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RESUMO

A producao e consumo de alimentos industrializados tém aumentado a preocupacao com suplementacao e enriquecimento de alimentos
com vitaminas e sais minerais, visando repor as possiveis perdas durante os processos de fabricacao, principalmente das vitaminas
hidrossoluveis, mais especificamente da vitamina B, ou riboflavina. Assim sendo, a proposta deste trabalho foi utilizar como componente
principal do meio, para producao da riboflavina, um subproduto do refino de 6leos vegetais e o microrganismo Candida guillermondii DM
644. A producao da vitamina B, foi realizada por fermentacao em batelada utilizando Erlenmeyer. As condicoes empregadas foram
agitacao orbital, auséncia de luz, 30°C, e 24h de incubacgao. A otimizacao da producao de riboflavina foi realizada através de Delineamen-
to Fatorial Fracionario, para avaliar os efeitos da concentracao de matéria graxa, fonte de nitrogénio, pH, velocidade de agitacao, fonte de
fosforo e extrato de levedura e as possiveis interacoes. A concentracao maxima de riboflavina foi 19,12pug/mL. Os fatores mais importan-
tes para producao de riboflavina foram a concentracao de matéria graxa e a fonte de nitrogénio, enquanto que a fonte de fésforo e o
extrato de leveduras nao estimularam sua biossintese. A maxima producao foi obtida com matéria graxa a 10g/L, uréia a 2,5g/L e pH
5,0. A velocidade de agitacao (200 e 400rpm) nao interferiu no processo biotecnolégico.
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SUMMARY

UTILIZATION INDUSTRIAL WASTE FROM VEGETAL OILS RIBOFLAVINE PRODUCTION BY Candida guilliermondii DM 644. The ever
growing production and consumption of industrialized foods have increased the concern about supplementation and enrichment of
food with vitamins and minerals, attempting the replenishment of the possible losses during their production processes, mainly the
hydrosoluble vitamins, more specifically B, vitamin or riboflavin. A subproduct of vegetal oil refining and the microorganism Candida
guilliermondii DM 644 were used as the main substrate. The vitamin B, was produced by the batch fermentation process using flasks
with microorganism suspension, kept in orbital agitation, in the dark at 30°C for 24 hours. Optimization of the riboflavina production
was carried out using a fractional factorial design, to evaluate the effects of oil substrate concentration, nitrogen source, pH, orbital
agitation velocity, phosphate source, and yeast extract and the possible interactions. The maximum value of riboflavin concentration
was 19.12ug/mL. The most important factors for riboflavin production were oil substrate concentration and nitrogen source, while
phosphate source and yeast extract did not stimulate riboflavin production. The best conditions to produce riboflavin by C. guilliermond @
DM 644 were: oil substrate 10g/L, urea 2.5g/L and pH 5.0. The orbital agitation velocity (200 and 400rpm) did not interfere in the

biotechnological process.
Keywords: vitamin B,; yeast; vegetable oil industrial waste.

1 - INTRODUCAO

A riboflavina ou vitamina B, faz parte do complexo B
cujo consumo mundial € de aproximadamente 1.250 to-
neladas por ano. De acordo com a fonte de onde € extrai-
da, ela podera ter varias denominacdes como:
lactoflavina, ovoflavina, hepatoflavina e uroflavina [12].
Suas principais fontes na alimentacdo sdo carne, ovo,
pescado e leite, apresentando ainda grandes variacoes
de concentracao entre as hortalicas e leguminosas. Deve-
se ressaltar ainda a riqueza dessa vitamina nas levedu-
ras. Sua forma livre € um produto natural relativamente
raro, ocorrendo em maiores concentracoes na retina,
urina, leite e fluido seminal de animais, como também
em alguns orgaos vegetais [19].

Essa vitamina é comercialmente produzida por sin-
tese quimica e por fermentacao microbiana, sendo esta
ultima preferida, pois tem propiciado o desenvolvimento
de novas tecnologias com diminuicdo de custos e alta
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produtividade. Deve ser ressaltado que a riboflavina é a
Unica vitamina que € rapida e totalmente sintetizada em
altas concentracdes por microrganismos.

Com o aumento do consumo de produtos alimenti-
cios industrializados, aumenta a preocupacao com a per-
da de nutrientes durante o processo de fabricacao dos
mesmos, principalmente no que diz respeito as perdas
de vitaminas hidrossoltveis, essenciais ao bom funcio-
namento e desenvolvimento do organismo. A maior par-
te da riboflavina € usada em formulacdes farmacéuti-
cas, enriquecimento de alimentos e suplementos alimen-
tares para industrias, de forma a minimizar essas per-
das [8,14].

Considerando os resultados promissores obtidos uti-
lizando residuos industriais na composicao de meios de
cultivo para producao de riboflavina por microrganismo,
o aproveitamento de uma matéria bruta de baixo custo
(subproduto ou residuo industrial) € uma alternativa via-
vel na investigacao da producao dessa vitamina.

O presente trabalho teve como objetivo a producao
de riboflavina por processo biotecnologico cultivando
Candida guilliermondii DM644 num subproduto de refi-
naria de 6leos vegetais, considerando que ha uma ca-
réncia a nivel nacional de producao dessa vitamina e
que o mercado consumidor tende a se expandir. Por ou-
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tro lado, sua producao industrial pode ser economica-
mente viavel pela utilizacdo de um substrato de baixo
custo.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

2.1.1 - Microrganismo utilizado e manutencao

A linhagem de Candida guilliermondii DM 644 foi pro-
cedente da Micoteca do Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco.

A cultura de C. guilliermondii foi mantida em tubos
de ensaios com o meio de cultura descrito por OZBAS &
KUTSAL [13], com a seguinte composicao em gL!: 20 de
glicose; 5 de peptona; 5 de extrato de levedura; S de ex-
trato de malte; 0,2 de MgS0O,.7 H,0; 0,2 de K,HPO, H,0
deionizada g.s.p. 1000mL e agar 2%, este meio foi este-
rilizado em autoclave a 121°C por 20 min.

2.1.2 - Meio de fermentacao e condicdoes empre-
gadas

O subproduto industrial denominado de “borra”, foi
cedido pela SANBRA - Divisao da SANTISTA Alimentos
S/A. Este subproduto, foi transferido de tanques indus-
triais para depositos de plasticos vedados, transporta-
dos para o laboratério em temperatura ambiente, onde
foram armazenados em sacos plasticos com capacidade
200mlL, congelados a -2°C e descongelados apenas nos
dias da preparacao do meio de cultivo ou da determina-
cao da sua composicao fisico-quimica.

Para a producao de riboflavina foi utilizado um meio
liquido contendo como fonte de carbono a “borra” em
concentracdes diferentes, ajustado com solucao de HC1
para diferentes valores de pH e esterilizado a 121°C por
20 minutos; como fonte de nitrogénio foi utilizada a uréia
ou (NH,),SO,, na proporgao de nitrogénio:carbono de 1:4,
KH, PO, e extrato de levedura nas concentracoes de
0,20g/L e 0,01g/L respectivamente, e agitacao orbital
de 200 ou 400rpm por 24h, a temperatura de 30°C e no
escuro, utilizando o processo de fermentacao em batelada
com frascos de Erlenmeyer de SO00mL contendo 150mL
do meio para producao, inoculado com suspensao de C.
guillermondii. Essas variacoes estao especificadas no
Delineamento Experimental.

2.2 - Composicao centesimal da “borra”

Foram realizadas analises de umidade, cinzas, maté-
ria graxa e proteinas em trés lotes diferentes da “borra”,
armazenados sob congelamento, de acordo com a meto-
dologia do INSTITUTO ADOLFO LUTZ [7]; o teor de me-
tais foi determinado por espectrometria de absorcao ato-
mica no Laboratério de Analises de Minerais da SUDENE.

2.3 - Padronizacao do inéculo

Foi preparada uma densa suspensao de células a
partir de culturas de C. guilliermondii. Os pré-inoculos

foram preparados em frascos de Erlenmeyer de 50mL
contendo 15mL do meio liquido (“borra”), para produgao
de riboflavina, incubados por 12h sob agitacao orbital
de 200 ou 400rpm, a temperatura de 30°C na auséncia
de luz. Foi utilizado 10% do in6culo.

2.4 - Producéao de riboflavina

Os experimentos para otimizacdo da producao de
riboflavina foram realizados utilizando frascos de
Erlenmeyer de SO00mL de capacidade, contendo 150mL
do meio liquido (“borra”), cujas condicoes foram
investigadas de acordo com o planejamento experimen-
tal, sendo constantes os inoculos. Para a extracao e quan-
tificacdo da riboflavina foram coletadas aliquotas em tri-
plicata de 5,0mL.

2.5 - Delineamento experimental

Para otimizacdao das condicdes de producao de
riboflavina por Candida guilliermondii foram utilizados
dois planejamentos fatoriais fracionarios 2 ** [2]. As va-
riaveis independentes para o primeiro planejamento
fatorial fracionario foram: 1 — concentracao da “borra”; 2
— fonte de nitrogénio; 3 — pH; 4 — agitacao orbital. Para o
segundo planejamento fatorial fracionario foram: con-
centracao da “borra”; pH; KH,PO,; extrato de levedura.
A resposta de interesse para os dois planejamentos foi a
producéao de riboflavina por C. guilliermondii. Os niveis
decodificados de cada variavel sao apresentados nas
Tabelas 1 e 2. Cada planejamento consistiu de 8 ensaios,
cujas condicoes (niveis codificados) sdo apresentadas nas
Tabelas 3 e 4.

TABELA 1. Niveis decodificados das variaveis do primeiro pla-
nejamento fatorial.

Niveis Niveis decodificados
codificados Concentragao da Fonte de pH Agitagao orbital
“borra” (g/L) nitrogénio (rpm)
El 5 (NH,),SO, 4,0 200
1 10 Uréia 7,0 400

TABELA 2. Niveis decodificados das variaveis do segundo pla-
nejamento fatorial.

Niveis Niveis decodificados
codificados Concentragéo da pH KH2PO,(g/L) Extrato de
“borra” (g/L) levedura (g/L)
-1 7.5 3,0 auséncia auséncia
1 10 5,0 0,20 0,01

TABELA 3. Niveis codificados das variaveis para os ensaios do
primeiro planejamento fatorial.

Ensaios Concentragao Fonte de pH Agitacdo
da “pborra” Nitrogénio orbital
1 1- 1- 1- 1-
2 1+ 1- 1- 1+
3 1- 1+ 1- 1+
4 1+ 1+ 1- 1-
5 1- 1- 1+ 1+
6 1+ 1- 1+ 1-
7 1- 1+ 1+ 1-
8 1+ 1+ 1+ 1+
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TABELA 4. Niveis codificados das variaveis para os ensaios do
segundo planejamento fatorial.

Ensaios Concentragéo pH KH2PO4 Extrato de
da “borra” levedura

1 1- 1- 1- 1-

2 1+ 1- 1- 1+

3 1- 1+ 1- 1+

4 1+ + 1- 1-

5 1- 1- 1+ 1+

6 1+ 1- 1+ 1-

7 1- 1+ 1+ 1-

8 1+ 1+ 1+ 1+

Para quatro fatores a serem investigados num pla-
nejamento experimental, o nimero de experimentos a
serem realizados no planejamento fatorial completo € 16
(dezesseis). Considerando uma meia fracao desse pla-
nejamento, teremos o planejamento fatorial fracionario
2*1 sendo necessario apenas 8 (oito) experimentos. O
primeiro planejamento fatorial foi realizado em triplica-
ta e o segundo em duplicata.

2.6 - Determinacao de pH

O pH das amostras coletadas foi medido através de
potenciometria ao longo da fermentacao para producao
de riboflavina.

2.7 - Determinacio de riboflavina

A extracao dessa vitamina foi realizada segundo o
método descrito por GOODWIN & PENDLINGTON [6],
modificado, de acordo com a Figura 1.

Fermentado

CENTRIFUGACAO
(3000rpm/10 min)

Sobrenadante

FILTRACAO
(“Millipore” 0,22um)

Filtrado

(Vitamina Extracelular)

FIGURA 1. Esquema de extracao de riboflavina extracelular.

Aliquotas do cultivo de C. guilliermondii DM 644 fo-
ram coletadas assepticamente e armazenadas no escuro
até serem centrifugadas a 3000rpm por 10min para se-
paracao da massa celular do sobrenadante. Apos centri-
fugacao, foi realizada filtracdo em membrana “Millipore”
de 0,22um, visando retirar o excesso de matéria-graxa.
No filtrado livre de células e matéria graxa foi determi-
nado o contetido de riboflavina extracelular, cobrindo
sempre as amostras com papel laminado para evitar a
degradacao dessa vitamina pela luz.

Para quantificacao da riboflavina foi utilizado o mé-
todo direto segundo a técnica descrita por GOODWIN &
PENDLINGTON [6] e SABRY, EL-REFAI & GAMATI [17].

A partir do filtrado de cada amostra conveniente-
mente manipulada, foi determinado o contetido de vita-
mina extracelular pela leitura de absorbancia a 445nm
e por intermédio de uma regressao linear do padrao de
riboflavina nas concentracoes de 0,1 a SOug/mL.

As leituras de absorbancia foram feitas contra um
branco constituido pelo meio de cultura para a produ-
cao de riboflavina filtrado também por membrana
“millipore” de 0,22pm.

2.8 - Métodos estatisticos

As respostas obtidas para todos os ensaios foram
avaliadas quanto aos efeitos principais e as interacoes
entre os fatores, conforme a metodologia descrita por
BARROS NETO, SCARMINIO & BRUNS [2], obtidas atra-
vés do programa Statistica versao 6.0.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao fisico-quimica da “borra” esta repre-
sentada na Tabela 5.

TABELA 5. Composigao centesimal da “borra”.

Componentes %*

Umidade 9,82
Matéria graxa 46,46
Carboidratos** 34,91
Proteinas 0,55
Cinzas 8,26

* Peso umido
** Calculados por diferenca

A levedura utilizou esse subproduto como fonte de
carbono devido ao seu elevado percentual de carboidra-
tos e matéria graxa (46%). Resultados promissores tém
sido obtidos na producao dessa vitamina pela mesma
levedura, utilizando como fontes de carbono fracao da
refinacao de 6leos [16]; 6leo de babacu [12].

A concentracao de metais do subproduto industrial
encontra-se na Tabela 6.

TABELA 6. Concentracao de metais na “borra”

Metal %"
Fero (em Fe™) ND

Cobalto (Co™) ND

Sédio (em Na*) 2,7000
Célcio (em Ca™) 0,1900
Magnésio (em Mg™") 0,0800
Potassio (em K*) 0,0630
Cobre (em Cu®) 0,0050
Manganés ( em Mn’") 0,0011
Zinco (em Zn™) 0,0041

* Peso umido
ND = nao detectavel
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A auséncia de ion Fe®'na “borra” pode ser determi-
nante no aproveitamento desse subproduto industrial
para producéo de riboflavina. Varios trabalhos ja foram
publicados ressaltando o efeito negativo desse ion na
producao dessa vitamina [4,5,21].

Por outro lado, SABRY & GHOZLAN [18], observa-
ram que a producao de riboflavina nao foi influenciada
pelos metais presentes no melaco quando cultivaram
Asperygillus terreus na presenca de residuo da fabricacao
de milho como fonte de nitrogénio.

A presenca dos ions Na*, K*, Ca®*, Mg?, Mn?*,Zn*" e
Cu?* em concentracdes minimas, no subproduto indus-
trial utilizado nesse trabalho, tende a contribuir positi-
vamente no metabolismo do microrganismo devido a es-
ses ions constituirem-se em cofatores de inumeras
enzimas [1].

YAMANE, OOSHIMA & KATO [21], evidenciaram o
efeito positivo do ion Zn?" na producao de riboflavina por
Arthrobacter na presenca dos ions K*, Mg? e Ca?".

Pode-se observar na Tabela 7 que a melhor produti-
vidade média de riboflavina foi de 18,22 pg/mL. dia, ob-
tida quando a fonte de nitrogénio e carbono estao em
seus niveis superiores. Comparando os dois ensaios (4 e
8), podemos observar que apresentam os mesmos niveis
da fonte de carbono e nitrogénio, s6 diferem pelo nivel
do pH e da agitacao orbital. O ensaio correspondendo ao
nivel superior destes fatores independentes teve uma
queda da produtividade média da riboflavina. Essa dife-
renca entre eles foi muito pequena, menor que 16%.
Consequentemente, as faixas de pH e de agitacao do
cultivo de C. guilliermondii nao devem interferir na pro-
ducao de riboflavina, discordando dos achados de BAILEY
& OLLIS [1], que nos cultivos submersos de microrga-
nismos, observaram que a agitacao influenciou direta-
mente a aeracao por aumentar a quantidade de oxigénio
dissolvido no meio de cultura, oferecendo uma maior
superficie de contato entre o gas e as células e facilitan-
do a transferéncia de massa nos processos aerobios.

TABELA 7. Produtividade de riboflavina por C. guilliermondii
DM 644 em trés séries de experimentos para o primeiro
planejamento fatorial fracionario.

Produtividade (ug/mL.dia)

Ensaio A B C D 1%série 2%série 3°série Média
1 - - - - ND 1,72 ND 0,57
2 + - -+ 10,85 ND 1,53 4,13
3 -+ -+ ND 7,91 10,97 6,29
4 + + - - 1,03 44,42 9,20 18,22
5 - -+ o+ ND ND 0,91 0,30
6 + -+ - ND ND 6,54 2,18
7 - + - 16,81 ND ND 5,60
8 + + + 0,39 41,96 3,78 15,38

ND - nao detectado; A-concentragao da’borra”(g/L); B-fonte de nitrogénio; C-pH ini-
cial; D-agitagao orbital(rpm).

A importancia da concentracao da “borra” pode ser
vista na Tabela 7. Quanto maior a concentracao de ma-

téria graxa no meio de cultivo de C. guilliermondii, maior
a producao de riboflavina, resultados estes concordan-
tes aos encontrados por KALINGAN & KRISHNAN |[9],
quando investigaram o efeito da concentracao de mela-
co como fonte de carbono na producao de riboflavina
por E. ashbyii, detectando o aumento gradativo da vita-
mina a medida que aumentava a concentracao do mela-
co na faixa de 3 a 5%. Logo, a concentracao inicial da
matéria graxa foi novamente investigada no segundo pla-
nejamento fatorial.

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram
que os efeitos concentracao da “borra” e fonte de nitro-
génio sao os mais importantes, embora ndo tenham exer-
cido influéncia significativa nas respostas, dentro das
faixas estudadas.Quanto ao fator pH, (Tabela 8), embo-
ra nao significativo, houve uma pequena tendéncia da
producéo dessa vitamina ser estimulada em pH acido
(Tabela 7). Estes resultados sao confirmados por
KOLONNE, SEVIOUR & MCDOUGALL [10] no cultivo de
E. ashbyii na presenca de glicose e em pH ao redor de
4,5-5,5, enquanto nenhuma producao de riboflavina foi
detectada a pH 3,5 e 8,5. Portanto, foi investigado no
segundo planejamento fatorial os valores de pH 3,0 e
5,0.

TABELA 8. Efeitos principais e de interacao para o primeiro
planejamento fatorial fracionario.

Fatores e Interacbes Efeitos Principais Efeitos de Interacéo

A 6,8

B 9,6

c 1,4

D -0,1
AB=CD - 4,1
AC=BD - 1,0
AD=BC - -0,3
ABC=D -0,1

A - concentragao da “borra”(g/L); B - fonte de nitrogénio; C — pH; D — agitacao orbital (rpm).

Para o fator agitacao, os resultados obtidos demons-
traram que a variagao de 200 para 400rpm nao foi signi-
ficativa (Tabela 8). Logo, no segundo planejamento
fatorial, foi usado 400rpm, conseguindo-se assim uma
melhor dispersao do substrato em toda a extensao do
cultivo. Segundo OZBAL & KUTSAL [14], e YAMANE et
al. [22], que trabalharam com o cultivo de A. gosypii e
Arthrobacter sp. , os melhores resultados para a produ-
cao de riboflavina foram obtidos sob agitacao de 300rpm
e 600rpm, respectivamente.

Analisando os efeitos de interacao entre dois fatores
na Tabela 8, foi observada a nao significancia ao nivel de
5% de todos eles. Entretanto, houve uma importante
interacao entre a matéria graxa e fonte de nitrogénio,
podendo-se afirmar que uma variacao do fator fonte de
carbono é dependente da fonte de nitrogénio e esses dois
fatores nao devem ser analisados separadamente. Ape-
sar do efeito de interacao entre os fatores pH e agitacao
ter apresentado o valor 4,1, pode-se observar que seus
efeitos principais foram baixos.
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Os resultados apresentados na Figura 2 mostram
que, com relacao ao sal de amoénio, a produtividade mé-
dia de riboflavina aumentou oito vezes (de 0,4 para 3,2ug/
mlL dia), e, na presenca de uréia, aumentou de 5,9 para
17ug/mL dia, ou seja 3 vezes. Pode-se também observar
que a fonte de nitrogénio organica estimula a producao
de riboflavina dez vezes mais que o sal de amoénio quan-
do a concentracao de “borra” € 5g/L. Comportamento
metabolico diferente é evidenciado quando essa fonte de
carbono € de 10g/L. Possivelmente ha inibicao por ex-
cesso de substrato. Os resultados acima discordam dos
achados por LEVINE et al. [11], que constataram aumento
na producao de riboflavina por C. flareri na presenca de
sulfato de amonio, enquanto a uréia causou efeito inver-
so no metabolismo celular dessa levedura. Diante des-
tes resultados, foi utilizada na segunda etapa do plane-
jamento experimental a fonte de nitrogénio organica
(uréia), sempre mantendo-se a taxa: fonte de nitrogénio:
fonte de carbono igual a 1:4.
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FIGURA 2. Interpretacao dos resultados de produtividade mé-
dia do primeiro planejamento fatorial fracionario.

O melhor resultado médio de riboflavina produzido
por C. guilliermondii foi obtido com pH 5,0; concentracao
da “borra” 10,0g/L; uréia 2,5g/L, resultando em 19,12ug/
mL.dia (Tabela 9).

Ao calcular a resposta dos ensaios no segundo pla-
nejamento fatorial, observa-se na Tabela 10 que a varia-
vel independente pH foi a Unica a exercer influéncia
significativa sobre a producao de riboflavina.

A elevacao da concentracao da “borra” acarretou um
aumento da produtividade, que foi mais acentuada em
pH 5,0 (0,21 para 10,77) (Figura 3).

Com relacao ao fosforo, ficou evidenciado que ele nao
estimulou a producao (Tabelas 9 e 10), reforcando o que
foi dito por SCHLEGEL [20], que possivelmente a mes-
ma velocidade de agitacdo e conseqlientemente a mes-
ma condicdo de aeracao utilizada na investigacao dos
dois niveis do fator independente fosforo justificam os
resultados obtidos, considerando que para maior con-
centracao de fosforo no meio é necessario uma maior
concentracdo de oxigénio para que ocorra liberacdo de
ATP por fosforilacao oxidativa.
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TABELA 9. Produtividade de riboflavina por C. guilliermondii
DM 644 em trés séries de experimentos para o segundo pla-
nejamento fatorial fracionario.

Ensaio E F G H 1% série 27 série Média
1 - - - - ND 0,09 0,04
2 + - - + 0,91 0,99 0,95
3 + - + 5,77 6,56 6,16
4 + + - - 30,48 7,76 19,12
5 + + ND 0,98 0,49
6 + + ND ND ND
7 + + 0,67 ND 0,34
8 + + + + 14,00 3,45 8,92

ND: nao detectado; E-matéria graxa (g/L); F:pH; G: KH,PO, (g/L); H: Extrato de
levedura(g/L).

TABELA 10. Efeitos principais e de interacao para o segundo
planejamento fatorial fracionario.

Fatores e Interacdes Efeitos Principais Efeitos de Interacao

E 544 -

F 8,21 -

G -4,18 -

H -0,79 -
EF=GH - 5,23
EG=FH - -1,49
EH=FG - -3,93
EFG=H 0,79

“Efeito significativo; E: matéria graxa (g/L); F: pH; G-KH,PO, (g/L); H: Extrato de
levedura (g/L)

3,25 14,02
1 o O
X
o
0,06 0a7
1 O O
1 1
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FIGURA 3. Interpretacao dos resultados de produtividade do
segundo planejamento fatorial fracionario.

Com relagao ao extrato de levedura (Tabela 10), fica
evidenciado que a presenca de vitaminas do complexo
B, presentes no extrato, poderiam atuar como precurso-
res da riboflavina ou mesmo, como fator de crescimento
para C. guilliermondii, porém nao influenciaram a pro-
ducao de riboflavina nas condicdes de trabalho, o que
pode ser explicado por BLACKWELL, SINGLETON &
TOBIN [3], que afirmaram que possivelmente os cultivos
de C. guilliermondii ndo sao estimulados pelo extrato de
levedura devido a efeitos antagonicos entre os metais
presentes na “borra” e os componentes dessa variavel
investigada. Em contraste, o extrato de levedura é
metabolisado por microrganismos nao apenas como fonte
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de nitrogénio, mas também como fonte de carbono, vi-
taminas, aminoacidos e sais minerais [15].

4 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permi-
tem inferir as seguintes conclusoes:

¢ No primeiro planejamento fatorial fracionario, a
producao de riboflavina foi influenciada pelas va-
riaveis independentes (fonte de carbono e nitrogé-
nio) e suas interagdes, embora nao tenha dado di-
ferenca significativa;

¢ Para a producao de riboflavina, as condicdes Oti-
mas de cultivo foram: matéria graxa 10g/L, uréia
2,5g/L e pH 5,0, nao interferindo a velocidade de
agitacao (200 e 400rpm);

* O extrato de levedura e fonte de fosforo (KH,PO,)
nao estimularam a producao de riboflavina;

¢ A producao de riboflavina foi significativa com pH
5,0, tido maior produtividade com a concentracao
da “borra” 10g/L;

¢ A produtividade maxima de riboflavina obtida no
planejamento fatorial 1 e 2 situou-se entre 18 —
20ug/mlL.dia.
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