4,70 5,67 5,13 4,27 4,03

Fe, 5,40 5,40 5,63 5,77 4,03

Ing =-- In, - Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45-20,45 ppm)

Fey --- Fe, - Niveis de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51-20,51 ppm)
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5.5. Ensaio de Cinco Niveis de Ferro (15,51-20,51-25,51-30,51 e  35,5]

ppm) para o Crescimento de Aspergillus niger 17-9 em Meio de Amido

de Mandioca (3,0 gramas Carboidrato por Cento), Ureia (0,12 gramas

E

de Nitrogenio por Cento) e Zinco (5,45 ppm).

0s resultados, avaliados em termos de producao de biomassa e

proteéTna bruta, estao apresentados nas tabelas 23 e 24, respectivamente.

Tabela 23. Produgao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergil-
Tus niger 1Z-9 em Meio de Amido de Mandioca e Ureia Onde Foram
Testados Cinco Niveis de Ferro Fixando-se o Zinco na Concentra-
cao de 5,45 partes por milhao.

Tratamentos Repetigoes _ _ b
Medias 2 Medias
(ppm de Fe) I 11 111
15,51 9,47 8,58 7,82 8,63 8,63
20,51 9,18 9,28 8,60 9,02 9,02
25,51 11,14 0,02 8,88 6,68 10,01
30,51 9,12 8,60 11,15 9,62 9,62
35,51 9,78 8,12 0,01 5,97 8,95

a - Medias levando-se em consideracan todas as repetigoes de todos os trata

mentos.

b - Medias eliminando-se as repeticoes Il e II1 dos tratamentos com 25,51

e 35,51 ppm de ferro, respectivamente.
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Tabela 24. Producdo de Proteina Bruta (gramas/litro) por Aspergillus niger

1Z-9 em Meio de Amido de Mandioca e Ureia Onde Foram Testados
Cinco Niveis de Ferro Fixando-se o Zinco na Concentracao de
5,45 partes por milhao (Medias de tres repeticoes para os tra-
tamentos com 15,51-20,51 e 30,51 ppm de ferro e duas para oS
tratamentos com 25,51 e 35,51 ppm do elemento).

Tratamentos Proteina Bruta
(ppm de Fe) (g/4)
15,51 1,74
20,51 1,86
25,51 2,07
30,51 1,96
35,51 1,82

Em relacao a producao de biomassa, observou-se uma baixa pro-
ducao numa das repeticoes dos tratamentos com 25,51 e 35,51 ppm de  ferro.
Por este motivo, foi feita uma analise de variancia considerando todos  os
resultados obtidos (Tabela 25), cujo coeficiente de variacao foi de 45% e
outra desprezando as repeticoes acima referidas (Tabela 26), na qual foi
obtido um coeficiente de variacao de 11,64%. Em ambos os casos nao foi en-
contrada diferenca entre os tratamentos, indicando que as variacoes obser -
vadas nao foram causadas pelos tratamentos, mas por algum fator nao contro-

lado.

A producac de biomassa foi correlacionada com o pH final dos
meios (Tabela 27), tendo-se encontrado um coeficiente de correlacao linear

de r = - 0,95, o qual, pelo teste t, mostrou-se ser altamente significativo
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Tabela 25. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa por As-
pergillus niger IZ-9 Apresentada na Tabela 23 Considerando - se

Todos os Resultados Obtidos.

Causa de Variagao G.L. S.Q. Q.M. F.
Tratamentos 4 29,79 : 7,45 0,58 NS
Residuo 10 129,01 12,90

Total 14 158,80

NS - Nao Significativo C.V. = 45%

Tabela 26. Analise de Variancia Referente a Producdo de Biomassa por As -
pergillus niger IZ~9 Apresentada na Tabela 23 Eliminando-se as
Repeticoes I1 e II1 dos Tratamentos com 25,51 e 35,51 partes
por milhao de Ferro, Respectivamente.

Causa de Variacao G.L. S.Q. Q.M. F.
Tratamentas 4 3,06 0,77 0,67 NS
ResTduo 10 9,19 1,15

Total 14 12,25

NS - Nao Significative VC.V. = 11,649%

a nivel de 1% de probabilidade, indicando que 90,3% da redugac na producao

de biomassa ocorreu onde houve aumento no pH.
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Tabela 27. Producao de Biomassa por Aspergillus niger 17-9 em Meio de Ami-
do de Mandioca e Ureia Onde Foram Testados Cinco Niveis de Fer-
ro Fixando-se o Zinco na Concentracao de 5,45 ppm. Valores do
pH Final dos Meios e Coeficiente de Correlagao Linear.

Repeticoes

Tratamentos 11 111

(ppm de Fe) :

Biomassa pH Biomassa pH Biomassa pH
(g/4) Final (g/£) Final (g/2) Final

15,51 9,47 3,5 8,59 3,8 7,82 3,7

20,51 9,18 3,3 9,28 3,7 8,60 3,6 .

25,51 11,14 3,6 0,02 8,0 8,88 3,5

30,51 9,12 3,9 8,60 3,8 11,15 4,0

35,51 9,78 3,7 8,12 3,7 0,01 8,0

Coeficiente de Correlacao Linear

Valor do Teste t = 10,97 **

- 0,95

** - Significativo p < 0,01

A analise de variancia relativa a producao de proteina bru-

ta (Tabela 28) mostrou nao haver diferenca significativa entre os tratamen-

tos.
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Tabela 28. Analise de Varijancia Referente a Producao de Proteina Bruta

{gramas/1itro) por Aspergillus niger IZ-9 Apresentada na Tabela

24.
Causa de Variacgao G.L. S.qQ. Q.M. F.
Tratamentos 4 0,15 0,038 0,63 NS
ResTduo 8 0,44 0,06
Total 12 0,59 0,049

NS - Nao significativo C.V. =12,77%
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5.6. Curva de Crescimento do Aspergillus niger I1Z-9 em Meio de Amido de

Mandioca (3,0 gramas de Carboidrato por Cento), Ureia (0,12 gramas

de Nitrogenio por Cento), Sulfato de Zinco (5,45 ppm de Zinco) e

Sulfato Ferroso (20,51 ppm de Ferro).

Em intervalos de 12 horas, num periodo de 24 a 144 horas,
o crescimento do microrganismo foi paralisado e determinada a produgao de
biomassa (peso seco), proteina bruta e pH final dos meios. Durante as pri-
meiras 36 horas nenhum crescimento foi observado, tendo sido a primeira me-
dida de peso seco efetuada apos 48 horas. As biomassas produzidas apos 48
e 60 horas nao foram suficientes para permitir a analise de proteina bruta,

razao pela qual esta so foi realizada a partir de 72 horas (Tabela 29).

A analise de variancia relativa a producao de biomassa mos-
trou que foram significativos apenas os componentes de primeiro e segundo
graus (Tabela 30), enquanto que em relacao a producao de proteina bruta nao

foi encontrada diferenca significativa em nenhum dos componentes (Tabela 31).

A equacao de regressao que melhor se adaptou aos valores de
peso seco obtidos foi a seguinte: y = - 12,07114 + 0,36235x - 0,00146%x2 . A

respectiva curva esta representada na figura 5.

A comparacao das medias de producao de biomassa pelo teste
de Student-Newman-Keuls (Tabela 32) mostrou que o maximo de producao foi

alcancado a partir de 120 horas.

Os valores do pH final dos meios tiveram uma media de 3,57

com um desvio padrao de 0,241.
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Tabela 29. Produgao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) e Proteina Bru
ta (gramas/1itro) por Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Amido
de Mandioca (3,0 gramas de Carboidrato por Cento), Ureia (0,12
gramas de Nitrogenio por Cento), Sulfato de Zinco (5,45 ppm de
Zinco) e Sulfato Ferroso (20,51 ppm de Ferro) para Determinacgao
da Curva de Crescimento e Valores do pH Final dos Meios (Medias
de tres repeticoes).

Horas Peso Seco Proteina Bruta oH Final

(g9/2) (g/4)

24 - - 330

36 - - 3,0

48 2,09 - 5,8

60 3,81 - 3,9

72 6,96 1,39 3,8

84 8,50 1,80 3,3

96 8,76 1,70 3,1

108 10,33 1,62 3,2

120 9,66 1,67 3,2

132 10,97 1,86 3,4

144 9,72 1,45 3,6
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Tabela 30. Analise de Variancia Referente a Producao de Biomassa por As-
pergillus niger IZ-9 Apresentada na Tabela 29.

Causa de Variacao G.L. 5.Q. Q.M. F.
Regressao Linear 1 175,25 175,25 312,95 **
Regressao Quadratica 1 40,78 40,78 72,82 **
Desvios da Regressao 6 6,40 1,07 1,91 **
(Tratamentos) (8) (222,43) (27,80) (49,64 **)
esTduo 18 10,01 0,56

fotal 26 232,44

IS ~ Nao significativo CV. = 9.5]¢
* - Significativo p < 0,01

abela 31. Analise de Variancia Referente a Producao de Proteina Bruta
por Aspergillus niger 17-9 Apresentada na Tabela 29.

ausa de Variacao G.L. S.q. 0.M. F.
agressao Linear 1 0,01 0,01 0,13 NS
2gressao Quadratica ] 0,21 0,21 2,63 NS
'svios da Regressao 4 0,32 0,08 1,00 NS
ratamentos ) (6) - (0,54) (0,09) (1,13 NS)
's7 duo 14 1,14 0,08

tal 20 1,68

- Nao Significativo
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Tabela 32. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparacao das Medias de
Producao de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergil-

Jus niger 17-9 Apresentada na Tabela 29.

Valores do Teste de
Horas Medias Student-Newman-Keuls
para a Media 10,97

48 2,09 20,65 **
60 3,81 16,65 **
72 6,96 9,33 **
84 8,50 5,74 **
96 8,76 5,14 *
120 9,66 3,05 NS
144 9,72 2,91 NS
108 10,33 1,49 NS
132 16,97 -

NS - Nao Significativo
* - Significativo p < 0,05

** - Significativo p < 0,01
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Figura 5. Producao de Biomassa por Aspergillus niger 1Z-9 em Meio de Amido

de Mandioca, Ureia, 5,45 ppm de Zinco e 20,51 ppm de Ferro Duran-
te 0 Periodo de 48 a 144 horas
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6. DISCUSSAO

6.1. Selecao do Micorganismo e Determinacao do pH Otimo

0 nao crescimento de Fusarium sp em pH 2 pode ter sido devido
ao efeito do pH do meio sobre processos fisiologicos, tais como sintese de
metabolitos essenciais (fatores de crescimento, ATP e proteinas), inativa-
cao de enzimas e permeabilidade da membrana, atraves da alteracao no pH in-
terno da célula ou por simples saturacao da mambrana celular por ions hi-

drogenio.

Em relacao aos fatores de crescimento, LILLY e BARNETT (1951)

relatam o efeito do pH sobre a sintese de tiamina em Sordaria fimicola.

A sintese de ATP pode ser reduzida ou, até mesmo, paralisada
pela saturacao da superficie externa da wmembrana mitocondrial externa com
Jons hidrogenio, carregando sua parte. interna negativamente. De acordo com
a hipotese quimiosmotica, os gradientes de pH e de potencial elétrico gera-
dos pela cadeia respiratoria garantem a inversao do sentido da reacao cata-
lisada pela ATPase de modo a realizar sintese de ATP. Esses gradientes sao

formados pela passagem de ions hidrogenioc da matriz para o espago intermem-
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branar, mediante transportadores, e retencao de eletrons. Desta forma, a
superficie externa da membrana interna se carrega positivamente e a matriz,
negativamente. Uma vez estabelecidos os dois gradientes, a molecula de agua

liberada durante a sintese de ATP, ocorrida na membrana interna, se dissocia

indo o Yon hidrogenio para a matriz e o Ton hidroxila para o espaco inter -
membranar. Se a superficie interna da membrana externa da mitocondria es-

tiver carregada negativamente as cargas positivas geradas durante o trans-

pon%é de elefrons serao neutralizadas por cargas negativas restabelecendo

o equilibrio e, portanto, paralisando a sintese de ATP:

A inativacao de enzimas decorrente da alteracao no pH interno
da celula € explicada por um efeito sobre o carater ionico de proteinas,
tais como enzimas, afetando seus sitios cataliticos e conformagoes estrutu-
rais.

A saturacao da membrana celular por ions hidrogenio leva a

uma alteracao na permeabilidade da mesma a cations essenciais para o desen-

volvimento do microrganismo em quantidades adequadas.

Supondo ter havido hidrolise da ureia durante a autoclavagem,
ou éor acao enzimica, a ausencia de crescimento pode ser explicada, ainda ,
pela alteracao nas cargés de proteinas da membrana celular, principalmente
daquelas que fazem parte do sistema de transporte de ém6nio. ROON et alii

(1975), analisando o transporte de metilamina e amonia em Saccharomyces ce-

revisiae, verificaram que pela %%timativa?da velocidade maxima (Vmax) e
constante de Michaelis a amonia era um inibidor competitivo da metilamina .
A passagem desta para o interior da celula exigia fonte de inergia, sugerin
do que o transporte se dava por um mecanismo ativo. TrabZ]hando com  mu-

tantes com pouca capacidade de transportar metilamina os autores observaram

a mesma deficiencia para o transporte de amonia. Com isto, pretenderam
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mostrar que a amonia e a metilamina participam de um sistema comum de trans

porte.

Se nao houve hidrolise da uréia na autoclavagem, ou por agao
enzimica, esta fonte de nitrogenio deve ser transportada para o interior
da celula a fim de que possa ser utilizada. Quanto ao mecanismo de trans-

porte COOPER e SUMRADA(1975) acharam que em Saccharomycesvcerevisiae o trans

porte de uréia em baixa concentracao € dependente de energia e em concen-
tracoes externas excessivas se da por difusao passiva ou facilitada. Em pH
2 0 nao crescimento do Fusarium sp pode revelar um efeito do pH sobre o me-

canismo de transporte de ureia.

A baixa produgao observada em toda a faixa de pH entre 3 e 9
parece indicar a presenca de uma ou mais substancias essenciais para o cres
cimento em quantidades inadequadas e que o pH nao exerceu influéncia sobre
o desenvolvimento do microrganismo, como ficou demonstrado pela analise es-

tatistica.

0 ajustamento do pH em todos o©s valores iniciais para valores
em torno de 8,3 pode significar a presenca de ion amonio (NH4+), nos casos
onde houve elevacao de pH, ou acidos organicos, onde houve redugao. No pri
meiro caso, o jon amonio resulta da reacao do jon hidrogénio, encontrado na
solucao, com a amonia liberada, durante a autoclavagem ou por acao enzimi-

ca, e pouco utilizada pelo microrganismo.

Aspergillus niger IZ-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625, tendo

crescido em pH 2, mostram ser mais tolerantes a pH acido que o Fusarium sp.
Esta diferenca se deve provavelmente as caracteristicas fisico-quimicas das

enzimas envolvidas nos sistemas de transporte e sintese.
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0 marcante decréscimo na producao de biomassa ocorrido no A.
niger 1Z-9 a medida que se eleva o pH pode ser explicado pela exigencia de
maior quantidade de oxigenio disponivel pelo microrganismo, uma vez que em
cultura submersa, a quantidade de oxigenio disponivel € maior em meio acido
do que em alcalino. Alem disso, a redugao no crescimento pode ser  tambem
devida a deficiencia de cations essenciais que se tornaram insoluveis a me-
dida que o pH foi se tornando alcalino. Um Jon, como por exemplo, o 3jon
ferrico (Fe ***) ou fosfato (P0gZ), em solucao alcalina, pode se tornar nao
disponivel por formar compostos insoluveis. Porém, para manter o equilii-
brio quimico, existem, na solucao, para os exemplos dados, ferro e fosfato
na forma ionica e, portanto, disponivel. A medida que estes Tons vao sendo
utilizados, o precipitado ira aos poucos se dissolvendo. 0 A niger 17-9 po
de necessitar da presenca, na solucao, de quantidades de ions disponiveis
numa concentracao mais alta que aquela mantida pelo equilibrio. Neste ca-
so, sO em pH acido € que ocorrerao as melhores producoes. Com-base nesta
hipotese e pelo menor grau de sensibilidade a variacao de pH inicial (Tabe-
la 6) o A.wentii 17-1625 parece exigir a presenca de menor concentracao de
Jons essenciais. A solubilizacao de certos ions, como ferro, em pH alcali-
no, segundo LILLY e BARNETT (1951), se da de modo marcante na presenca  de
acidos organicos, como 0s acidos citrico, malico e tartarico. Sendo o A.
niger um bom produtor de acido citrico, @ acao evidente deste acido se
fez presente no pH inicial 6, que foi reduzido para 3,8 (Tabela 1) promoven
do a solubilizacao de jons essenciais e, consequentemente, favorecendo 0
crescimento do microrganismo neste valor de pH inicial em relacao aos valo-
res 7,8 e 9 {Tabela 7). Apesar de ter havido producao de acido em pH 7,8 e
9 nao foi suficiente para promover a solubilizacao de Jons em proporcoes

adequadas ao crescimento.
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A alteracac ne crescimento pode ter side influenciada, ainda,
pela acas de determinada concentragao hidrogenionica sobre a produgao de
amilase, necessaria ahidrolise do amido, ou transporte de glicose. LINEBACK
et alii (1955) encontraram que a atividade da glicoamilase preduzida por

Aspergillus niger nao foi afetada pelo pH , porem relatam gue, provavel -

mente, a concentracac hidrogenionica influiu sobre a capacidade do fungo de
sintetizar a enzima. Ne pH 2, apesar da hidrolise acida do amido em eleva-
da temperatura, o Fusarium sp nao apresentou crescimento. Isto, provavel-
mente foi devido, entre outros fatores, a acao do pH sobre o transporte de

glicose.

Entre os microreanismos testados, o A-niger IZ-9 em pH 2, 3 e
4 e o Fusarium sp em todos 05 valores de pH foram os mais estaveis em ter-
mos de produgao de massa micelial. No entanto, a baixa producac do  Fusa-
rium sp torna-o nao indicado para esta finalidade nas condicoes de cultura
em que foi testado. 0O A. wentii 1Z-1625 em pH 2 e 3 apresentou uma  certa
instabilidade. Apesar deste fungo no pH 3 nao ter apresentado diferenca
significativa em comparacao com as produgoes do A. niger I7-9 em pH 2,3e4,
o Ultimo foi escolhido por sua maior estabilidade na faixa de pH desejavel

para trabalhos desta natureza, onde problemas de contaminacac devem ser mi-

78]

nimizados. O pH 3 foi utilizado nos testies subsequentes, pois uma altera-
cao no pH pelo prosrio metabolismo do microrganismo numa faixa de 2 a 4 nao

afeta a producac.
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6.2. Ensaio de Duas Fontes de Nitrogenic (Uréia e Nitrato de Amonio)

para o Crescimento de Fusarium sp., Aspergillus niger 17-9 e  As-

pergillus wentii 17-1625 em Meio de Amido de Mandioca.

Este ensaio foi elaborado com o intuito de se verificar 0
efeito da pre-hidrolise da ureia sobre o desenvolvimento dos fungos em es-
tudo, uma vez que sabe-se que, ao ser autoclavada, a uréfa sofre hidrolise
com consequente liberacac de amonia. Com base na composi¢ao quimica da uhg
ja, foi escolhido o nitrato de amonio para servir como padrao, pois  ambos
0s compostos possuem dois atomos de nitrogenio em suas moleculas, embora no
primeiro caso esses dois atomos estejam sob a forma de amina e no segundo
um sob a forma de amonio e o outro sob a forma de ritrato. Alem disso, foi
encontrado que as duas fontes de nitrogenio mantem o pH final do meio pro-
ximo do inicial nao havendo necessidade de reajuste durante o processo e
que nao ha diferenca entre as duas fontes quanto a producao de proteina por

Aspergillus fumigatus, tendo sido preferida a ureia por apresentar um coe -

ficiente de conversao mais alto que o nitrato de amonio (READE e GREGORY ,

1975) .

Durante a hidrolise da ureia duas moleéculas de amonia e uma

de didoxido de carbono sao formadas. Nos sistemas biologicos esta hidrolise

se da atraves de enzimas como a ureia carboxilase e alofanato hidrolase. Ve

rificou-se que as moléculas de amonia entram na célula numa taxa mais rapi-
da que sua remocao por assimilacac ate que se estgbe!ega um nivel de equili
brio no interior da celula, sendo que a concentracao de equilibrio nao de-
pende do metabolismo, mas da concentragac externd, e, ainda, sugeriu-se que
o transporte da amonia se da de maneira passiva (MACMILLAN, 1956). Entre -

tanto, HACKETTE et alii(1970) acham que a maioria dos microrganismos utiliza
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o ion amonio atraves de um sistema de transporte altamente especifico no
Tugar da amonia. Nao acham provavel que a amonia seja transportada porgue
o valor aparente da constante de Michaelis para o transporte do Ton amonio
foi muito baixo (2,5 x TO°7M), devendo ser o da amonia ainda cerca de 3 or-
dens de grandeza mais baixo.

Independentemente do sistema de transporte da amonia ou ion
amonio, a ureia parece ser mais adequada ao crescimento de microrganismos
que o nitrato de amonio por fornecer duas moléculas de amonia por molecula
hidrolisada, Para que o nitrato de amonio desse uma molecula de amonia
seria necessario que um sistema de enzimas, ainda nao bem determinado, in-
cluindo nitrato, nitrito, hiponitrito e hidroxilamina redutases, fosse mo-
bilizado para realizar redugoes sucessivas sobre o nitrato. Nestas redu-
coes seriam necessarias varias moléculas de NAD ou NADP reduzidas como fon-
tes de eletrons. Como para a utilizagao de cada uma dessas moleculas duas
de ATP sao deixadas de ser sintetizadas, a celula pode sofrer, durante este
processo de reducao, um decrescimo na relacao ATP/ADP + Pi, necessitando,
assim, de uma maior velocidade de oxidacao de substrato para restaurar ou
manter a relacdo otima. A hidrolise enzimica da uréia necessita apenas
de uma molecula de ATP. Portanto, o simples balanco energetico pode expli-
car a superioridade da ureia em relacao ao nitrato de amonio observada no
presente ensaio. Alem disso, o Ton amonio pode inibir a utilizacao de ni-
trato de modo que, num determinado tempo, o numero de atomos de nitrogenio
disponivel para a celula seja menor no meio contendo nitrato de amonio que
no contendo ureia. MORTON e MACMILLAN (1954), analisando a assimilacgao de

nitrogenio inorganico por  Scopulariopsis brevicaulis, verificaram que a

amonia inibe completamente a utilizacao de nitrato interferindo na redugao

do nitrato a nitrito. O0s autores acreditam que este fenomeno & geral em
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fungos, porem em algumas especies, tais como A. niger, A. oryzae, Fusarium

graminearum e Penicillium griseofulvum, o nitrato parece ser utilizado ao

mesmo tempo que a amonia, embora numa taxa relativamente baixa. A acao
inibitoria do fon amonio sobre a utilizacao do nitrato em fungos, de um mo-
do geral, se deve possivelmente ao fato destes microrganismos reduzirem o

nitrato apenas quando seu nitrogénio € exigido. Como o nitrogenio do  Ton

amonio esta numa forma mais disponivel, o nitrogenio do nitrato € incorpo
rado ao material celular quando todo ou, pelo menos, parte do Ton amonio e
consumido. COCHRANE ({1958) relata que a reducao do nitrato em fungos SO
ocorre durante a incorporacao do seu nitrogenio na céluia, ao contrario das

bacterias que reduzem o nitrato sem gue haja assimilacao.

Uma vez no interior da celula, a amonia € incorporada a esque
letos carbonicos atraves de enzimas como desidrogenase glutamica e  aspar-
tase. A primeira,por realizar uma reacao reversivel que consiste na trans-
formacao do acido L - glutamico em acido a-cetoglutarico e amonia, desempe-
nha uma das mais importantes funcoes nos sistemas biol0gicos incorporando
a amonia ao acido a-cetoglutarico para a producaode compostos nitrogenados.
A segunda catalisa outra reacao reversivel na gual o acido L-aspartico se
transforma em acido fumarico e amonia. Do mesmo modo, a amonia pode ser
introduzida num esqueleto carbonico. A diferenca no crescimento entre as
duas fontes pode ser influenciada pela velocidade com gue esta incorporacao
€ realizada uma vez que a velocidade de reacao depende, até certo ponto, da

concentracao do substrato.

Em pH acido, o nitrito resultante da reducao do nitrato pode
exercer um efeito toxico sobre microrganismos (COCHRANE, 1958), o que pode

ser uma explicacao para o nao crescimento do Fusarium sp. em nitrato de
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amenio. Este efeito tOxico talvez esteja relacionado com a deficiencia na
sintese ou baixa atividade da nitrito redutase em pH acido levando, conse -
glientemente, a um acumulo deste Ton no meio. A alteracao do pH ocorrida no
meio de nitrato onde nao foi observado crescimento do Fusarium sp. pode ter
sido causada por alguma atividade das enzimas do inoculo na tentativa do
microrganismo iniciar seu desenvolvimento em valores de sH mais  elevados.
Sua sensibilidade ao nitrato de amonio, ou a substancias resultantes da re-

ducao do nitrato, nao permitiu uma elevacao do pH suficientes para o cresci-

mento.

6.3. Ensaios de Cinco Niveis de Zinco (0,45-5,45-10,45-15,45 e 20,45

ppm) com Cinco de Ferro (0,51-5,51-10,51-15,51 e 20,51 ppm) e de

Cinco de Ferro (15,51-20,51-25,51-30,51 e 35,51 ppm) Fixando o Zin-

co na Concentracao de 5,45 ppm para o Crescimento de  Aspergillus

niger 17-9 em Meioc de Amido de Mandioca (3,0 gramas de Carboidrato

por Cento) e Ureia {0,12 gramas de Nitrogenio por Cento).

0s resultados apresentades no primeiro ensaio indicaram  que
as quantidades de, pelo menos um dos elementos, zinco ou ferro, presentes
no amido de mandiocca utilizado nao foram suficientes para apresentar uma
interacao favoravel ao maximo crescimento do ~icrorganismo. Para tal, a
adicao de zinco foi mais favoravel ng nivel 1 (5,45 ppm) esnquanto que o fer
ro produziu methores resultades nos niveis 3 (15,51 spm) e 4 (20,51 ppm ) .
mesmo no nivel zero de zinco, indicando que a guantidade de ferro, pelo
menos dentro de certos limites de zinco, restaura o crescimentc maximo quan

do quantidades, mesmo insuficientes, do ultimo elemento estao presentes.

Isto nao concorda com dados relatados por LILLY e BARNETT (1951), os quais
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indicam que se a concentracao de zinco for baixa a adicao de ferro ao meio
livre do mesmo resulta num efeito pouco expressivo. E£sta discrepancia pode
estar relacionada com diferencas individuais do microrganismo ou com o fato
de que a quantidade de 0,45 ppm de zinco nao seja suficientemente baixa.

(Tabela 16).

A participacao mais importante do ferro nos processos de sin-
tese se deve, provavelmente, a presenca deste metal em macromoléculas como
RNA, citocromos e em muitos sistemas enzimicos. Alem de atuar como cata-
lisador de reacoes enzimicas pode catalisar reacoes nao enzimicas. £
possivel que o0s niveis 0-1 e 2 de ferro dentro do nivel zero de zinco favo-
recam a producao e acumulo de acidos intermediarios do ciclo de Krebs. Sen
do a oxidacao total de carboidratos dependente da concentracao de citocro -
mos disponivel, o acumulo desses acidos pode revelar alteracao no metabolis
mo do microrganismo, possivelmente, por falta de ferro suficiente para sin-
tese de tais moleculas. Isto concorda com os dados obtidos por  TOMLINSON
et alii (1950), segundo os quais, de um modo geral, as quantidades de ferro
exigidas para uma alta producao de acido cTtrico sao menores que as necess§

rias para o bom crescimento do microrganismo.

0 zinco apresentou um efeito estimulatorio em determinados
niveis e toxico em niveis mais elevados (Figuras 2 e 4). 0O seu papel esti-
mulatorio na producao de massa micelial e proteina esta relacionado com uma
serie de fatores, tais como, participacao na estrutura de macromoléculas in
dispensaveis aos dois processos conferindo-Thes estabilidade, utilizagao
mais completa da fonte de carbono, inibigcao da sintese de determinadas subs
tancias organicas como 1ipideos, por exemplo, e participacao na sintese de

certas enzimas. A integridade e estabilidade dos ribossomos dependem da
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presenca de fons de zinco {TAL, 1969 e CHVAPIL, 1973). Estando o metal en-
volvido nos sistemas de polimerizacao a\éua presenga em quantidades insufi-
cientes pode comprometer a sintese de RNA, proteina, e outras  substancias
celulares. A presenca de 2 a 4 atomos-grama de zinco por mol de RNA polime
rase no bacteriofago T,, sua reducao em moléculas inativadas e aumento da
atividade catalitica em decorrencia da sua adicao observados por COLEMAN
{1974) reforcam a importancia do elemento na producao de subst§ncias celula
res, principalmente de RNA e proteina. 0 envolvimento do metal na sintese
proteica e massa celular foi encontrado tambem na fisio?ogia do trigo como
sendo devido, possivelmente, ao seu estimulo sobre avpr@dugéo de RNA (SACH-
DEV e DEB, 1977). Foi observado que a sintese de lipideos era inibida pela

adicae de zinco a cultura de Rhodotorula gracilis deficiente neste metal (co

CUCCI e ROSSI, 1972). A acao do elemento sobre a sintese de 1ipideos se da,
provavelmente, pela sua interferencia na oxidacao de NADP reduzido. Ha, des
ta forma, um aumento na relacao NADPH:NADP tao necessaria a sintese, porem a
forma reduzida nao esta totalmente disponivel para o processo. Esta inter-
ferencia pode ser de grande importancia, uma vez que 0 Wateriai organico e
a energia gastos para a sintese deste composto podem ser utilizados para a
sintese de RNA, proteinas e outros materiais celulares. 0 zinco atua, ain-
da, na sintese de muitas enzimas, entre as quais a carboxiiase piruvica
(FOSTER e DENISON, 1950), a glutamico desidrogenase {k&NTAROM, 1968) e o
sistema enzimico que sintetiza o triptofano (NASON, 1950 e NASON et alii,
1951). Atuando sobre a glutamico-desidrogenase afeta, pois, o metabolismo
do nitrogenio e sobre a sintese de triptofano influencia o sistema de trans
porte de eletrons, uma vez gue este aminoacido e um precursor da nicotinami

da, a qual faz parte da moleécula do NAD ou NADP. Neste ultimo caso, tambem
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o ferro tem uma participacao, pois esta presente na molecula de triptofano
pirro1ase, enzima que oxida o triptofano a formilguinurenina na via da s?g
tese da nicotinamida. Deste modo, pode-se explicar o aumento do efeito es-
timulatorio do zinco guando se adiciona ferro observado sobre 0 crescimento
do microrganismo, tanto em termos de massa miceliral como de proteina (Figu-

ras 1 e 3).

A acdo toxica do zinco se fez notoria a partir do nivel dois
tanto sobre a producao de biomassa como proteina. Nos niveis 2 e 3, no en-
tanto, a toxicidade foi inibida pela adican de ferro principalmente no n7i-
vel 4. Isto pode indicar uma interferencia do zinco no metabolismo micro -

biano por competir com o ferro gue desempenha um papel! essencial na fisiolo

gia celular ou por afetar a sintese de NAD ou NADP atraves da reducao da

atividade do sistema enzimico que sintetiza triptofano. 0s atomos de ni-

trogenio dos nucleos pirrolicos de porfirina podem formar complexos com ou-

tros metais alem do ferro como, por exemplo, zinco e cobre (CANTAROW, 1968).
E possivel gue a medida que se va aumentando a concentracao de zinco ele pas
se a ocupar a posigac do ferro na estrutura do grupo prostético do citocro-
mo durante sua sintese e, conseguentemente, altere o mecanismo de formacao “*
de ligacoes de alta energia. 0 zinco pode, ainda, ser um receptor de ele-
trons mais forte que o ferro podendo competir com este durante a ligacao de
ferroproteina nao heminica oxidada com os eletrons na transferencia dos
mesmos e, desta maneira, reduzir ou, até mesmo, paralisar a sintese de ATP.
Isto pode explicar o fato das producoes de biomassa € proteina no maior ni-
vel de ferro testado nao terem diferido nos niveis 0,1,2 e 3 de zinco, nao
sendo esta quantidade de ferro suficiente para superar 0 efeito competitivo

do zinco no nivel 4 (Tabelas 16 e 20). No entanto, esta hipotese parece nao
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ser satisfatoria para os resultados observados no nivel 4 de zinco, pois
sua combinagao com o nivel zero de ferro produziu maior biomassa que com 0S
niveis 1 e 2, mostrando que a acao dos dois microelementos na fisiologia ce

Tular e muito mais complexa.

0 comportamento do microrganismo em relagao a produgao de bio
massa (figuras 1 e 2) foi similar ao observado na producao de proteina (fi-
guras 3 e 4),indicando que a incompatibilidade de certos niveis de ferro e

zinco em relagao ao crescimento tambem afeta a sintese de proteina.

Para o microrganismo escolhido, nas condicoes de cultivo refe
ridas, nao foi encontrada uma relacao ferro:zinco definida. Assim, por e-
xemplo, as producoes %anto de biomassa como de proteina obtidas na combina
cao dos niveis 4 de ferro (20,51 ppm) com 1 de zinco (5,45 ppm) dando uma
relacao de 3,76 nao diferiram das fornecidas pela combinagao dos niveis 4
de ferro (20,51 ppm) com zero de zinco (0,45 ppm) proporcionando uma rela-

cao de 45,58. (Tabelas 16 e 20).

Quando doses de ferro abrangendo a faixa de 15,51 a 35,51 ppm
dentro do melhor nivel de zinco encontrado, ou seja, 5,45 ppm., foram testa
das as producoes tanto de biomassa como de proteina nao diferiram, indican-
do que o nivel de participacao do ferro na fisiologia do fungo aumentando o
efeito estimulatorio do zinco ja havia atingido o maximo e que doses do ele
mento ate, pelo menos, 35,51 ppm nao foram toxicas ao microrganismo. Isto
e de grande importancia pratica porque oferece uma ampla faixa de seguranca

para o emprego do ferro na concentracao de 20,51 ppm.

Variando-se os niveis de ferro no nivel 4 de zinco e possivel

que se obtenha um aumento na producao, admitindo-se que o zinco possui efei
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to inibitorio reversivel, atuando, deste modo, como um inibidor competitivo

nas reacoes em que ha participacao do ferro.

A analise de aminoacidos determinada na biomassa produzida
pela combinagcao dos niveis 4 de ferro com 1 de zinco (Tabela 21) mostrou um
perfil de aminoacidos essenciais pobre em comparacao com os padroes da FAO.
No entanto, deve-se levar em consideracao que as condicoes de cultivo ofere
cidas ao microrganismo foram tambem muito pobres e que toda proteina sinte-
tizada derivou de nitrogéenio inorganico, sendo, portanto, um rendimento pro
teico liquido. A adicao de outros nutrientes, tais como fosfato e magnesio,

podera melhorar estes resultados.

Quanto aos valores do pH final {Tabela 27) percebe-se que,
de um modo geral, podem ser um indicador de eficiencia do processo. Ao atin
gir a alcalinidade o fungo nao se desenvolve bem devendo-se interromper 0

crescimenta. No entanto, a elevacao do pH nao parece ser a causa do mau

desenvolvimento do microrganismo, mas uma consequencia da deficiencia do ino
culo em assimilar bem a fonte de nitrogenio permitindo que se acumule  jons
amonio no meio. Desta maneira, um reajuste do pH para valores em torno de
3,0 nao devera restaurar o crescimento. A determinacao do pH durante o pro-
cesso evita, portanto, desperdicio de tempo com a espera de que o periodo de

-

incubacao se complete sem que haja uma producao adequada,"
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6.4, Curva de Crescimento do Aspergilius niger 17-9 em Meio de Amido de

Mandioca (3,0 gramas de Carboidrato por Cento), Ureia (0,12 gramas

de Nitrogenio por Cento), Sulfato de Zinco (5,45 ppm de Zinco) e

Sulfato Ferroso (20,51 ppm de Ferro).

A curva de crescimento mostrou que o microrganismo necessita
de um periodo de 36 horas para iniciar seu desenvoivimento durante o qual,
talvez, ocorram as maiores alteracoes metabolicas, uma vez que estao  sendo
preparadas enzimas necessarias a adaptacao do microrganismo ao novo meio. E
possivel que tomando-se o inoculo de um meio de mandioca similar ao emprega-
do e em maior quantidade este periodo seja reduzido e uma producao maxima
seja alcancada num espaco de tempo mais curto. A fase adaptativa @ tanto
maior guanto mais pobre € o meio, exigindo do fungo a elaboragao de -muitas
enzimas para sintese de substancias, principalimente de crescimento, que po-
diam ser dispensadas num meio mais rico como o de malte, de onde proveio o
inoculo. A producao de biomassa atingiu estabilidade a partir de 108 ho-
ras [Tabela 32 e Fig. 5). Em relacao a producao de proteina, o fato de nao
ter havido diferenca significativa entre os resultados obtidos a partir de
72 horas indica que a maxima producao ja havia sido alcancada desde este pe
riodo ou, ate mesmo, antes disso, sendo o aumento do peso micelial decorren
te do acumulo de autras substancias que nao proteina, como polissacarideos

e 1ipideos.
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7. CONCLUSDES
0s resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir ¢
seguinte:

7.1. 0 amido de mandioca da variedade utilizada IAC-YARA nao pessu?a con-
centragoes de ferro e zinco em niveis adequados as producoes maximas
de biomassa e prote?na bruta por Aspergillus niger 1Z-9, as quais fo
ram atingidas em concentracoes de 20,51 ppm de ferro e 5,45 ppm de
zinco.

7.2. 0 zinco apresentou efeito toxico a partir de concentragoes em  torno
de 10 ppm para o Aspergillus niger 1Z-9.

7.3. Desconhecendo-se os teores de ferro e zinco de raizes de mandioca uti

1izadas para o crescimento e producao de proteina por Aspergillus ni-
ger IZ-9 sugere-se gue seja adicionado apenas ferro, na concentracao

em torno de 20 ppm, uma vez que este nao e toxico em concentracoes
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mais elevadas, elimina o efeito inibitorio do zinco e corrige a defi-

ciencia do mesmo, se em concentracoes insuficientes.

Para o Aspergillus niger 1Z-9 , cultivado nas condicoes estabeleci -

das no presente trabalho, o melhor pH do meio foi encontrado estar
em torno de 3 , sendo os valores de pH final acima de 8 indicadores

de mau desenvolvimento do microrganismo.

Pelo perfil de aminocacidos essenciais encontrou-se que o microrganis-
mo & bom produtor de treonina e que o meio de cultura utilizado deve

ser enriquecido com outros componentes, tais como fosforo, potassio,
calcio e magnésio, para que os aminoacidos essenciais restantes sejam
produzidos em maiores proporcoes e/ou estudos geneticos devem ser rea
lizados a fim de gue se obtenham Tinhagens com capacidade de sinteti-

zar tais aminoacidos em maiores quantidades.



8.~ SUMMARY

The objectives of the preseni study were:

1) to investigate whatner cassava root starch contains adequate amounts of
zinc and iron to provide maximum growth of a specified fungus selected
to utilize this substratum as a source of carbon for protein productien;

2) to determine the doses of m%ggae§emﬁats necessary for obtaining  such
growth, and

3) to determine whether the possible inhibiting eff%ct of one of them, in
specified concentrations, can be eliminated, or at least reduced, by

the addition of the other one.

The microorganisms utilized in this trial were Aspergillus ni-

ger‘12m9 , Aspergilius wentii 17-1625 and ?asaréum~spf The best results

&

.
were obtained with Aspergilius niger I7-9 grown at pH 3.0 .
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The results obtained when different doses of iron and zinc were
added showed that étarch from cassava of the variety utilized in this trial,
i.e. IAC-YARA, did not contain adeguate concentration levels of these ele-
ments conducive to maximum production of biomass and crude protein by  As-

pergilius niger 1Z-9.  Maxdmum productions were attained at 20.51 ppm and

5.45 ppm concentrations of iron and zinc, respectively. It was also obser-
ved that zinc concentrations of 10 ppm and higher have a toxic effect on
this microorganism. Noi knowing the cassava root contents of iron and zinc

utilized for growth and production of protein by Aspergillus niger 1Z-9, it

was suggested that only iron be added, at around 20 ppm concentration, sin-
ce iron is not toxic in higher concentrations and also it eliminates the
inhibiting effect of zinc and corrects its deficiency, if in insufficient

concentrations. The best media pH value for Aspergilius niger IZ=9 grown

under the conditions established in the present study, was found to be
around 3 ; final pH values nigher than 8 were indicative of poor microorga~
nism development.  Observation of the essential aminoacid profile revealed
that the microorganism is a good producer of treonine and that the culture
media should be enriched with other components such as phosphorus, potas -
sium, calcium and magnesium so that the remaining essential aminoacids are
produced in higher amounts, and /or that genetic studies should be conduc-
ted in order to obtain strains capabie of synthetizing greater guantities

£ such aminoacids.

[
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