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PRODUCAO DE BIOMASSA DE Aspergillus oryszae UTILIZANDO VINHACA
COMO SUBSTRATO DE FERMENTACAO.

CANDIDATO: Waldemar Gastoni Venturini Filho
ORIENTADOR: Rodolpho de Camargo

RESUMO

Vinhaca de mosto misto foi utilizada como subs
trato de fermentacao visando a producao de biomassa de A4sper
gillus oryzae. Avaliou-se, tambem, a taxa de reducdo da carga
poluente da vinhaca apos o processo fermentativo.

Os trabalhos experimentais foram realizados
utilizando frascos erlenmeyer de 250 ml, contendo 100 ml1 de
substrato esterilizado, com pH corrigido para 5,0. 0 inoculo
constituiu-se numa suspensao de esporos cujo volume foi de
5 ml. Os frascos foram agitados a 100 rpm por 72 horas, na
temperatura de 30°%. A separacao da biomassa foi feita por
filtracao e sua secagem, em estufa a 70°C, bor 72 horas. Ava
liou-se o teor de proteina bruta na biomassa multiplicando-se
os valores do nitrogenio total - obtido pelo metodo micro
Kjeldahl - pelo fator de 6,25.

0 teor de vinhaca nos meios de cultivo influiu
na forma de crescimento do fungo; passou da forma de peletes

para um aspecto amorfo e cotonoso, em funcao do aumento de
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seu nivel na composicao dos substratos. 0 meio de vinhaca
possibilitou a producao de duas vezes mais biomassa quando
comparado ao meio completo para Aspergillus e foi equivalente
a este na producao de proteina bruta. Observou-se que os )
lidos em suspensao presentes na vinhaca contribuiram positiva
mente na producao de biomassa e proteina bruta. Em meio de
vinhaca, obteve-se melhor crescimento do A. oryzae em pH ini
cial 6,0; ao passo que, o aumento da relagao volume do fras
co/volume de meio determinou mudanca no tipo de crescimento:
de submerso passou para superficial com producao crescente de
esporos. Observou-se uma correlacao negativa entre a produ
cao de biomassa e o teor de proteina bruta na mesma,
fazendo com que a producao final de proteina tendesse para um
valor constante. Constatou-se, por outro lado, uma estreita
correlacao entre os valores da producao de biomassa e o0s da
taxa de reducao da 0805 no efluente. A vinhaca, apos sofrer
fermentacao com A. oryzae, apresentou taxa de reducao da DBO,
de ate 84,4%; e mesmo assim, continuou apresentando elevada

carga poluente.



BIOMASS PRODUCTION OF Aspergillus oryzae UTILIZING VINASSE AS
FERMENTATION SUBSTRATE.

CANDIDATE: Waldemar Gastoni Venturini Filho
ADVISER: Rodolpho de Camargo

SUMMARY

Mixed must vinasse was utilized as fermentation
substrate aiming biomass production of A4spergillus oryzae.
Reduction rate of vinasse pollutant load was evaluated after
the fermentative process.

Experimental works were realized utilizing 250
ml erlenmeyer flasks, containing 100 ml of sterilized
substrate, with initial pH level correctd to 5,0. Starter
was constituted of a spores suspension,with a volume of 5 ml.
Flasks were shaked at 100 rpm for 72 hours; fermentation
temperature was 30°C. Biomass separation was executed by
filtration and dried in stove at 70°C for 72 hours. Biomass
crude protein levels was evaluated multiplying the total
nitrogen values - obtained by micro Kjeldahl method - by 6,25
factor.

Vinasse concentration 1in the culture media
influenced on fungal growth form. It changed from pellets to

a cottony and amorphous aspect, because of the vinasse level
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increase on the substrates composition. Vinasse media allowed
a biomass production increased in two times when confronted
to Aspergillus complete media and it was equivalent to this
on the crude protein production of A. oryzae. It was observed
that solids 1in suspension present 1in vinasse contributed
positively to the biomass and crude protein production. With
vinasse media A. oryzae grew better on initial pH 6,0; while
as, the increase of the volume of flask/volume of media ratio
determined change on the growth pattern: from submerse growth
passed to superficial growth , with a crescent spores
production. Is was observed a negative correlaction between
the biomass production values and the biomass crude protein
values, to making the final protein production come to a
constant value. It was verified, otherwise, a straight
correlaction between the biomass production values and DBO5
reduction rates on effluent. Vinasse, after fermentation
process, presented DBO5 reduction rate up to 84,4%, even thus,

it continued showing a high pollutant load.



1. INTRODUCAO

0 Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) foi
criado em 1975 visando equilibrar a balanca comercial do pais,
atraves da substituicao das importacoes de petroleo pela pro
ducao nacional de alcool carburante. 0 PROALCOOL fez com que
a produgcao brasileira de etanol saltasse da cifra de 0,6 bi

Thoes de litros na safra 75/76 para mais de 11 bilhoes na sa
fra 85/86 (BERTELLI, 1982 e IEA, 1986). Concomitantemente, a
producao de vinhaga aumentou nas mesma proporg¢oes, tornan
do-se, de fato, um grave problema ambiental a ser soluciona
do.

Conceitua-se vinhaca como sendo o residuo da
destilacao dos vinhos. E conhecida, ainda, com as seguintes
denominacoes: vinhoto, restilo, garapao, calda, etc. (STU
PIELLO et alii, 1972).

Pela quantidade em que e produzida, a vinhaca

torna-se o principal residuo ou subproduto do processo de fa

bricacao do alcool etilico; em media, a producao de um 1litro



de alcool gera 13 litros de vinhaca (ARAUJO et alii, 1978 ;
CAMHI, 1979; SILVA, 1981; ORLANDO FILHO, 1983 e PAULA EDUARDO
e DIAZ, 1983).

A vinhaca, por ser um efluente rico em materia

organica, apresenta elevado indice de DBO - Demanda Bioquimi

ca de Oxigenio, isto e, um alto poder poluente quando descar

tada "in natura" nos cursos d'agua. A forgca poluente (DBO)
da vinhaca e, em media, cerca de cem vezes superior a do
esgoto domestico (ANONIMO, 1981).

Em 1985, a producao brasileira de alcool, se
gundo meta fixada pelo PROALCOOL, deveria ser de 10,7 bilhoes
de litros de alcool (BERTELLI, 1982). Entretanto, essa meta
foi superada, ficando a produg¢ao nacional acima da cifra dos
11 bilhoes de litros, gerando assim um volume de vinhaca da
ordem dos 150 bilhoes de litros (IEA, 1986).

A vinhaca sendo produzida em quantidades desta
ordem de grandeza dentro das regioes sucro-alcooleiras, cons
titue-se em problema ambiental nao devidamente resolvido. ;T
bora a Comissao Executiva Nacional do Alcool - CENAL, tenha
baixado normas tornando obrigatorios os sistemas de tratamgg
to da vinhaca, alem da completa proibicao de seu descarte em
rios, estas vem sendo desobedecidas (ANONIMO, 1981).

Ha duas formas de encarar a problematica da yi
nhaca na atual conjuntura da producao alcooleira do pais. A
primeira e considera-la como um residuo do processo de despj

lacao do alcool etilico. A segunda, como um subproduto, isto
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e, materia-prima a ser utilizada em outros processos.
Na condi¢cao de residuo, a vinhaca pode ser tra

tada das sequintes formas:

a) em lagoa de oxidacao;
b) em tratamento fisico-quimico;

c) lancamento no mar.

Os dois primeiros metodos visam basicamente a
reducao da carga poluente da vinhaca, possibilitando o seu
posterior descarte nos cursos d'agua. Nesses processos pode
ra haver recuperacao de subprodutos, tais como: biomassa mi
crobiana ou lodo (CAMHI, 1979 e NICOLAIEWSKY, 1981).

A vinhaca, considerada como subproduto da fa

bricacao do alcool, pode ser aproveitada como materia-prima,

dentre outros, nos seguintes processos:

a) Arracoamento, na piscicultura;

b) Reciclagem na industria, na diluicao de mos

to, etc.;

c) Concentracio a 60°Brix, para utilizacao co
mo componente de racao animal, adubo na la
voura ou queimado para producao de fertili

zantes

d) Fertirrigacao da lavoura canavieira ou ou

tras culturas;



e) Fermentag¢ao anaerobica, na producao de gds

metano;

f) Fermentacao aerobica, na producao de protei

na microbiana.

Nota-se que a reducao da carga poluente da vi
nhaca e uma decorrencia e nao o fim principal desses proces
sos de tratamento (DIAS, 1980; SILVA, 1981a e 1981b; BARD e
PAIVA, 1981; ZARPELON, 1982 e ORLANDO FILHO, 1983).

A fermentacao aerobica da vinhaca vem sendo es
tudada em nosso meio desde a decada de 40, sendo que os traba
lhos pioneiros nesse campo foram desenvolvidos na Universida
de do Recife. Nesse tratamento utiliza-se como agente de fer
mentag¢ao, as leveduras - geralmente do genero Candida, fungos
filamentosos ou ainda, os cogumelos - fungos do grupo dos
Basideomicetos. A finalidade basica da digestao aerobica da
vinhaca e produzir proteina microbiana com vistas a sua utili
zacao em racoes animais, e concomitantemente reduzir a carga
poluente do efluente, em funcao da assimilacao de compostos
organicos e minerais por parte dos microrganismos wutilizados
nesse processo.

0 presente trabalho tem por objetivo o estudo
da producao de biomassa de Aspergillus oryzae em vinhacga de
mosto misto, utilizada como substrato de fermentacao; como
tambem, avaliar a reducao do poder poluente da vinhaca em fun

cao do tratamento adotado.



2 REVISAO DA LITERATURA

Consultando a literatura especializada consts
ta-se que, desde a decada de 30, a vinhaca ja era vista pelos
tecnicos do setor sucro-alcooleiro e autoridades publicas, co
mo um problema ambiental a ser equacionado. No inicio da de
cada seguinte, BOTINI e SACCONE (1941) e FILGUEIRAS (1941) ja
propunham tratamentos baseados na remocao de umidade da vinha
ca visando a producao de adubos. Em 1955, FILGUEIRAS abria
um leque de sete possiveis tratamentos para a vinhaca com a

finalidade basica de produzir fertilizantes; a maioria deles

ainda estao em estudo nos dias de hoje.

2.1. Composicao da Vinhaca

LIMA (1959) estudando a composicao da vinhaca
de mosto de melaco, encontrou baixos teores de substancias ni
trogenadas (0,07%) e fosfatadas (0,08%). Observou a presenca

de acidos organicos volateis (0,24%) e fixos (0,28%). Anali



sando a fracao solidos em suspensao notou que esta era consti
tuida principalmente de celulas mortas de leveduras e de ou
tros microrganismos, alem de mucilagem. Segundo o autor, es
sa fracao apresentando 42,69% de proteina bruta, deve ser 1le
vada em considerag¢ao na produ¢ao de biomassa microbiana.

Da mesma forma, SERZEDELLO (1970) tambem obser
vou a riqueza do "residuo da vinhaca" em celulas de levedura.

Analises de vinhaca de melaco realizadas por
ARAUJO et alii (1977) revelaram a presenca de carboidrato
(1,77%) , acucares redutores (0,80%), glicerol (2,1%) e peque
nas quantidades de compostos nitrogenados e fosfatados.

MARTELLI e SOUSA (1978) estudando a composicao
da vinhaca de caldo de cana verificaram a sua pobreza em
acucares totais, cujo teor correspondia a 10% da quantidade
da materia organica total. Ensaios cromatograficos revela
papresenca de sacarose, frutose e varios aminoacidos, princi

palmente leucina, isoleucina e valina.

Em trabalho de revisao, GLORIA e ORLANDO FILHO

(1984), compilaram dados de 59 artigos publicados por pesqui
sadores de todas as regioes canavieiras do Brasil. Observa
ram que a materia organica € o principal constituinte da vi
nhagca, cujo teor varia de 2,0 a 6,4% e que dentre os elemen
tos minerais o potassio aparece em destaque, com sua concen
tracao variando de 0,15 a 0,60%. A vinhaca proveniente de
mosto de melag¢o apresenta maior teor de nutrientes, isto e,

maior concentracao de solidos organicos e minerais, quando



comparada aquela proveniente de mosto de caldo. As vinhacas

]

de mosto misto e de mandioca apresentam composigoes interme

diarias em relacao as duas primeiras.

2.2. Tratamentos da Vinhaca

2.2.1. Lagoa de Oxidacao

Para CAMHI (1979), as alternativas de tratamen
to da vinhaca para diminuir o seu potencial poluidor, sao an
ti-economicas ou tecnicamente dificeis de se implementar. Co
mo consequencia propoe a utilizacao de lagoas de oxidacao, cu
jo processo & economico, tecnologico e financeiramente facti
vel de ser desenvolvido. Segundo o autor, a operacao desse
sistema e baseada na atividade biologica combinada de diferen
tes microrganismos, funcionando aerobica e anaerobicamente. A:
estabilizacao da materia organica e feita por bacterias, fun
gos e algas, que fornecem a maior parte do oxigenio requerido
no processo. Para cada quilograma de materia organica estabi
lizada, as bacterias produzirao 0,4 kg de biomassa microbia
na, os fungos 0,3 kg e as algas a mesma quantidade. Teorica
mente, e possivel atingir a completa utilizacao das substéﬂ

cias organicas oriundas da vinhaca, ate reduzir a sua DBO em

1/ Mosto misto - mosto proveniente da mistura, em proporcoes
adequadas, de melaco,. caldo de cana e agua.



mais de 95%. A biomassa oriunda do processo & secada a 10 -
15% de umidade, para produzir um concentrado proteico de alto
valor biologico, com caracteristicas semelhantes a proteina

da soja.

2.2.2. Tratamento Fisico-Quimico

NICOLAIEWSKY (1981), aplicou tecnicas de flocu
lacao, sedimentacao e filtracao no beneficiamento da vinhaca,
tal como ocorre no tratamento convencional de aguas residuais.
Utilizou em seu trabalho vinhaca de mosto de melaco, misto e
de mandioca. Observou que existe a necessidade de se utili
zar doses macicas de cal para causar a floculacao dessas vi
nhacas. A filtracao, de uma forma geral, mostrou-se como o
tratamento mais eficiente para a reducao da carga poluente
das vinhacas. A demanda quimica de oxigenio - DQO, foi redu
zida em ate 40% com esse tratamento. O autor concluiu que
apenas o tratamento fisico-quimico utilizado para a vinhaca
de mosto misto apresenta caracteristicas de um processo econo
micamente viavel, porem, recomendou estudos sobre o aproveita
mento do lodo resultante da sedimentacao (adubacao, correcdo

de solo, recirculacao) e da agua de lavagem dos filtros de

areia (fertirrigacao).

2.2.3. Lancamento no Mar

Segundo VISCONTI et alii (1981), os metodos



ate entao utilizados para o tratamento da vinhaca ndo poderao
alcancar os efeitos desejados, devido ao grande volume de vi
nhaca gerado no Brasil. Afirmou que os processos de tratamen
to de vinhagca, com excecao da fertirrigacao, sao importados e
desenvolvidos em paises cujas condi¢coes sao distintas do Bra
sil, ou seja: ha pouca disponibilidade de terras e envolvem
processos de alta tecnologia, que tornam-se inviaveis a medi
da que aumenta-se a quantidade de vinhaca a ser tratada. Pa
ra os autores, a vinhaca nao apresentando substancias toxicas,
germes patogenicos e substancias gordurosas, pode ser lancada
no mar. 0 efeito poluente do efluente depende da quantidade
lancada, do volume do corpo receptor (mar) e da distancia do
local de lancamento. Ainda seqgundo esses autores, uma vez
oxidado o material organico.da vinhaca juntamente com os sais
minerais presentes, passariam a constituir alimento muito ri
co para peixes e vegetais aquaticos, causando, inclusive, be

neficios ao ecossistema maritimo. Propoem que a vinhaca seja

transportada ao mar atraves de dutos: os "vinhotodutos".

2.2.4. Utilizacao na Piscicultura Intensiva

Potencialmente, pelo menos tres subprodutos da
industria sucro-alcooleira podem ser aproveitados na piscicul
tura intensiva: torta de filtro - rica em fosforo; levedura -
alto teor de proteina; vinhaca - pela riqueza em materia orga

nica e mineral. Desses, a vinhaca € o que causa maior numero
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de problemas devido a sua forca poluente. Assim, BARD e
PAIVA (1981) propuseram a instalacao de projetos pilotos com
a construcao de viveiros e/ou lagoas de oxidacao adaptados a
criacao de tilapias ao lado das destilarias. Para esse tipo
de tratamento, a tilapia do Nilo (Sarotherodon niloticus) € a
especie mais indicada pela sua adaptacao em ambientes aquati
cos ricos em materia organica e com baixo teor de oxigéenio
» dissolvido. 0 inconveniente desse processo e a descontinuide
de do suprimento da vinhaca, mas esse problema pode ser equs
cionado se se consegue outras formas de arracoamento durante

a epoca da entressafra da cana.

2.2.5. Reciclagem na Industria

Para destilarias localizadas em regioes onde a
vinhaca nao pode ser aplicada ao solo, como e o caso das bai
xadas litoraneas e a norte-nordeste ou para aquelas cuja area
de aplicacao e limitada, SILVA (1981a e 1981b) sugeriu trata
mento dentro da industria, utilizando equipamentos proprios
da fabricacao do acucar. Propoe que a vinhaca seja clarifica
da com leite de cal e posteriormente decantada no decantador
Dorr. A vinhaca clarificada, com sua DBO reduzida em 30%, re
torna ao processo industrial sofrendo diluicao com a agua de
lavagem da cana ou ainda pode ser enviada para tratamento em
lagoas de oxidacao. O lodo (decantado) pode ser secado em ci

lindros (como para levedura) originando um farelo proteico
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(14% de proteina); ou ainda, misturado com bagacinho e filtra
do em filtro Oliver resultando em torta de vinhaca wutilizada
como adubo, ou simplesmente, ser enviado "in natura" para a
lavoura.

Para ZARPELON (1982), uma outra forma de reci
clar ou recircular a vinhaca na industria e utiliza-la no pre
paro de mosto, para diluir melaco ou caldo concentrado. Des
ta forma, obtem-se uma reducao do volume de vinhaca igqual a
porcentagem de recirculacao adotada. Segundo o autor, o Timi
te teorico para recirculacao da vinhaca € o ponto em que a
concentracao de substancias inibidoras no vinho comece a pre
judicar a fermentacao. Na pratica o controle da reciclagem
da vinhaca e simples, ficando restrito ao controle do Brix da
vinhaca obtida e ao grau alcoolico do vinho. Para a implanta
cao desse processo o caldo deve ser cuidadosamente decantado,

livre de bagacinho, argila e outras substancias em suspensdo.

2.2.6. Concentracao

Segundo CAMHI (1979), diferentes processos de
concentracao da vinhaca estao sendo investigados no Brasil,
embora nao exista uma visao clara com respeito a economia
real destes processos. O produto concentrado seria utilizado
como adubo, concentrado proteico para alimentacao animal ou
queimado com recuperacao de K50 (fertilizante). Para esse au

tor, a concentracadao da vinhaca atraves de evaporadores de mul
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tiplo efeito e antieconomica, devido aos enormes volumes de
agua a serem evaporados. Propoe como alternativa um sistema
com recompressao mecanica do vapor, onde ele e comprimido Pa
ra elevar seu nivel de energia, aumentando o rendimento do
processo.

DANTAS (1980) recomendou a substituicao de me
laco por vinhaca concentrada como componente de racao animal,
tal como ja acontece nos paises europeus. Para tanto, o au
tor baseou-se em experimento realizado na Estacao Experimen
tal de Cabo (PE), em 1964, onde animais, sob condicoes experi
mentais, tiveram o mesmo ganho de peso quando alimentados com
vinhaca concentrada ou melaco.

Para que o processo de concentracao da vinhaca
seja economicamente viavel, NILSSON (1981) propoe que o produ
to concentrado seja queimado, aproveitando a energia contida
em seus componentes organicos. Desse processo resulta a pro

ducao de cinzas, ricas em K20, que serao utilizados como fer

tilizantes.

2.2.7. Fertirrigacao

0 uso da vinhaca em fertirrigacao foi estudado
de forma pioneira pela equipe tecnica do Instituto Zimotécni
co de Piracicaba, no inicio da decada de 50. Alem dos estu
dos de composicao de varios tipos de vinhaca, ALMEIDA et alii

(1952a e 1952b) e ALMEIDA (1952) desmistificaram o falso
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conceito, tao corrente naquela epoca, de que a fertirrigacao
com vinhaca (pH entre 4 e 5) contribuia para acidificar ainda
mais os solos paulistas. Seus experimentos mostraram que so
los tratados com vinhaca, em dosagens crescentes, tiveram um
aumento proporcional do pH; alem de ter incrementado, tambem,
sua capacidade de embebicao. Por outro lado, ALMEIDA (1953)
e CAMARGO (1954) demonstraram que a vinhaca quando aplicada
ao solo, estimulava a vida microbiana, aumentando extraordina
riamente a quantidade de microrganismos. Tais resultados de
monstraram a potencialidade da vinhaca para ser utilizada na
fertirrigacao das culturas.

Segundo ORLANDO FILHO et alii (1983), a vinha
ca, devido a sua riqueza em mateéria organica e nutrientes mi
nerais, principalmente potassio e calcio, tem substituido to
tal ou parcialmente as adubacoes minerais de parte dos cana
viais. Na fertirrigacao, a vinhaca pode ser utilizada "in na
tura" ou diluida, principalmente com aguas servidas no proces
so industrial.

Para GLORIA e ORLANDO FILHO (1984), a vinhaga
pode ser distribuida no campo por diversos metodos, tais co
mo: inundagao; sulcos de infiltracao; aspersao e veiculos tan
ques. Independentemente do sistema utilizado, € necessaria a
presenca de area de seguranca, onde a vinhaca @ depositada
quando as demais opgcoes de utilizacao nao estao em funciona

mento. Para esses pesquisadores, esta comprovado que a apli

cacao de vinhaca de forma racional em canaviais, aumenta a
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produtividade da cultura.

2.2.8. Fermentacao Anaerobica

A vinhaca pode ser fermentada anaerobicamente,
visando dupla finalidade: reduzir sua carga poluente e, ao
mesmo tempo, gerar biogas de uso combustivel. Segundo CAMPOS
e GONCALVES (1981a e 1981b) e DIAS (1981), esse tipo de fer
mentacao, levada a efeito em fermentadores chamados biodiges
tores, realiza-se basicamente em duas fases: num primeiro es
tagio as macromoléculas (carboidratos, gorduras, protideos)
presentes no vinhoto, sofrem fermentagao acida na qual ha for
macao de acidos organicos (propionico e acético), alcoois,
aldeidos e acidos graxos. Num segundo estagio ha formacao de
gas metano pela atividade das bacterias metanogenicas. Segun
do CAMPOS e GONCALVES (1981a) o biogas resultante dessa fer
mentacao € uma mistura de 50 - 60% de metano (CHy) e 40 - 50%
de gas carbonico (COZ). 0 rendimento, obtido em escala expe
rimental, para vinhaca de melaco € de 38 litros de gas/litro
de vinhaca, bem abaixo, portanto, dos rendimentos de outros
residuos organicos: esterco bovino, 330; de galinha, 430; de
suino, 350; e residuos vegetais, 400. Segundo CAMPOS (1979)

pode-se obter, no processo, uma reducao de 96 - 98% da DBO no

efluente final.
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2.2.9. Fermentacao Aerobica

Em 1959, LIMA desenvolveu pesquisa no intuito
de estudar o comportamento da levedura Candida utilis H-141
em meio de vinhaga isenta de solidos em suspensao e suplemen
tada com sulfato e fosfato de amonio. 0 autor verificou que
o cultivo desse microrganismo em vinhaca tende a conduzir a
reacao do meio a alcalinidade, demonstrando o consumo de
anions organicos existentes no substrato. Quando se traba
lhou com pH mantido por volta de 4,3 e com cepa de levedura
adaptada a vinhaca, observou-se um rapido consumo de acidos
volateis e dos redutores mais facilmente assimilaveis. A con
centracao de celulas no substrato foi alta: 8,0 mg/ml na
terceira hora, atingindo o valor maximo de 11,1 mg/ml em 12
horas. Constatou-se que o rendimento da fermentagao quando
calculado a partir de substancias redutoras (hexose) atingem
valores excessivamente altos, evidenciando a boa utilizacao
pela levedura de substancias organicas nao acucares. Ja, a
porcentagem de carbono utilizada pela levedura em relacao ao
carbono total organico do substrato, foi em media 37,6%, indi
cando a existencia, na vinhaca, de substancias dificilmente
assimilaveis. 0 autor concluiu, finalmente, que a economia
desse processo de levedificacao depende do grupo de substan
cias organicas nao acucares, devido sua alta concentracao na
vinhaca e dos possiveis estimulantes de crescimento presentes

nesse meio.
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FALANGHE (1962) estudando o desenvolvimento de
fungos do grupo dos Basideomicetos em substrato de vinhacga,
verificou que de dez especies estudadas, apenas tres foram ca

pazes de crescer em meio de vinhaca: Agaricus campestris, Bo

letus indecisus e Tricholoma nudum.. NOoS experimentos, O au

tor utilizou vinhaga, vinhaca concentrada ou diluida, suple
mentada com sulfatos de amonio, magnesio, fosfato de monopo
tassio e tragos de ferro e zinco. A producao maxima de mice
lio foi conseguida com 288 horas de fermentagao. Em meio de
vinhaga, a producao de biomassa e seu teor em proteina foram
de: A. campestris, 10,5 g/1 e 44,5%, respectivamente; B. inde
cisus, 20,8 g/1 e 23,8% e T. nudum, 15,6 g/1 e 27,9%. A pro
ducao de proteina (g/1) para essas tres espécies foi pratica
mente a mesma (variou de 4,3 a 5,0 g/1). A. campestris e B.
indecisus produziram maior quantidade de biomassa e proteina
quando cresceram em meio de vinhaga, em concentragao crescen
te; o.1inverso aconteceu quando se utilizou a diluigao progres
siva com agua. O autor observou que nos meios de vinhaca
mais concentrados, os carboidratos sao assimilados preferenci
almente enquanto nos diluidos os solidos totais sao  consumi
dos percentualmente em maiores quantidades pelos fungos.
SERZEDELLO (1962), em estudo teorico, Ppropos
que a fermentacao aerobica da vinhaga visando a producgao de
proteina microbiana, seja estudada dentro do contexto da ca
rencia alimentar existente no mundo e particularmente no Bra

sil. 0 autor afirma que a utilizacao da vinhaca como
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substrato 1limita a escolha de microrganismos fermentadores
por se tratar de um meio pobre em nutrientes e possuidor de
elementos toxicos a vida. Pesquisas apontam a levedura Toru
lopsis utilis (Candida wutilis) como a mais apropriada para
fermentar vinhaca, pois nao € nutricionalmente exigente e apre
senta grande voracidade. ODurante a fermentacao, a vinhacga
nao deve ter mais que 1% em acucares, a fim de se evitar a
formagao de etanol, baixando o rendimento do processo. Se ne
cessario, pode-se fazer a diluigao do efluente com agua. Pa
ra suprir as necessidades nutricionais da levedura em fosforo
e nitrogenio, adiciona-se fosfato de amonio na quantidade de
um grama por litro de substrato.- 0 pH deve ser corrigido pa
ra 4,5 com acido sulfurico. A alimentacao da dorna e aeragao
deve seguir a cinetica de crescimento da levedura. O autor
propoe o uso do sistema de fermentacao em batelada em vez do
continuo, para se-.evitar problemas de infeccao. 0 calculo de
rendimento do processo nao deve ser feito em funcao apenas de
acucares, pois a levedura assimila outros tipos de compostos
organicos; mas sim em funcgao do total da materia carbonada
contida na vinhaga. Finalizando, o autor afirma que a biomas

sa de levedura obtida da fermentacao aerobica da vinhaca en

cerra 50% de proteina (no peso seco) de otimo valor biologi

co, bom nivel de sais minerais e todas as vitaminas do comple
X0 B.
Segundo SERZEDELLO et alii (1970), o rendimen

to das fermentacoes utilizando vinhaca como substrato, visando
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a producao de leveduras alimentares, e baixo e a composicao
quimica da biomassa, pobre. No intuito.de reverteresse qua
dro, os autores utilizaram Torula utilis - IZ 1166 para fer
mentar vinhaca, isenta de seu residuo de decantagcao. O0s tra
tamentos constaram da adicao isolada ou acompanhada de fosfa
to monoacido de amonio (0,1%), glicose (1%) e residuo decanta
do autolisado (10%). De acordo com os resuitados encontrados,
os autores verificaram ser a vinhaga, isoladamente, um subs
trato pobre para a producao de celulas de levedura. Sua fer
mentacao teve rendimento de 3,30 g de biomassa seca por litro
de vinhaca e o teor da proteina bruta foi de 37%. A vinhaga
enriquecida pelo seu propric residuo autolisado aumentou em
mais de 50% a producao de massa celular e cerca de 12% o teor
de compostos nitrogenados. O0s autores concluiram que adigao
de glicose a vinhaca nao contribui para incrementar a percen
tagem de proteina, mas favoreceu a producao de biomassa. Ci
tam, ainda, que os testes comprovaram uma nitida deficiencia
da vinhaca em nutrientes fosfatados e nitrogenados, uma vez
que adigcao de (NH4)2HP04 proporcionou aumento de 66% na massa
celular e 37% na proteina bruta.

CANTARELLI (1972) estudou a utilizacao de vi
nhaca de milho, como substrato para a producao de micelio de
cogumelos. De sete especies, apenas Agaricus campestris, Tri
choloma nudum e Pleurotus ostreatus foram capazes de crescer

em meio de vinhaca pura - sem enriquecimento. As maiores pro

ducoes de biomassa foram obtidas com 7 dias de fermentacao;
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sendo que, a suplementacao do meio de vinhaca com sulfato de
amonio permitiu a melhor producao de proteina. 0 autor obser
vou, tambem, alta eficiencia fermentativa, devido a wutiliza
cao da fracao "nao acucar" - acidos organicos e poliois - do
meio de vinhaca, pelos fungos fermentadores.

EL NAWAWI e FOUDA (1975) estudaram o desenvol
vimento de leveduras do genero Candida, com vistas a producao
de proteina microbiana, em substratos de melaco, vinhaca e re
siduo de fabrica da levedura de panificacao. Trabalhando com
as especies C. utilis, C. pellicullosa e C. tropicalis, 0S au
tores verificaram que a levedura C. pellicullosa mostrou-se a
mais eficiente para fermentar meio de melaco; entretanto, o
seu rendimento em biomassa foi o mais baixo em meio de vinha
ca e melaco diluido com vinhaca. Ja a levedura C. tropicalis
mostrou-se a mais apta para fermentar a vinhag¢a, apresentando
maior rendimento em oroducao de biomassa. Quando se utilizou
como substrato melaco diluido com vinhaca o rendimento de bio

massa caiu para as leveduras testadas, mostrando a presenc¢a

de substancias inibidoras na vinhaca. Os autores concluiram
ser a levedura C. pellicullosa a mais adequada para fermentar
meios de melaco, residuo de levedura de panificacao e mistura
desses dois substratos; enquanto que C. tropicalis deve ser
usada na fermentacao de vinhaca.

TAUK (1976) utilizou varias leveduras do gene
ro Candida e Torulopsis para fermentar vinhaca pura, sem qual

quer tipo de enriquecimento. A autora afirmou que a composicao
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da biomassa obtida (proteina bruta variou de 15,6 a 38,1%)
apresentou baixos teores de proteina total, fosforo e cinzas,
quando comparada com a composicao de leveduras do genero Toru
lLopsis (proteina bruta por volta de 50%), citada pela litera
tura. A autora acredita serem os processos fermentativos que
nao exigem o enriquecimento da vinhaca os mais acessiveis pa
ra utilizacao nas destilarias de alcool; sendo que, a obten
cao de linhagens de leveduras adaptadas a vinhaca poderia fa
cilitar o uso industrial desses microrganismos, para producao
de biomassa proteica para fins alimentares.

ARAUJO et alii (1977) propuseram a wutilizacao
de fungos filamentosos, em lugar das leveduras, na fermenta
cdao aerobica davinhaca, em razao desses fungos apresentarem
reduzida sensibilidade as variacoes de temperatura, pH, aera
cdao, nutrientes e a biomassa micelial ser de facil separa
cao - em peneiras. Testes de selecao indicou o Aspergillus
oryzae - ATCC como sendo o fungo que atendia os objetivos do
experimento. Nos ensaios, utilizou-se vinhaca de caldo de ca
na nao esterilizada e enriquecida com sais a base de nitroge
nio e fosforo. Apos um periodo de fermentacao de 72 horas,
conseguiu-se a producao de 14,26 g de massa micelial seca por
litro de substrato e uma reducao da DBO da ordem de 80%. Na
etapa seguinte do trabalho, quando foi utilizado fermentado
res rusticos com -ate 250 litros de capacidade, os pesquisado
res notaram uma variacao nos rendimentos da fermentacao devi

do a contaminacdes causadas por leveduras e bacterias, que
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afetaram seriamente a producao de biomassa fungica com refle
xos na reducao da DBO. Para solucao desse problema propos-se
o tratamento preliminar da vinhaca com a argila bentonita se
guido de uma decantagao. Os autores concluiram por fim, ser
a fermentacao da vinhaca com fungos filamentosos um tratamen
to associado, e nao definitivo, quando se busca eliminar sua
carga poluente.

Visando eliminar elementos inibidores do cres
cimento de leveduras em vinhaca, TAUK (1978) tratou o efluen
te com acidos minerais. Utilizou HC1, H2304 e HNO3 na base
de 5 m1 de acido concentrado por 100 m1 de vinhaca. Apos de
cantacao foi separado o precipitado do sobrenadante. A vinha
c¢a - pura e tratada - foi adicionada a meio de melaco a 3% na
proporcao de 25, 50, 75 e 100%. Os resultados experimentais
mostraram que quando se utilizou a vinhaca a 100% como subs
trato, a levedura assimilou acucares (88-89%) independentemen
te do tratamento com os acidos minerais. O0s melhores resulta
dos para producao de biomassa seca (15,5 g/1) e proteina bru
ta (46, 8%) foi conseguido com vinhaca tratada com HN03, em
mistura de partes iguais com o meio de melaco.

Com o objetivo de aumentar a producao de cé]g
las de leveduras e a sua riqueza em proteinas, TAUK e GAMBALE
(1978) utilizaram culturas mistas do genero Candida para fer
mentar vinhaca suplementada com H P0,. As especies utiliza
das foram: (. utZlis; C. tropicalis; C. solani; C. javanicas

C. brumpti. 0s tratamentos foram tres 1 - culturas puras em
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vinhaca; 2 - culturas mistas usando-se combinacoes de duas
especies, em vinhaca e 3 - culturas mistas em vinhaca su
plementada com H3P04 0,05%. Em cultura pura fermentanda vi
nhaca, a C. javanica apresentou maior producao de biomassa
(5,4 g/1), a C. utilis a maior percentagem de proteina bruta
na biomassa (45,8%) e a C. tropicalis a producao final de pro
teina bruta mais alta (1,71 g/1). Quando se associou as leve
duras em culturas mistas para fermentar a vinhaca nao suple
mentada verificou-se uma queda da producao de biomassa seca
(1,69 a 2,30 g/1) e da sua riqueza em compostos nitrogenados
(22,7 a 35,6%). 0O contrario aconteceu, porem, quando as cul
turas mistas fermentaram vinhaca suplementada com H;P0,. Nes
te caso a combinacao C. solani com C. tropicalis apresentou
os melhores resultados quanto a producao de massa celular
(4,89 g/1) e proteina bruta (2,29 g/1), sendo que a combina
¢ao C. brumpti com C. utilis teve biomassa mais rica em pro
teina bruta (49,0%). Os autores concluiram que nem sempre se
tem a maior producao de biomassa e proteina numa mesma cultu
ra.

MARTELLI e SOUSA (1978) estudaram a bioconver
sao da materia organica da vinhaca em biomassa de Candida uti
Lis, como meio de reduzir o poder poluente desse efluente;
razao pela qual, a vinhaca foi apenas decantada nao recebendo
qualquer suplementacao. O0s resultados mostraram que 50% da
proteina e da materia redutora da vinhaca foi consumida pela

levedura. Os acidos aminados e acucares redutores desaparecem



apos a fermentac¢ao. As autoras verificaram que a quantidade de
carbono, nitrogénio e fosforo presentes na vinhaca e sufi-
ciente em relacdo ao material fermentédvel, uma vez que ndo fo
ram totalmente consumidos. As autoras concluiram, finalmente,
que a produtividade media em células nao recomenda a utiliza-
cao da vinhaca "in natura” como substrato para producao de
biomassa alimentar de Candida utilis e que a despoluicao do
efluente e limitada obrigando-se a prever um tratamento adi
cional para o mosto final.

Dando sequencia a trabalho realizado anterior
mente, ARAUJO et alii (1978) estudaram a influéncia do pre-
tratamento da vinhag¢a, com argila bentonita, como forma de
controlar a contaminacao no processo fermentativo. O0s experi
mentos foram realizados em fermentadores com 20 1litros de
substrato, utilizando como agente fermentador o fungo Asper
gtllus oryzae. Quando se utilizou a vinhaca sem tratamento
previo com bentonita, a fermentacao apresentou rendimentos
baixos: producao de biomassa 8,3 g/1; assimilacao de nitroge
nio 16,7% e reducao da DBO 25,0%. Ja, a fermentacao com Vi
nhaca previamente tratada com a argila, mostrou melhores re
sultados: producao de biomassa 12,6 g/1; assimilacao de nitro
genio 74,1% e reducao da DBO 82,5%, demonstrando a eficiencia
da bentonita na eliminacao parcial dos contaminantes. Mas,
testes realizados na escala de 1.000 litros nao apresentaram
os mesmos resultados aos de laboratorio devido a problemas

ocorridos no tratamento previoda vinhaca (decantacao). Nesta
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fase de experimentacao, os autores concluiram que o refinamen
to do pre-tratamento da vinhaca torna o processo antieconomi
co. Recomendaram, assim, a substituicao do fungo filamento
so - altamente sensivel as contaminacdes - por leveduras e o
aperfeicoamento de metodos para eiiminacao dos contaminantes.
Levando em consideracdo a realidade brasilei
ra, DE LAMO e MENEZES (1978) propuseram estudar a fermentacao
da vinhaca de forma a evitar os processos assepticos e aque
les que utilizam a centrifugacao como meio de separacao de
biomassa. O0s autores trabalharam com o fungo Aspergillus ory
sae ITAL-18 e vinhaca nao esterilizada. Ensaios realizados
em agitador rotativo mostraram que o A. oryzae cresceu melhor
em pH acido (3,5-4,5) e respondeu positivamente a suplementa
cao do meio com sais de nitrogenio e fosforo - produgao de
biomassa aumentou de 9,43 g/1 em vinhaca para 11,95 g/1 em vi
nhaca enriquecida. A velocidade de rotacao do agitador rota
tivo nao interferiu no rendimento da fermentacdo. Ja nos ex-
perimentos realizados em fermentadares de 30 litros, onde 0
pH do meio de vinhaca suplementada foi mantido entre 4,4 e
5,5 e o tempo de fermentacao fixada em 72 horas, observou-se
que os niveis finais de acucares redutores, nitrogénio e f0s
foro ainda eram altos, o que permitiria que a fermentacao
transcorresse por mais tempo. A redugcao da DBO foi de 77,5%,
mas seu valor final apresentou-se, ainda, bastante elevado
(5.780 ppm). A producao de biomassa fungica e o seu teor de

proteina foram satisfatorios: 12,5 g/1e 38,8% respectivamente.
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O0s autores concluiram que a vinhaca por ser descartada em al
tas temperaturas apresenta boas possibilidades de adequacao
ao tratamento fungico, mesmo excluindo a fase de esteriliza
cao do substrato desse nrocesso.

TAUK (1979a) estudou o desenvolvimento de leve
duras em vinhaca, procurando verificar o efeito da suplementa
cao de acidos e sais e 0 uso de\culturas mistas para aumentar
a producao de biomassa e proteina. No estudo de culturas pu
ras (Rhodotorula glutinis e Rh. mucilaginosa), a autora traba
lhou com meios a base de vinhaca pura ou suplementada com me
laco, sais (sulfatos de amonio, magnesio e potassio, fosfato
de sodio e ureia) e acidos (gliberelico e fosforico). Em cul
turas mistas (combinacoes de especies de Riodotorula e Candi
da) utilizou vinhaca pura e suplementada com H3PO4. 0s resul
tados mostraram que em cultura pura os microrganismos assimi
laram mais eficientemente os acucares redutores da vinhaca em
relacao aquela suplementada. A producao de biomassa foi supe
rior quando houve suplementacdo, principalmente com acido gi
berelico ou sulfato de amonio para Rh. glutinis e com acido
fosforico para Rh. mucilaginosa. Ja em culturas mistas, veri
cou-se que a vinhaca suplementada com H3PO4 apresentou melho
res resultados para producao de biomassa e teor de proteina
na massa celular e consumo de acucares redutores. A combina
€30 Rh. glutinis com Candida krusei mostrou-se a mais vantajo

sa em relacao as demais.

Em trabalho teorico, CAMHI (1979) reconheceu
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ser a vinhaca fonte de nutrientes para fermentacao com a leve
dura Torula utilis e outros microrganismos tais como, fungos
e bacterias visando a producao de proteina unicelular. Afir

mou que o efluente e deficiente em fosforo e nitrogenio, se

Is

do, portanto, necessario a sua suplementacao com sais de am

1o}

nio e fosfatos. 0 autor fixou os parametros para fermentacao
de vinhaca com leveduras: mosto esterilizado, resfriado, en
riquecido e diluido a 4-5° Brix; aeracdo continua de aproxima
damente 1 volume de ar/volume de mosto/minuto e temperatura
controlada de 28 a 32°C. Nestas condicoes o efluente depois
de fermentado, centrifugado, lavado e seco, dara origem a um
produto com 8-10% de umidade, rico em proteinas (45 a 50%),
contendo aminoacidos essenciais e vitaminas, constituindo-se
em alimento humano (se de alta pureza) ou em componente de ra
cao animal. Finalizando, o autor afirma que para vinhaca com
59 Brix, e possivel atingir um rendimento de 8,4 g/litro de
efluente tratado.

Com a finalidade de melhorar o aproveitamento
da vinhaca por leveduras, TAUK (1979b) estudou a adaptacao
desses microrganismos a vinhaca e vinhaca suplementada com me
laco. Nos testes foram utilizadas onze especies de Candida e
uma de Torula. O0Os meios de cultura apresentavam composicgao
com teor crescente de vinhaca (0; 25; 50; 75 e 100%) em rela
cao ao meio de melaco a 3%. Inoculou-se inicialmente o meio
de melaco (vinhaca 0%), que apos a fermentacao serviu como

fonte de inoculo (10 m1) para o meio de vinhaca 25% e assim
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sucessivamente ate o meio de vinhaca 100%, fechando a Pprimei
ra etapa. 0 experimento contou com 5 etapas sucessivas. Ve
rificou-se que durante o processo houve aumento da producao
de biomassa para as culturas de €. utilis, C. intermedia e C.
tropicalis. 0 mesmo aconteceu para C. robusta e C. stellatot
dea quando cresciam em meio de vinhaca 100%. Para as demais
leveduras houve flutuacao (¢. brumpti; C. pseudotropicalis;C.
javanieca) na producao de biomassa ou ate mesmo uma "adaptacao
negativa" (C. parapsilosis; C. krusei; C. melinii), tendo a
producao de massa celular diminuido com o processo de cultu
ras sucessivas. As leveduras que melhor assimilaram acucares
redutores (acima de 80%) em meio de vinhaca foram C. Znterme
dia e C. robusta. No final do processo, a producao de C. utz
lZs no meio de vinhaca alcancou 12,9 g/1, superior, portanto,
a resultados citados pela literatura. A autora concluiu que
o metodo nao pode ser entendido como adequado para o preparo
do inoculo devido ao tempo necessario a sua execu¢ao - cerca
de 32 dias - mas demonstra a adaptabilidade de certas 1levedu
ras ao meio contendo melaco e/ou vinhaca.

ANGELIS et alii (1979) estudaram o desempenho
de leveduras, em culturas puras e mistas, na fermentacao de
vinhaca suplementada com acido e sais minerais. Nos testes,
utilizaram as especies Candida utilis, C. lipolytica, Rhodoto
rula glutinis e Torula utilis. A suplementacao foi feita com
sulfatos de potassio, magnesio e amonio, ureia, acido fosf6ﬁj

co e melaco. Os autores verificaram uma maior aptidao das
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culturas mistas em produzir biomassa (3,5 a 5,6 g/1), sendo
que os meios suplementados com acido fosforico e sais mine
rais forneceram os melhores resultados. Ja as culturas puras
produziram celulas com maiores teores de proteina bruta (33,1
a 38,5%), principalmente quando desenvolvidas em meios pobres
(meio minimo mineral e vinhaca) e vinhaca suplementada com
sais de nitrogenio.

Objetivando o incremento da producao de celu
las e proteina de leveduras do genero Candida a partir da fer
mentacao de vinhaca, GAMBALE (1980) suplementou o efluente
com doses crescentes de K2504. Nos testes foram utilizadas
as especies C. membranaefaciens, C. krusei, C. stellatoidea,
C. solani e C. macedoniensis. 0s resultados mostraram que o
sulfato de potassio nao alterou a producao de massa seca e

proteina das leveduras utilizadas, com exce¢ao da especie C.

macedoniensis.
Estudo de adaptacao da levedura Candida solant

em substratos de vinhaga, foi realizado por TAUK em 1981. Nes

se mesmo trabalho, a autora estudou o desenvolvimento de C.
solant, C. utilis e C. tropicalis em culturas puras e mista
(c. solani - C. tropicalis), a partir de meios de vinhaca su
plementados com sais e acidos. A levedura €. solani nao apre
sentou qualquer grau de adaptabilidade em meios contendo vinha
ca. Em cultura pura, a levedura C. utilis apresentou os me
lhores resultados para a producao de biomassa e proteinas; a

producao maxima foi obtida com meio de .vinhaca suplementada
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com ureia e HiP0,. A associacao C. solani -~ C. tropicalis,
apresentou producao de biomassa e de proteina maior que as
respectivas culturas puras. A adicao de Na2HPO4 aumentou a
producao de massa celular nos diferentes cultivos. Embora o
potassio seja o elemento mineral em maior concentracao na vi
nhaca, o tratamento com K2504 apresentou os melhores resulta
dos de producao de biomassa e proteina para cultura pura de
C. solani e producao de proteina na cultura mista. A autora
concluiu, por fim, que a levedura C. utilis € superior a C.
solani na capacidade de produzir proteina microbiana a partir
de vinhaga.

KIYAN et alii (1982) estudaram o emprego de le
veduras em culturas puras e mistas na fermentacao de vinhaca
de mandioca. Utilizou-se as especies Candida utilis, C. Llipo
lytica, Rhodotorula glutinis e Torula utilis em culturas sim
ples ou em combinacoes duplas, tripla e quadrupla. Como Subs
trato foi usado sobrenadante da vinhaca de mandioca centrifu
gada, puro ou suplementado com melago, (NH4)2504, MgSo 4, ureia
e (NH4)2HPO4. Os autores verificaram que o teor de <cianeto
nao interferiu na producao de biomassa pelas leveduras, e que
as culturas mistas mostraram-se mais eficientes na -producao
de massa celular, em relacao as culturas puras.

Visando equilibrar nutricionalmente a vinhaca
para a producao de biomassa da levedura Rhodotorula gracilis,

SRUR e AQUARONE (1983) suplementaram-na com "Amiferm", resj

duo da fermentacao glutamica. O substrato para fermentacao
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foi constituido de 18 litros de vinhaca para 2 litros de Ami
ferm. Os autores verificaram uma reducéo'globa1 na composi
cao do efluente favorecendo a sua depuracao, e tornando-o me
nos poluidor. Embora o residuo da fermentagcao apresentasse
uma apreciavel reducao da DBO, esta continuou alta, em torno
de 7.000 ppm; bem acima, portanto, do valor maximo permitido
pela legislacao - 60 ppm, para o descarte em cursos d'agua.
Segundo os autores, tal limite podera ser ultrapassado caso o
efluente sofra tratamento que reduza a sua carga poluido

ra - DBO - em mais de 80%.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
3.1.1. Vinhaca

Utilizou-se, nos experimentos, vinhaca coleta
da na Usina Santa Helena, localizada no municipio de Piracica
ba - SP, em setembro de 1981. O efluente proveio da fermenta
¢ao de mosto misto (18-22°BRIX) e foi retirado da base da co
luna de destilacao A, a temperatura de 100-105°C.  Em segui
da, foi transportado ao Departamento de Tecnologia Rural -
ESALQ - USP, onde, depois de fracionado para frascos erlen
meyer de 1, 2 e 5 litros sofreu esterilizacao em autoclave, na
pressao de 1 atmosfera por 20 minutos. Apos resfriamento, oS
frascos de vinhaca esterilizados foram estocados em geladeira

a 4°c, para posterior utilizacao.
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3.1.2. Microrganismo

Pelas razoes expostas por ARAUJO et alii
(1977) e DE LANO e MENEZES (1978), optou-se pela utilizacao
de um fungo filamentoso para fermentar a vinhaca. Nos en
saios de selecao utilizou-se Aspergillus niger 17-9 e Asper
gillus oryzae ITAL-18 para fermentar meio de cultura composto
de meio 1iquido completo para Aspergillus substituido em do
ses crescentes com vinhaca. O Aspergillus oryzae ITAL-18 foi

escolhido por apresentar maior eficiencia e regularidade na

producao de biomassa.

3.2. Metodos

3.2.1. Preparo dos Meios de Cultura

Utilizou-se nos testes o0s seguintes meios de
cultivo:

a) Vinhaca;

b) Vinhaca isenta de solidos em suspensao;

c) Flegmaca

d) Flegmaca substituida progressivamente por

vinhaca;

e) Meio minimo;
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f) Meio minimo substituido progressivamente

por vinhaga;
g) Meio completo;

h) Meio completo substituido progressivamente

por vinhaca;

i) Vinhaca corrigida para diferentes valores

de pH.

Os meios de cultura a que se referem os 1itens
a, b, e, f, g, h, tiveram seus valores de pH corrigidos para
5,0 atraves do uso de NaOH 1,0 N ou HC1 1,0 N. Utilizou-se
essas mesmas drogas para a correcao dos valores de pH do meio
a que se refere o item i. A vinhaca apresentou pH inicial de
4,9.

0 meio de cultivo do item b foi o sobrenadante
obtido pela centrifuga¢ao da vinhaca a 2.000 rpm/10 min.

Os meios de cultura, depois de preparados, fo
ram esterilizados em autoclave, na pressao de 1,0 atmosfera
por 20 minutos.

A composicao do meio completo, segundo PONTE
CORVO et alii (1953), modificado por CHRISTIAS et alii (1975),

esta relacionada a segquir.



Composicao do Meio Completo:

GlucCoSe . iiitiin i nnannns 10,00 g
NaNOg weves eeneeeeieenninnn, 6,00 g
KHpPO g oeeeeveeeneinennnn, 1,52 g
MGS0, . THN0 weereieeennnass 0,52 g
KCT et eeneeee e eenaneoneannns 0,52 g
Peptona ......ccecoevence veocoo e 2,00 ¢
Extrato de levedura ........... 0,50 g
Acido nucleico «..ceeeeonns cane 0,50 g
Acido casaminado ......coeeevoo 3,00 g
Agua destilada ..ceeveevennoann 1.000 ml
PH oo eeerenoncccosooansssncass 5,0

OBSERVAGAQ: Para meio completo solido, adiciona-se 20,0 g de

agar.

A composicao do meio minimo, segundo PONTECOR

VO et alii (1952), esta abaixo relacionada.

Composicao do Meio Minimo:

GlUCOSE . vi ot nvncnonsonnos 10,00 g
NaNO3 ......................... 6,00 g
P 1,52 g
o T 0,52 g
MgSO4.7H20 .................... 0,52 g
Trac0S vttt tiietieeieennennnn Segundo LILLY e BARNETT (1951)
AQUA vttt ettt e e 1.000 ml
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A composicao e preparo da solucao tracgos,

gundo LILLY e BARNETT (1951), esta abaixo relacionada.

Composicao e Preparo da Solugao Tracos:

Fe(NO3)3.9H20 ...................... 0,7235 g
ZnSO4.7H20 ......................... 0,4298 g
MnSO4.4H20 cosseseascceecnoco s 0,2030 g

Dissolve-se os sais em 600 m1 de agua destila
da e adiciona-se H2304 ate a solucao tornar-se clara. Em se
guida, completa-se o volume para 1.000 m1. Utiliza-se 2,0 ml

desta solucao por litro de meio minimo.
3.2.2. Preparo do Inoculo

Durante a realizacao dos ensaios, manteve-se ©
Aspergillus oryszae crescendo em meio completo solido em enler
meyer de 500 m1. A incubagcao era feita em estufa na tempera
tura de 30°C. A repicagem, feita semanalmente, coincidia com
os trabalhos de inoculacao do fungo nos meios de cultura em
estudo. Para tanto, adicionava-se 200 m1 de uma solugao de

4

Tween 107" @ cultura esporulada e com auxilio de um bastao es

terilizado liberava-se os esporos para o meio, formando uma

suspensao. A contagem em camara de Neubauer revelou que a ri
~ 7

queza dessa suspensao estava na ordem de 0,5-2,0.10 espo

ros/m1. A quantidade de inoculo utilizada nos experimentos
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foi de 5% (5 m1 de suspensao de esporo/100 m1 de meio).

3.2.3. Parametros da Fermentacao

As fermentacoes foram realizadas em frascos er
lenmeyer de 250 m1 contendo 100 ml de meio de cultura. Os
meios foram submetidos a agitacao de 100 rpm em agitador rota
tive a temperatura de 30°C, por 72 horas.

No experimento em que se estudou a influéencia
da relacao volume do frasco/volume de meio na producao de bio
massa e proteina fungica, utilizou-se - em frascos de 250
ml - quantidades decrescentes de volume de substratos; de tal
forma que a relacao entre o volume do frasco e volume de meio
resultasse nas seguintes proporg¢oes: 2,5/1; 5,0/1; 7.5/1;
10,0/15 12,5/1.

Os resultados apresentados neste trabalho re
presentam a media aritmetica dos valores obtidos de frascos

de fermentacao em triplicata.

3.2.4. Separagao e Secagem da Biomassa

A biomassa fungica foi separada do meic fermen
tado por filtracao a vacuo, utilizando o papel de filtro
Whatman n® 1. 0 residuo liquido teve seu pH determinado em
potenciometro medidor de pH. A massa micelial, por sua vez,

foi secada em estufa a temperatura de 70°¢C por 72 horas.
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3.2.5. Determinacao de Nitrogenio Total e Proteina

Bruta

0 nivel de nitrogenio total na biomassa seca
foi determinado pelo metodo micro Kjeldahl, segundo BAILEY
(1967). Calculou-se o teor de proteina bruta no micelio
multiplicando-se os valores encontrados para nitrogenio total

pe 1o fator 6,25.

3.2.6. Determinacao da Demanda Bioquimica de Oxige
nio - 0805

Esta analise foi realizada no ensaio de produ

cao de biomassa em funcao do tempo de fermentacao, utilizando
vinhaca como meio de cultura, sob condicao padrao de cultivo.
A 0805 foi determinada no 1iquido residual da fermentacao da

vinhaca, segundo metodo proposto por HAUSLER Jdr. (1971).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producao de Biomassa e Proteina de A. oryzae em Meio

de Flegmaca, Flegmaca Substituida por Vinhaca em Do

ses Crescentes e Meio de Vinhaca

Em meio de flegmaca (0% de vinhaca) houve ape
nas tracos de crescimento submerso, que se apresentaram como mi
nusculas esferas miceliais, com diametro inferior a 0,5 mm.
Nos tratamentos com 20 a 40% de vinhagca o A. oryzae cresceu na.
forme de esferas, com diametro variando de 2 a 5 mm. Ja nos
meios contendo 80 a 100% de vinhaca o crescimento do fungo
apresentou um aspecto cotonoso e amorfo. Em substrato com 60%
de vinhaca, a forma de crescimento foi intermediaria entre
aquela citadas anteriormente.

0s dados da Tabela 1 e Figura 1 mostram que a
producao de biomassa e proteina fungica cresceu de maneira uni
forme em fung¢ao do aumento da concentracao de vinhacga nos

meios de cultivo. Ja o teor de proteina no micelio caiu: de



30,02% no meio com 20% de vinhaga, para 22 ,27% em meio de
vinhaca. Apos o processo fermentativo, o pH do meio de
vinhaca aumentou de 4,9 (inicial) para 7,2 (final).

A vinhaca utilizada pura, sem qualquer tipo de
enriquecimento, forneceu nutrientes organicos e minerais, que
permitiram a producao de 10,34 g de biomassa e 2,30 g de pro
teina fungica, por litro de efluente fermentado. Esse nivel
de producao e superior aqueles apresentados nos trabalhos de
SERZEDELLO et alii (1970), que utilizaram levedura (Toruta)
para fermentar vinhaca suplementada com di-amonio fosfato, gli
cose e residuo de vinhaca autolisado; aos de TAUK (1976), que
trabalhou com leveduras do genero Candida para fermentar Vi
nhaca pura (nao enriquecida); aqueles apresentados por MAR
TELLI e SOUSA (1978), que utilizaram Candida utilis na fermen
tacao de vinhag¢a pura; aos de TAUK e GAMBALE (1978), que tra
balharam com culturas mistas e puras de leveduras (Candida)
para fermentar vinhaca suplementada com H3PO4; aos resultados
de TAUK (1979a), que utilizou leveduras em culturas puras
(Rhodotorula) e mistas (Rhodotorula e Candida) na fermentacao
de vinhaca pura e suplementada com melagco, acidos e sais mine
rais; aqueles apresentados por ANGELIS et alii (1979), que
trabalharam em condicoes semelhantes a TAUK (1979a); aos re
sultados de GAMBALE (1980), que empregou leveduras do genero
Candida para fermentar vinhaca suplementada com KZSO4; aos de
TAUK (1981), que utilizou leveduras (Candida) em culturas pu

ras e mistas para fermentar vinhaca pura ou enriquecida com

39
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Tabela 1. Crescimento de 4. oryzae em Meio de Flegmaca, Meiocs
de Flegmaca Substituida Progressivamente por Vinha

ca e Meio de Vinhaca.

. Producao de Teor de Producao de
Substrato

Biomassa Proteina Proteina pH Final
% de Vinhaca g/1 % g/1
0 tracos de cresc. - - 7,00
20 1,57 30,02 0,47 7,61
40 3,67 22,53 0,83 7,53
60 6,05 20,84 1,26 7,37
80 8,65 22,08 1,91 7,27

100 10,34 22,27 2,30 7,21
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melaco, acidos e sais minerais; e aqueles apresentados por
KIYAN et alii (1982), que empregaram leveduras (Candida, Rho
dotorula e Torula) em culturas puras e mistas na fermentagao
do sobrenadante da vinnaca de mandioca centrifugada, pura ou
enriquecida com melaco.e sais minerais. Com excecao de MAR
TELLI e SOUSA (1978) que trabalharam com fermentador, todos
os demais autores realizaram seus experimentos em agitadores
rotativos.

Por outro lado, o rendimento na producao de bio
massa fungica do presente ensaio esta em acordo com os dados
apresentados por DE LAMO e MENEZES (19?8). Estes autores, uti
lizando o fungo A. oryzae na fermentag¢ao de vinhaca pura e
nao esterilizada, em agitador rotativo, obtiveram a producaoc
de 9,44 g/1; quando fermentaram vinhaca suplementada ¢om sais
de fosforo e nitrogenio o rendimento elevou-se para 11,95 g/
1. Ja ARAUJO et alii (1977), trabalhando com o mesmo fungo
para fermentar vinhaca enriquecida (fosforo e nitrogenio) e
nao esterilizada, em fermentador de 14 litros,conseguiram a
producao de 14,26 g de biomassa fungica por litro de vinhoto
fermentado. Apenas TAUK (1979b) e SRUR e AQUARONE (1983) con
seguiram produzir biomassa de leveduras a partir de vinhaca
(12 g/1) em niveis comparaveis com a producao obtida no pre
sente teste. A primeira autora conseguiu esse nivel de produ
cao apos 32 dias de adaptacao da levedura Candida utilis ao
meio de vinhaca, utilizando agitador rotativo; enquanto que

os segundos, desenvolvendo a levedura C. gracilis em vinhaca
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suplementada com Amiferm a 10%.

0s resultados apresentados anteriormente  mosS
tram que a utilizagao do fungo filamentoso 4. oryzaec € vanta
josa em relagao a de levedura, no que diz respeito a producgao
de biomassa microbiana, levando-se em consideragao as condi
goes experimentais em que foram realizados os testes.

A flegmaga, por ser constituida basicamente de
agua, influiu negativamente no rendimento das fermentagoes,
pois comportot-se como um fator de diluigao dos nutrientes
presentes na vinhaga. Sob esse ponto de vista, a Figura 1 e
os dados da Tabela 1 mostram que a produgao de biomassa e pro
teina fungica foi proporcional ao teor de vinhaga presente
nos substratos. Essa observagao esta de acordo com aquelas
feitas por FALANGHE (1962). Esse autor mostrou que a produ
¢ao de biomassa de Agaricus campestris e Boletus indecisus de
crescia a medida em que se aumentava a diluigao do meio de vi
nhaga com agua destilada. Observou, tambem, que os meios di_
luidos favorecem o crescimento mais rapido dos microrganismos,
mas contribuem para uma maior taxa de autolise da hifas; dimi
nuindo, assim, o teor de proteina na biomassa e aumentando a
porcentagem de solidos totais nos meios fermentados. Por ou
tro lado, meios com vinhaga concentrada possibilitaram maior
producao de biomassa de A. campestris e B. indecisus.

Contrariamente, porem, ao que observou FALANGHE

(1962), o teor de proteina na biomassa do A. oryzae foi mais

alto em substrato mais diluido: 30,02% em meio com 20% de
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vinhaca e 22,27% em meio de vinhacga.

Outro autor que associou o teor de solidos e
consequentemente, a concentragao de nutrientes - aos rendimen
tos da producao de biomassa de microrganismos a partir da fey
mentagao de vinhaga foi RASOVSKY (1973). Esse autor, estudan
do a fermentagao da vinhaga por leveduras, afirmou que o ren
dimento na produgao de biomassa.e de 16,8% sobre o Brix - per
centagem de solidos soluveis - da vinhaga.

Em nenhum dos trabalhos, citados anteriormen
te, ficou evidenciada a existencia de uma concentra¢ao maxima
de solidos - soluveis ou totais - na vinhaga, a partir da
qual o rendimento na produgao de biomassa microbiana comegas
se a cair. Apenas SERZEDELLO (1962) fixou em 1% o teor maxi
mo de acucares em vinhaca fermentada por leveduras do genero

Candida.

4.2. Producao de Biomassa e Proteina de A. oryzae em Meio

Minimo, Meio Minimo Substituido por Vinhaca em Doses

"Crescentes e Meio de Vinhacga

Como no experimento anterior, a forma do cres
cimento micelial variou em funcao da composigao centesimal do
meio de cultivo. Assim, nos meios com ate 30% de vinhaca, o
fungo cresceu na forma de esferas, com 3 a 5 mm de diametro.
Nos meios onde a concentragao de vinhaga foi igual ou supe

rior a 50%, o crescimento do fungo tomou aspecto <cotonoso e
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amorfo. A coloragao da massa micelial variou progressivamen
te da branca - no tratamento com 0% de vinhaca - para parda,
conforme aumentava o teor de vinhaga nos meios de cultura.
Observando os dacdos da Tabela 2 e Figura 2, nc
ta-se que houve um incremento progressivo da produgao de bio
massa fungica em funcao do aumento do teor de vinhaca na com
posicao dos meios de cultivo. Um comportamento inverso, en
tretanto, foi constatado para a percentagem de proteina bruta
no micelio. Assim, no meio com 0% de -vinhaga - meio mini

mo - a producao de biomassa foi minima (4,35 g/1) e o teor de

proteina bruta no micelio, maximo (32,04%); ja em meio com
100% de vinhaga, a producao de massa micelial foi maxima-
(12,69 g/1) e o teor de proteina bruta, minimo (22,73%). A

producao de proteina tambem aumentou de forma progressiva em
funcao dos tratamentos: de 1,39 g/1 em meio minimo, para 2,88
g/1 em vinhaga. O0s valores de pH dos residuos das fermenta
¢oes mantiveram-se acima de 7,6.

A composicao quimica do meio minimo e da vinha
ca de mosto misto € mostrada na Tabela 3. Observa-se que com
excecao dos teores de nitrogenio e fosforo, a vinhaga apresen
ta maiores niveis dos demais elementos: potassio, em meédia,
duas .vezes superior; magnésio, cinco vezes, enxofre, dez; ma
teria organica, tres vezes.

ARAUJO et alii (1977) em analise qualitativa e
quantitativa da vinhaca, constataram a presenca, em sua fra

¢ao organica, de carboidratos, acucares redutores, glicerol,
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Tabela 2. Crescimento de 4. oryzae em Meio Minimo, Meio Mini
mo Substituido Progressivamente por Vinhaca e Meio

de Vinhaca.

Substrato FProducao de Teor de Producdo de

Biomassa Proteina Proteina pH Final
% de Vinhaca g/1 % g/l
0 4,35 32,04 1,39 8,07
10 4,92 27,43 1,35 8,33
20 6,17 26,84 1,65 8,25
30 6,82 29,38 2,00 8,24
40 7,57 29,34 2,22 8,15
50 8,57 27,13 2,32 8,08
60 9,74 27,29 2,67 7,99
70 9,96 27,02 2,69 7,84
80 9,24 28,04 2,65 8,13
90 11,47 25,65 2,94 7,68

100 12,69 22,73 2,88 7,61
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Tabela 3. Composicao Quimica do Meio Minimo e de Vinhaca de

Mosto Misto.

Elementos Meig/??nimoa/ Ving7%ab/
Materia Organica 10,00 (glicose) 19,10 - 45,10
Nitrogenio (N) 1,00 0,33 - 0,70
Fosforo (P,0.) 1,60 0,09 - 0,61
Potassio (KZO) 1,70 2,18 - 4,59
Magnésio (Mg0) 0,10 0,33 - 0,66
Enxofre (804) O,éO 1,60 - 3,74

a/ Dados calculados a

partir da formulagao do meio minimo.

b/ Dados extraidos de GLORIA e ORLANDO FILHO (1984).
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gomas, fibras, gorduras, ceras e proteina. LIMA (1959), por
sua vez, observou a presenga de acidos organicos fixos e vola
teis. Esse mesmo autor e SERZEDELLO (1970), estudando o resi
duo da vinhaga (solidos em suspensao), notaram a sua riqueza
em celulas mortas de leveduras; sendo que LIMA (1959), obser
vou que o teor desse residuo em proteina bruta era de
42 ,69%. MARTELLI e SOUSA (1978), por sua vez, verificaram em
ensaios cromatograficos, a presenca de aglcares (sacarose e
frutose), acidos organicos (succinico), aminoacidos (leucina,
isoleucina e valina, principalmente) e outros componentes sub
produtos da fermentagao alcoolica. A vinhaga segundo defini
cao apresentada por STAINER et alii (1969), por apresentar em
sua composig¢ao componentes quimicos - nutrientes - conhecidos
e desconhecidos, pode ser considerada como um meio complexo.

Apesar de apresentar baixos teores de material
nitrogenado e fosfatado, o meio de vinhaga permitiu a produ
¢ao de tres vezes mais biomassa e duas vezes mais proteina
fungica, em relagao ao meio minimo; o que evidencia a maior
riqueza de vinhaga em nutrientes organicos e minerais.

A deficiencia da vinhaca em compostos nitroge
nados e fosfatados € reconhecida pela maioria dos pesquisado
res que a estudaram com finalidade de utiliza-la como fertili
zantes ou em processos fermentativos. A suplementacao da vi
nhaca com sais ou acidos minerais a base de fosforo e nitroge
nio resultou em aumento na producao de biomassa e/ou proteina

de levedura nos trabalhos realizados por SERZEDELLO et alii
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(1970), TAUK (1978), TAUK e GAMBALE (1978), TAUK (1979a),
ANGELIS et alii (1979), TAUK (1981) e KIYAN et alii (1982).
Tambem DE LAMO e MENEZES (1978), trabalhando cem A. oryzae,
verificaram que a suplementacao da vinhaga com sais de fosfo
ro e nitrogenio resultou num aumento medio de 20% na producao
de biomassa do fungo, em relagao ao meio de vinhaca nao suple
mentada. Por outro lado, MARTELLI e SOUSA (1978) estudando
a composicao quimica da vinhaca - nao suplementada - antes e
depois de sofrer fermentacao por Candida utilis notaram  que
as fontes de carbono, nitrogenio e fosforo nao foram totalmen
te consumidas pelos microrganismos, exceto os acgucares reduto
res totais e nitrogenio aminico, fazendo crer que a quantida
de desses nutrientes e suficiente em relagao ao material fer
mentavel presente na vinhacga.

No presente experimento, a producao de biomas
sa de A. oryzae a partir do meio de vinhacga (12,69 g/1) foi
semelhante aquela obtida por DE LAMO e MENEZES (1978) - 11,95
g/1 - utilizando o mesmo fungo para fermentar vinhaca enrique
cida (fosforo e nitrogenio) e sob semelhantes condic¢oes de
cultivo. Houve semelhanca, tambem, com resultado obtido por
ARAUJO et alii (1978) - 12,60 g/1 - quando utilizaram o A.
oryzae na fermentacao de vinhacga nao esterilizada e tratada

com bentonita, usando, para tal, fermentador de 20 Titros.
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4.3. Producao de Biomassa e Proteina de 4. oryzae em Meio

Conpleto, Meio Completo Substituido por Vinhagca -em-

Doses Crescentes e Meio de Vinhaca

Neste experimento o fungo cresceu na forma de
esferas, com diametro de 3 a 4 mm, nos tratamentos com ate
50% de vinhaga. A partir desta concentracgao, o crescimento
micelial tomou aspecto cotonoso e amorfo. N3ao houve influen
cia da forma de crescimento micelial no processo de separagao
da biomassa, a partir da vinhaga fermentada, em nenhum dos en
saios. A coloracao da massa micelial variou progressivamente
da branca para a parda, conforme se aumentava o teor de vinha
¢a nos meios de cultivo.

0s dados apresentados na Tabela 4 e Figura 3
mostram que a produgao de biomassa foi incrementada progressi
vamente em fungao do aumento da concentragao de vinhaga nos
meios de cultura. Passou de 6,12 g/1 em meio completo, para
12,82 g/1 em meio de vinhaga, representando um aumento de pro
dugcao da ordem'de 100%. Contrariamente, o teor de proteina
bruta na biomassa fungica diminuiu, tambem, de forma progres
siva em fungao do tratamento realizado. Caiu de 40,32% em
meio completo, para 20,70% em vinhaca, representando uma que
bra no teor proteico da biomassa fungica de 50%. Assim, con
sequentemente, houve uma variagao muito pequena na produgao
de proteina entre os tratamentos. O0s pH finais dos substra

tos fermentados permaneceram acima de 7,6.
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Tabela 4.

Crescimento de A. oryzae em Meio Completo, Meio
Completo Substituido Progressivamente por Vinhaca-

e Meio de Vinhaca.

Substrato Producao de Teor de Producao de

Biomassa Proteina Proteina pR Final
% de Vinhaca g/1 % g9/1
0 6,12 40,32 2,47 7,75
10 6,93 34,76 2,41 7,98
20 7,63 34,74 2,65 8,03
30 8,40 35,17 2,95 8,03
40 8,08 31,87 2,57 8,07
50 8,36 32,60 2,72 8,10
60 9,60 28,89 2,77 7,93
70 10,59 27,09 2,87 7,81
80 9,58 28,17 2,70 8,07
90 11,46 24,74 2,83 7,67

100 12,82 20,70 2,65 7,61




53

‘ROQYULA SPp OLI| 9 ed”vyulp 40d 3d3usuw

mimmm;moé opLnaLasgng 039 (dwo)y oLaW ‘033 dwoy oLdy we evzfgo

0lvy1s8NS ON VIVHNIA 30 %

Y 9p 03uawLidsau) *g eunbiyg

Ol 0
col 06 o.m 0m o.m. o,m o_v o.m ow _ - o
N
8
-1 c P i
b
]
o
-2 o e =91
— | m
—— ——— e e+ it + —_—T U~ e—" w
e C— ¢ S—— et | d———— ¢ S— . . 'mo Im rw_
l
o
p-d
-p 5 Ly 3 Loz
& )
N > e
N Lg T g P et
(@)
O
-9 M -2
aQ
o
-2 5 Loz
wm
(%]
ol
~8 ~ -82
[s)
~
-6~ 0¢
01 [-2¢
~11 -b¢
21 -9¢
NJ310dd 30 0Y3NA0¥d —-—:= N
O1730IW ON VN]3LO¥d 30 ¥03L —--== AN ~¢1 8¢
VSSVYIWOI8 30 0Y¥3Na0yd AN
AN Ly Lov

301N ON VNI310dd 30 403l

’

(%) oin



54-

-0 meio completo alem de ter em sua composicao
quimica os elementos utilizados no meio minimo, apresenta
peptona, extrato de levedura, acido casaminado e acido nuclei
co; sendo por isso, considerado um meio complexo..- Essa maior
riqueza em nutrientes do meio completo fez com que a sua pro
ducao de biomassa e proteina de 4. oryzae fosse maior, quando
comparada ao meio minimo.

A superioridade do meio de vinhaga em relagao
ao meio completo na producao de biomassa de 4. oryzae, pode
ser explicada pela riqueza em sua composicao quimica de nutri
entes organicos e minerais, tal como foi observado por LIMA
(1959), SEZEDELLO et alii (1970), ARAUJO et alii (1977), MAR
TELLI e SOUSA (1978) e GLORIA e ORLANDO FILHO (1984).

Vinhaca e meio completo produziram quantidades
equivalentes de proteina bruta de A. oryzae: 2,65 g/1 e 2,47
g/1, respectivamente. E muito provavel que o teor de proted
na bruta no micelio do fungo desenvolvido em meio de vinhaca,
pudesse ser aumentado mediante 0 enriquecimento deste meio de
cultivo com sais minerais a base de fosforo e nitrogenio; 0

que resultaria num aumento da producao final de proteina bru

ta.

4.4. Influencia da Fracao Solidos em Suspensao da Vinhaca

na Producao de Biomassa e Proteina de 4. oryzae

Neste experimento a forma de crescimento
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micelial nao foi afetada pela presenca ou ausencia da fracao
solidos em suspensao na vinhaga; tomou em ambos os casos, as
pecto cotonoso e amorfo. O0s dados da Tabela 5 mostram que O
fungo 4. oryzae crescendo em vinhaga isenta de solidos em sus
pensao produziu 14% menos biomassa e 37% menos proteina fungi
ca em relagao ao meio de vinhaga.

Ao contrario dos demais experimentos realiza
dos onde o teor de proteina no micélio variou de forma inver
sa a producao de biomassa, neste caso o teor de proteina foi
maior no tratamento em_que se verificou uma produgao de massa
micelial mais alta.

0Os resultados encontrados,; que evidenciam 0
efeito benefico dos solidos em suspensao da vinhaga na produ
¢ao de biomassa e proteina fungica, podem ser explicados, em
parte, pelas observacgoes de LIMA (1959) e SERZEDELLO et alii
(1970). Entretanto, parte do aumento da producao de biomassa
e proteina do A. oryzae, observado no tratamento da vinhaca
(com solidos em suspensao), deve ser creditado ainteragoes fi
sicas entre as hifas do micelio e as particulas solidas pre
sentes no meio de cultivo. Entretanto, e dificil quantificar
a contribuig¢ao individual dos efeitos da absorcao metabolica
e da adsorcgao - dentre outras interacgoes fisicas - no aumento
de produgao observado.

Uma boa parcela dos pesquisadores relatou, em

seus trabalhos, terem utilizado nas fermentagoes, vinhaga cen

trifugada ou decantada. Dentre eles: LIMA (1959), SERZEDELLO
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Tabela 5. Influencia da Fracdo Solidos em Suspensao de Meios

de Vinhaca no Crescimento de 4. oryzae.

Producao de Teor de Producao de

Substrato Biomassa Proteina Proteina pH Final
g/l % g/1
Vinhaca 12,35 20,95 2,57 7,46

Sobrenadante 10,49 17,89 1,88 7,51
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et alii (1970), TAUK (1978), MARTELLI e SOUSA (1978) e KIYAN
et alii (1982) que trabalharam com leveduras; e ARAUJO et alii
(1978) que utilizaram fungo filamentoso. E possivel ques tal
tratamento tenha depreciado a producao de biomassa 2/ou pro
teina microbiana em tais experimentos, em virtude da supres
sao da fonte de nutrientes representada pelos solidos em sus
pensao. Tal fato foi observado, embora de forma Timitada,

por SERZEDELLO et alii (1970).

4.5. Influencia do pH inicial de Meios de Vinhaca na Produ

cao de Biomassa e Proteina de A. oryzae

0 aspecto do crescimento micelial foi o0 mesmo
daquele ja descrito para fermentacao em meio de vinhacga. 0b
serva-se, pelos dados apresentados na Tabela 6, que ocorre o
crescimento micelial, apenas a partir da vinhaca com pH 4,0.
A produgao de biomassa foi crescente ate o pH 6,0; deste pon
to em diante houve uma estabilizagao. Um comportamento inver
so foi constatado para o teor de proteina bruta no micelio, co
mo pode ser observado pela Figura 5. 0 teor de proteina na
biomassa foi minimo onde sua producao foi maxima: pH 6,0. A
producao de proteina bruta manteve-se praticamente constante.
Apesar do aumento progressivo dos valores iniciais do pH dos
meios de cultivo, os seus valores finais, obtidos apos as fer
mentacgoes, experimentaram apenas um leve incremento; sendo

que, com excecao do tratamento pH 4,0, todos os demais
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tiveram valores situados na estreita faixa de 7,61 e 7,91.

A forma da curva de produgao de biomassa mos
trada na Figura 5, esta em acordo com as citacoes de COCHRANE
(1958); para quem os fungos apresentam crescimento maximo nu
ma certa faixa de valores de pH de um dado meio de cultura,
sendo que, valores extremos - tanto acima como abaixo cau
sam uma queda nesse crescimento. Dessa forma, pode-se prever
uma queda de producao de biomassa de 4. oryzae em meio de vi
nhaga, a partir de algum valor alem do pH inicial 7,0.

A inexistencia de crescimento no tratamento pH
3,5 decorre, muito provavelmente, da incapacidade dos esporos
do A. oryzae em germinarem nesse valor de pH, em meio de vi
nhaga. Entretanto DE LAMO e MENEZES (1978) relatam a produ
cao de biomassa de A. oryzae ITAL-18 (mesma cepa utilizada no
presente trabalho) em meio de vinhaga com pH inicial em torno
de 3,0. Essa aparente contradicao pode ser entendida pelo fa
to desses autores terem utilizado no inoculo celulas vegetati
vas e nao os esporos do fungo. Nesse sentido, COCHRANE (1958)
afirma que a faixa de um meio de cultivo em que ocorre a ger
minagao de esporos de fungos e mais estreita aquela do cresci
mento vegetativo.

Para COCHRANE (1958), o aumento do pH observa
do durante o crescimento de fungos num determinado substrato
deve-se & absorcao de anion - dentre eles os acidos organi
cos - ou producao de amonia a partir de compostos nitrogena

dos. LIMA (1959), por sua vez, trabalhando com Candida
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Tabela 6. Influencia do pH Inicial de Meios de Vinhaca no

Crescimento de 4. oryzae.

Substrato Plr‘Boidol:nca:-;lsos ade -Fr’»igge ng PrPOrdoutceaTon ade pH Final

pH g/1 % g/l

3,5 nao houve cresc. - - 3,57
4,0 9,58 29,40 2,82 6,75
4,5 11,01 26,53 2,92 7,61
5,0 12,37 23,22 2,87 7,77
5,5 13,03 23,62 3,08 7,82
6,0 13,43 21,61 2,90 7,82
6,5 13,11 23,31 3,05 7,88

7,0 13,14 23,79 3,12 7,91
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utilis na fermentacao de vinhaga, observou esse mesmo aumen
to para o pH do substrato. Esse pesquisador demonstrou que a
levedura alimentar consumiu totalmente os acidos organicos vo
lateis da vinhaca nas primeiras sete horas da fermentacgao.
Tais observacgoes apontam no sentido de que o aumento do pH da
vinhagca - fermentada pelo 4. oryzae - verificado no presente
trabalho, seja tambem devido @ assimilagao dos acidos organi
cos por este fungo.

Embora nas condigoes experimentais do presente
trabalho, o A. oryzae tenha produzido mais biomassa em meio
de vinhagca com pH proximo a neutralidade, os experimentos rea
1izados por DE LAMO e MENEZES (1978) mostraram que para fer
mentacoes nao asseéticas torna-se necessario manter o pH da vi
nhaga numa faixa acida, para se evitar o problema das contami

nagoes.

4.6. Influencia da Relacao VF/VM na Producao de Biomassa e

Proteina de A. oryzae, em Meio de Vinhaca

Nos tratamentos onde a relagao entre o volume
do frasco e volume de meio (VF/VM) foi de 2,5:1 e 5,0:1, o
fungo apresentou crescimento submerso do tipo cotonoso e amor
fo; tal como ja foi citado para meios de vinhacga. Entretan
to, a partir da relacao 7,5:1 houve esporulagao crescente do
fungo, que apresentou crescimento superficial. Tal crescimen

to ocorreu nas bordas de contato entre o meio de cultura e as
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paredes dos frascos.

Observando os dados da Tabela 7, nota-se que
as melhores producoes de biomassa - acima de 13 g/1 - foram
obtidas nos tratamentos 7,5:1 e 10,0:1. Entretanto, nestes
tratamentos a percentagem de proteina bruta da bijomassa foi
‘minima. Nota-se, também, que os tratamentos 5,0:1 e 12,5:1

foram equivalentes para a producao de biomassa e proteina. O

tratamento 2,5:1, que representou as condigoes normais de cul

tivo,. apresentou o mais alto teor de proteina na biomassa
(24,93%) e a mais alta producao final de proteina bruta
(3,04 g/1).

Examinando-se a Figura 6 constata-se a tenden
cia, ja antes descrita, da producao de biomassa relacionar-se
de forma inversa com a producao de proteina bruta. Essa ten
dencia se manifestou de forma mais clara quando se trabalhou
com frascos erlenmeyer de 500 ml. Os resultados desse experi
mento sao mostrados no apendice deste trabalho.

FREEDMAN (1969) demonstrou que a taxa de absor
cao de oxigenio por um meio liguido, contido num frasco agita
do, € inversamente proporcional ao seu volume; ou seja, meno
res volumes de meio incorporam proporcionalmente maiores quan
tidades de oxigenio. Sendo os fungos organismos aerobicos,
esperava-se que a producao de biomassa de A. oryzae aumentas
se, ate um certo ponto, em fungao do incremento da relacao
VF/VM. Tal comportamento pode ser observado, embora de manei

ra grosseira, no experimento em que se utilizou frascos de
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Tabela 7.
Influencia da Relacao VF/VM no Crescimento de 4.

oryzae em Meio de Vinhaga.

Tratamento rroducao de Teor de Producao de

Biomassa Proteina Proteina pH Final
vF/ymd/ g/1 % a/1
2,5:1 12,18 24,93 3,04 7,73
5,0:1 11,61 22,61 2,62 7,93
7,5:1 13,63 21,68 2,96 8,01
10,0:1 13,09 21,11 2,76 8,03
12,5:1 11,63 22,89 2,66 8,22

a/ VF/VM - Volume do Frasco/Volume de Meio.
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500 m1. Naquele em que foram usados frascos de 250 ml, houve

respostas ao tratamento, mas nao da forma esperada. Ao con
trario, levando-se em consideracao as duas formas de cresci
mento - submersa e superficial - observada no ensaio, consta

ta-se que a produgao de biomassa caiu quando se aumentou a re
lagao VF/VM,

Resultado tambem anomalo foi observado por DE
LAMO e MENEZES (1978). Esses pesquisadores nao observaram va
riagao na producao de biomassa de A. oryzae quando fermenta
rat meio de vinhaga em frascos agitados com velocidades de
150, 200 e 250 rpm.

Finalizando, os resultados obtidos nos testes
com frascos de 250 e 500 ml evidenciaram que altas taxas de
aeracao influiram negativamente na produgcao de biomassa de
A. oryzae, uma vez que determinou a mudanca da forma de cres
cimento; de submerso para superficial com produgao de espo

ros, 0 que nao e conveniente para 0s propositos deste traba

Tho.

4.7. Taxa de Reducao da Demanda Bioquimica de Oxigenio

(DBO5) e Producao de Biomassa e Proteina de 4. oryzae

em Meio de Vinhaca, sob Diferentes Tempos de Fermenta

gao

Este experimento foi realizado nas condigoes

de cultivo citadas no item 3.2.3, sendo que as colheitas de
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biomassa fungica foram feitas em intervalos de 12 horas.

Os resultados experimentais sao mostrados na
Tabela 8 e 9 e Figura 7.<$Nota-se que houve crescimento fun
gico ou produgcao crescente de biomassa, ate o tempo de 84 ho
ras de fermentagao; a partir desse ponto observou-se uma Ti

geira queda na producao de biomassa. Um comportamento exata
mente contrario foi observado para o teor de proteina bruta
no micelio. Assim, enquanto A. oryzae cresceu, produzindo
biomassa, o teor de proteina em seu micelio diminuiu, e quan

do foi observado queda na producgao de biomassa, notou-se um

incremento no nivel de proteina micelial. Dessa forma, a pro

dugcao final de proteina bruta praticamente estabilizou-se
apos 48 horas de fermentagao, permanecendo em torno de 2,5
g/1l.

Por outro lado, pode-se observar claramente a
estreita correlacao existente entre a produgao de biomassa
fungica e a reducao da DBO5 na vinhaga fermentada. Assim, nos
intervalos - 24/36 horas e 48/60 horas - onde houve uma maior
velocidade de crescimento do A. oryzae, a taxa de redugao da
0805 foi proporcionalmente mais alta.

COCHRANE (1958) afirmou que fungos filamento
sos, cultivados em meios liquidos agitados, apresentam curva
de crescimento caracteristica, que sao compostas por tres fa
ses distintas: crescimento nao aparente; crescimento rapido,
e autolise. A primeira fase - crescimento nao aparente - nao

esta representada na Figura 7 uma vez que a primeira colheita
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Tabela 8. 1Influencia do Tempc de rermentacao no Crescimento
de A. oryzae em Meio de Vinhaca.
Tempo de Producao de Teor de Producao de
Fermentacao Biomassa Proteina Proteina pH Final
Horas g/l % g/l

24 2,23 40,52 1,31 5,49
35 7,42 28,72 2,13 7,16
48 8,74 27 ,51 2,40 7,23
60 11,79 20,60 2,43 7,66
72 12,64 20,12 2,54 7,47
84 13,38 18,02 2,41 7,12
96 13,04 19,29 2,52 7,18
108 12,71 19,47 2,47 7,38
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Tabela 9. Taxa de Reducdo da Demanda Bioquimica de Oxigenio
(DBOS) na Vinhaca Fermentada com A. oryzae, em Fun

cao do Tempo de Fermentacao.

Flimgztaggo DBO Taxa de Reducao

Horas mg/ 1 %
0 14.370,4 -

24 13.296,2 7,48

36 8.944,4 27,76

48 8,185,2 43,04

60 4.240,7 70,49

72 3.425,9 76,16

84 2.888,8 79,90

96 2,629,6 81,70

108 2.240,7 84,41
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de biomassa foi realizada apos 24 horas de fermentagao. Pro
vavelmente essa fase existiu dentro das primeiras 12 horas de
fermentacao. A fase do crescimento rapido € visivel: ocorreu
entre o periodo de 24 e 60 horas. A partir desse ponto, a ve
locidade de crescimento declinou, tendendo a estabilizagao na
producao de biomassa.

A reducao da producao.de biomassa, observada a
partir das 84 horas até o final do periodo experimental, nao
pode ser atribuida a autolise das hifas do fungo. Prova dis
to e que nao se observou nesse periodo qualquer queda na taxa
de redugao da DBO5 na vinhaca fermentada, como tambem nao se
constatou qualquer diminuicao na producao final de proteina
bruta. Dessa forma, pode-se afirmar que a fase autolitica
nao ocorreu dentro do tempo experimental de 108 horas. Nesse
sentido, DE LAMO e MENEZES (1978) trabalhando em condigoes se
melhantes de fermentacao, relataram que nao houve ocorrencia
de lise das hifas de A. oryzae dentro do periodo experimental
de 96 horas.

Ate o final do tempo experimental - 108 ho

ras - a taxa da DBO. foi crescente, atingindo o

5 nivel de

84,41%. No tewmpo padrao em que foram realizados os testes do
presente trabalho - 72 horas - a reducgao da 0805 atingiu
76,18%. Esse resultado esta proximo agueles obtidos por
ARAUJO et alii (1977), que trabalharam com fermentador de 14
litros, e DE LAMO e MENEZES, com fermentador de 30 1litros;

os indices de redugao da DBO; foram: 79,50% e 77,50%,
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respectivamente. Ja, SRUR e AQUARONE (1983), trabalhando com
levedura, nas condigoes ja discutidas anteriormente, consegui
ram uma reducao de 74,5%.

Mesmo considerando o periodo de 108 horas de
fermentacao, do presente experimento, constata-se que a carga
poluente do efluente - vinhaca fermentada - e ainda muito ele
vada: DBO5 = 2.240,7 mg de 02/]. A mesma constatagao pode
também ser feita nos trabalhos citados no paragrafo anterior.
Tal fato aponta no sentido de que a vinhaca, apos ser fermen
tada visando a producao de proteina microbiana, deve ainda so
frer tratamento subsequente para diminuir, ainda mais, sSua
carga poluente, quando se tem por objetivo um poSterior des
carte nos corpos receptores.

Nos experimentos anteriores, pode-se observér
uma correlacao negativa entre a produgao de biomassa e a por
centagem de proteina bruta no micelio do fungo, fazendo com
que a producao final de proteina bruta tendesse para um valor
constante. Por outro lado, observando a estreita correlagao
que existe entre a producao de biomassa e a taxa de reducao
dae DBOS, pode-se afirmar que, nos trabalhos de fermentagao da
vinhagca com 4. oryzae, deve-se procurar os tratamentos qgue

resul tem em maiores rendimentos em biomassa.

OBSERVAGAO: Quando se procurou construir a curva de producao
de biomassa para meio de vinhaga com pH corrigido para 6,0 e

relacao VF/VM = 7,5 - tratamentos que apresentaram maior
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producao de biomassa fungica - notou-se, nas fermentacgoes,
uma ampla variagao, tanto nas formas de crescimento do fungo
no substrato quanto na producao de biomassa dentro de cada

tratamento; razao pela qual esses resultados nao serao consi

derados.



5. CONCLUSOES

714

Com base nos resultados obtidos no presente

trabalho, foram estabelecidas as seguintes conclusoes:

a)

A vinhaca de mosto misto pode ser considera
da como substrato para a producao de biomas

sa e proteina de 4. oryzae.

A vinhaca nao deve sofrer mistura com fleg
maca ou qualquer outro efluente que contri
bua para reduzir a concentracac de seus nu

trientes,

A vinhaca permitiu a producao de tres vezes
mais biomassa e duas vezes mais proteina
bruta de 4. eryzae quando comparada ao meio
minimo, demonstrando assim sua maicr rique

za em nutrientes.
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d) A vinhaca possibilitou a producao de duas
vezes mais biomassa em relacao ao meio com
pleto; mas no que diz respeito a producao
de proteina bruta, estes dois meios de cul

tura equivaleram-se.

e) 0 teor de vinhaca nos meios de cultivo afe
tou a forma do crescimento do A. oryzae.
Meios que apresentaram mais de 50% de vinha
ca em sua composicao determinaram crescimen
to fungico de aspecto amorfo e cotonoso. Em
substratos que apresentavam baixos teores
de vinhaca em sua composicao, o0 A. oryzae
cresceu na forma de esferas. A forma de
crescimento do fungo nao interfere na sepa

racao da biomassa.

f) 0s solidos em suspensao presentes na vinha
ca contribuem positivamente na producao de
biomassa e proteina bruta de 4. oryzae; nao
devendo, por isso, serem separados do subs

trato.

g) 0 fungo A. oryzae produziu maior quantidade
de biomassa em meio de vinhaca com o pH ini

cial 6,0.

h) 0 processo de fermentacao da vinhagca com A4.
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oryzae acarreta aumento nos valores de pH,
elevando-o0s acima do ponto da alcalinidade.
Visualiza-se, dessa forma, a necessidade de
controle de pH para fermentacSes nao assep

ticas.

i) 0s valores da relagao VF/VM influiram na
forma de crescimento do 4. oryzae. . Valores
crescentes - a partir de 7,5 - da relacao
VF/VM influiram negativamente nos resulta
dos das fermentacOes, uma vez que determina
ram a forma de crescimento superficial, com
producao crescente de esporos nos tratamen
tos. A melhor producao de proteina bruta
foi obtida com o menor valor - 2,5 - da re
lacao VF/VM, que representou as condi¢oes

normais de cultivo.

j) Constatou-se a existencia de uma correlacio
negativa entre a producao de biomassa de A.

oryzae € 0 teor de proteina bruta na mesma.

1) Observou-se, tambem, uma estreita corre]g
cao entre a taxa de reducao da 0805 da vi

nha e a producao de biomassa fungica.

m) Apos a fermentacao, a vinhaga apresentou,

ainda, niveis elevados de carga poluente, o
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que permite visualizar a necessidade de um
tratamento posterior, antes do descarte nos

cursos d'agua.

Em trabalhos que utilizam a vinhaca como
substrato de fermentag¢ao para producgao de
massa micelial de A. oryzae, deve-se buscar
os tratamentos que possibilitam um maior
rendimento em termos de producao de bioma

sa e, consequentemente, maior reducgao da
0805 do efluente, uma vez que a producac de
proteina bruta tende para um valor constan

te.
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Tabela 10. Influencia da Relacao VF/VM no Crescimento de 4.
oryzae em Meio de Vinhaca.
Tratameg;o P%?tﬁf?;:e ligzefﬂg Pﬁ%iﬂ&i%;je pH Final
VM/VF g/l % g/1

2,5 9,19 25,84 2,47 7,35
5,0 9,48 25,43 2,41 7,67
7,5 9,39 22,10 2,08 7,77
10,0 11,01 19,08 2,10 7,99
12,5 10,69 18,77 2,00 8,02

a/ VF/VM - Volume do Frasco/Volume de Meio.

VF =

500 ml
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