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RESUMO

O polvilho azedo apresenta evidéncias de aumento no contetdo de
nitrogénio total no substrato na primeira fase da fermentacéo natural. Tal incremento pode ser
originado da fixacdo bioldgica de N, atmosférico através de bactérias de vida livre presentes no
sistema fermentativo. Para investigar tal hipdtese foram desenvolvidos experimentos em nivel
de laboratorio, os quais foram fundamentados em quatro tipos de procedimentos
metodologicos, sendo: (1) experimentos de quantificacdo de nitrogénio ao longo dos primeiros
estadios da fermentacéo; (2) desenvolvimento de procedimentos de inoculacéo; (3) verificacédo
de presenca do complexo enzimatico da nitrogenase via cromatografia gasosa e (4) verificacédo
do fracionamento isotépico>N/*N no substrato via espectrometria de massa.

O experimento constituiu na conducdo do processo fermentativo em
escala de laboratorio, utilizando-se trés tipos de amostras de fécula de mandioca e agua potavel
ndo clorada. Caracterizou-se, portanto, uma suspensdo granular constituida de &gua

sobrenadante e fécula decantada, o que determinou como principal problema o procedimento



de amostragem. Dessa forma os experimentos tiveram dois procedimentos de amostragem,
quais foram: (a) na fase fécula ao fundo e no liquido sobrenadante apos trés horas da
homogeneizacdo do contetdo total, ou (b) amostragem na suspensdo com granulos de féecula
imediatamente apds a homogeneizacdo do conteido dessas.

N&o foi detectado o complexo enzimatico nitrogenase durante as
primeiras 96 horas da fermentacdo de fécula de mandioca. Também néo foi possivel detectar
alteracéo da relaco isotopica N**/N** no substrato, pois, se esta ocorreu, foi muito baixa para
que fosse detectada via espectrometria de massa. Apos 48 e 72 horas do inicio da fermentacéo,
houve um aumento do teor de nitrogénio na dgua sobrenadante ao mesmo tempo em que houve
uma reducdo desse elemento na fécula decantada. Quando as amostragens foram feitas
imediatamente ap0s a homogeneizacdo do substrato ndo foi possivel detectar aumento da
concentracdo de nitrogénio total. Porém, para esse mesmo tipo de experimento, a utilizacdo de
inéculo manteve os niveis de nitrogénio no substrato o que pode indicar a ocorréncia do

processo de fixacao bioldgica de N, atmosférico.



INVESTIGATION OF THE ATMOSPHERIC N; BIOLOGICAL FIXATION PROCESS IN
CASSAVA STARCH FERMENTATION. Botucatu, 2002. 74p. Tese (Doutorado em
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Estadual Paulista.
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SUMMARY

The fermented cassava starch shows evidence of an increase of the total
nitrogen content in the substrate. In the first step of the natural fermentation, such increase
could be due to biological fixation of atmospheric N, by free-living bacteria present in the
fermentative system. To verify this hypothesis laboratorial experiments were conducted based
on four methodologies: (1) nitrogen quantification experiments during the first stages of
fermentation; (2) development of inoculation procedures; (3) verification of the presence of the
nitrogenase enzymatic complex by gas chromatography; (4) and verification, via mass
spectrometry, of the *>N/*N isotopic fractioning in the substrate.

The experiment consisted of conducting the fermentative process in the
laboratory using three types of cassava starch samples mixed with non-chlorinated drinking
water. There was characterized a colloidal suspension with two phases, the upper one
consisting of the supernatant water and the lower one the decanted starch, what determined the
main problem for the sampling procedure. The samples, therefore, were obtained by two ways:

collecting the lower starch phase and the supernatant phase three hours after homogenization,



and collecting the suspension immediately after homogenizing the experimental units. Three
types of experimental units were used, varying according to the area of contact of atmospheric
air with the supernatant water.

There were no evidences of the presence of the nitrogenase enzymatic
complex during the first 96 hours of cassava starch fermentation. It was detected that the
concentration of nitrogen (<0,1%) in the cassava flour and in the fermenting substrate was not
sufficient for a mass spectrometry detection of the N**/N'* isotopic relation. After 48 and 72
hours of the beginning of the fermentation there was a raise in the levels of nitrogen in the
supernatant water, together with a decrease of nitrogen in the decanted starch. There was no
increase in the total nitrogen level when the sampling was conducted immediately after the
homogenization; however the use of inoculation maintained the nitrogen levels, which can

indicate the presence of atmospheric N, biological fixation.

Keywords: nitrogen, cassava starch, fermentation.



1 INTRODUCAO

O polvilho azedo é um produto de qualidade varidvel obtido da
fermentac&do natural de fécula de mandioca e secagem solar, levando em média 15 a 30 dias
para ser produzido. O polvilho azedo é tipicamente produzido na América do Sul (Colémbia,
Bolivia e Brasil). Ele também é largamente utilizado no setor alimenticio para a fabricacéo de
pdes de queijo, biscoitos, roscas, brevidades, etc. A fermentacédo lactica natural que ocorre no
extrato Umido da fécula de mandioca com posterior secagem ao sol é essencial para conferir
ao polvilho azedo as suas especificas caracteristicas funcionais, tal como a expansdo durante o

forneamento da massa.

Cereda (1975) isolou e identificou microorganismos da fermentagéo
natural de fécula de mandioca e propds sua ocorréncia em trés fases de duragdo variavel. Na
primeira desenvolveu-se uma microbiota pouco exigente composta em maioria por coliformes
e aer6bios mesdfilos. Na segunda fase desenvolveram-se microorganismos mais exigentes,

identificados como produtores de acidos orgéanicos, muitos dos quais microaerofilos ou
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anaerdébios. A terceira fase caracteriza-se pela presenca de leveduras e microorganismos

saprofiticos com producdo de aromas.

A fécula de mandioca é uma importante fonte de carbono, que pode ser
produzida de forma abundante e a baixo custo. A melhoria do teor protéico através do
prolongamento do processo fermentativo e sua interacdo com o elemento nitrogénio podem
abrir caminho para a obtencédo de fonte de proteina com preco competitivo, quando comparado
com os custos de producéo da proteina animal e vegetal, ou mesmo a possibilidade de produzir

proteina microbiana (SCP).

A principal evidéncia para a existéncia de uma origem externa de
nitrogénio na fermentacdo seria a ocorréncia de fermentacdo ja vigorosa com 24 horas do
inicio com relagbes carbono /nitrogénio ao redor de 730/1. Assim 0 nitrogénio necessario a
formacéo da biomassa nos primeiros estadios da fermentacdo seria originario da atmosfera, ja
que o teor protéico disponivel na fécula de mandioca é muito baixo. A hipdtese adotada é da
existéncia do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico no meio fermentativo natural de
fécula de mandioca e para isso ha a suposicao de ligacdo daquele com qualquer incremento no
balanco de nitrogénio. Em se tratando de processo biossintético é esperado que a presenca de

microrganismos esteja correlacionada com o0 aumento do conteudo de nitrogénio.

As técnicas de selecdo e inoculacdo de microorganismos,
cromatografia gasosa, espectrometria de massa, bem como a determinacdo de teores totais do
elemento nitrogénio tém sido instrumentos de sucesso na experimentacdo cientifica que tem
atuado no processo de fixacdo biolégica em outros sistemas estudados. Partindo-se do

principio que tal modelo tedrico é valido quando aplicado ao ambiente da fermentacdo de



fécula de mandioca, estabeleceu-se como objetivo geral investigar em laboratorio a fase inicial
do processo de fermentacdo de fécula de mandioca através dessas técnicas e esclarecer a

dindmica e origem do nitrogénio nesse sistema.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da mandioca

A mandioca (Manihot sculenta, Crantz) é uma das mais antigas e
tradicionais culturas do Brasil. J& era cultivada pelos indios na época do descobrimento em
1.500 e hoje é explorada em todo o territorio nacional e em varios paises do mundo. E uma
planta de facil cultivo e requer pouca adubacdo e outros insumos. O regime de chuvas e o
clima tropical e subtropical também favorecem a cultura na maior parte do territério nacional.
No mundo, a producdo de mandioca em 1999 foi de 168 milhdes de toneladas. O continente
que mais produziu foi a Africa , com cerca de 54,81% e a maior produtividade pertenceu a
india com 24 t/ha. A producdo brasileira em 1999 de raiz de mandioca é de 21 milhdes
toneladas por ano. O maior Estado produtor é o Para com participacdo de 16, 87% da producéo
nacional em segundo foi o Estado do Parand com cerca de 15,28 %. O Estado de S&o Paulo,

com a maior produtividade do pais (21,4 t/ha), participou em 1999 com cerca de 2,8%. E um



dos produtos agricolas que melhor adaptou-se nas regides noroeste do Parand, no sul do Mato
Grosso do Sul e no oeste de Sdo Paulo, principalmente em razdo do solo arenoso e permeavel
destas regides (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE AMIDO DE

MANDIOCA, 1999).

2.2 Fécula de mandioca

A fécula de mandioca é chamada de polvilho doce, goma ou amido de
mandioca é um produto amilaceo, obtido das raizes de mandioca e, de acordo com o teor de
acidez, classificado como doce ou azedo (SAO PAULO, 1978). E obtido em processo
industrial, podendo apresentar rendimento de até 90% da fécula existente nas raizes. Sua forma
¢ de um po6 fino, seco, branco, inodoro, insipido e produz ligeira crepitacdo quando
comprimido entre os dedos. A sua estrutura quimica de carboidrato é constituido de cadeias
carbbnicas lineares, no caso da amilose e cadeias carbonicas ramificadas, no caso da
amilopectina. A fécula de mandioca é um produto extremamente versatil e alcanca uma
eficiéncia suficiente em todas as suas aplicacBes. E habitualmente utilizado como componente
nos mais variados segmentos domésticos e industriais, ressaltando-se no setor alimenticio e
setor quimico. Nesse, o produto também possui aplicacdo na quimica fina para obtencdo de
sorbitol, manitol e dextrose (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES DE
AMIDO DE MANDIOCA, 1999).

A producdo brasileira de fécula de mandioca atual é de
aproximadamente 238 mil toneladas por ano, sendo que o estado do Parana representa cerca de

70 % da producdo nacional, equivalente a aproximadamente 167mil toneladas por ano. O preco
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médio mensal de comercializacdo do amido de mandioca, por toneladas, expresso em ddlares
americanos no periodo de 1990 a 2000 foi de 341,4 (ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS

PRODUTORES DE AMIDO DE MANDIOCA, 1999).

2.3 A fermentacdo natural de fécula de mandioca

O polvilho azedo é o produto da fermentacdo natural de fécula de
mandioca e posterior secagem solar. Ele leva em média de 15 a 30 dias para ser produzido,
sendo que esse tempo varia conforme as condicBes climaticas do local de producdo. O processo
de producdo industrial de polvilho azedo, bem como suas variacdes e peculiaridades sdo
descritas por Cereda et al. (2001). A fermentacdo lactica natural que ocorre no extrato umido
da fécula de mandioca juntamente com a posterior secagem do mesmo mostrou ser essencial
para conferir ao polvilho azedo as suas especificas caracteristicas funcionais, tal como a
expansdo durante o forneamento da massa (WESTBY & CEREDA, 1994; ZAKHIA et al.,
1996).

Apesar de seu baixo teor durante todo o processo fermentativo, o
nitrogénio total para o processo fermentativo €, a principio, originado da propria fécula de
mandioca. A comparacdo da composic¢do fisico-quimica entre a fécula de mandioca e polvilho
azedo, produzidos na mesma unidade industrial é apresentada na Tabela 1. Os resultados
apresentados permitem calcular que os teores de proteina do polvilho azedo podem ser até 4
vezes maiores que os da fécula.

Cereda (1973) descreve a fermentacdo natural de fécula de mandioca

sem inoculagédo e sem suplementacdes nutricionais. Nesse processo, 0 produto € suspenso em
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agua e ja 24 horas ap0s € visivel a turvacdo da agua sobrenadante e presenca de bolhas na
fécula decantada, que posteriormente sobem a superficie formando espuma. A fécula de
mandioca € o Unico substrato empregado para esse crescimento, com cerca de 98% de amido
na forma granular e cerca de 0,06% de nitrogénio total expresso em matéria seca

(SARMENTO et al., 1994).

Tabela 1. Comparacdo entre as composicoes fisico-quimicas de fécula de
mandioca e polvilho azedo no Estado de Minas Gerais.

Analises Fécula de mandioca Polvilho azedo

Umidade 16,22 15,62
pH 6,18 3,90
Acidez (*) 0,94 11,10
% na matéria seca

Amido 98,11 95,54
% de nitrogénio total 0,06 0,24
Matéria graxa 0,22 0,25
Fibra 0,62 0,71
Cinzas 0.14 0,24

(*) expressa ml NaOH N/100 g de matéria seca (SARMENTO et al.,1994).

Na inddstria, dentro do tanque, a fermentacdo da fécula de mandioca é
feita sobre os granulos do amido nativo em agua, de forma natural, sem adi¢do de nutrientes e
sem pré—tratamento. Estudos mostram que a fermentacdo natural que origina o polvilho azedo
ocorre principalmente devido & agdo de bactérias do acido lactico. A temperatura ndo é fator
limitante para o processo fermentativo natural da fécula de mandioca (CEREDA & LIMA,
1981), porém essa, juntamente com a duragdo e a composi¢do da microflora, influenciam a
propriedade de expansdo do polvilho azedo produzido, o que torna o processo fermentativo

algo fundamental na melhoria da qualidade do produto final (FIGUEROA et al., 1995).
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Em se tratando de processo fermentativo é esperado que a presenca de
microrganismos aumente o contetdo de nitrogénio. O que fica dificil de explicar € como uma
fermentacdo, que ja € vigorosa com 24 horas, consegue ter inicio com relacdes
carbono/nitrogénio préximas de 730/1. Quando se compara a composicdo de fécula de
mandioca e polvilho azedo, percebe-se que a fermentacao pode enriquecer até 4 vezes o teor de
nitrogénio total, o que é de grande importancia tendo em vista a deficiéncia protéica dos
produtos de mandioca (CEREDA & GIAV-LEVRA, 1987). Franco & Tavares (1998) também

citam aumentos do teor de nitrogénio em polvilho azedo apos a fermentacao.

Cereda et al. (1984) analisaram a composicdo dos gases desprendidos
em experimento de laboratério em recipientes fechados onde foi conduzido o processo de
fermentacdo de fécula de mandioca. Revelaram a presenca de hidrogénio, nitrogénio, oxigénio,
argonio e gas carbbnico na atmosfera que fazia parte do sistema. No inicio, a composicdo
percentual dos gases mostrou-se bastante préxima da composicdo do ar e o hidrogénio nao
chegou a ser detectado. A partir do inicio da fase visivel da fermentacdo, isto €, quando
comecaram a aparecer bolhas de ar no substrato, ocorreu aumento gradativo no teor de
hidrogénio e gas carbbnico. O teor de argdnio permaneceu praticamente constante e houve
reducdo do teor de nitrogénio. Entre o 2° e 4° dias, correspondendo a producdo intensa de
gases, houve aumento de CO,, consumo de nitrogénio e oxigénio. Admitiu-se, para explicar 0s
resultados, que o N da atmosfera no sistema fechado em fermentacédo foi consumido em certas
fases, em detrimento da composicédo total, sendo o O, diluido pelo CO, produzido. Assim o
nitrogénio necessario a formacdo da biomassa nos primeiros estagios da fermentacdo pode ter
sido originado na atmosfera, j& que o teor de nitrogénio total disponivel na fécula é muito

baixo.
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2.4 Diversidade microbioldgica na fermentacao de fécula de mandioca

Cereda & Lima (1981) estudando a fermentacdo natural de fécula de
mandioca, estabeleceram técnica laboratorio que permitiu acompanhar o processo através de
determinacbGes de pH, acidez titulavel, aclcares, acidos organicos, além da enumeracéo,
isolamento e identificacdo da microflora ocorrente. Os autores relataram que € dificil explicar
uma fermentacdo tdo exuberante a partir de um meio de cultivo tdo pobre. No processo de
purificacdo da fecula, perdem-se os sollveis de constituicdo da raiz, que apresenta, embora
poucos, compostos nitrogenados e vitaminas. O substrato fica entdo restrito a uma suspensao
de amido granular em agua.

Entretanto Cereda (1975) identificou uma abundante microflora no
material em fermentacdo, concluindo que na primeira fase desenvolve-se uma microflora
pouco exigente, composta em sua maioria por coliformes e aerébios mesofilos. Na segunda
fase foram detectados microrganismos mais exigentes, identificados como produtores de acidos
organicos, muitos dos quais microaerofilos ou anaerobios. A terceira fase caracterizou-se pela
presenca de leveduras e microrganismos saprofitos. Cereda (1973) em estudo sobre a
fermentacdo da fécula de mandioca encontrou microorganismos pouco exigentes, produtores
de &cidos que provocam a queda no pH do meio de 6,0 a valores em torno de 3,0, bactérias
mais exigentes, caracterizadas pelos géneros Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus em
fermentacdo lactica, Propionibacterium em fermentacdo propionica e Clostridium em
fermentacdo butirica e os sapréfitos que utilizam os produtos metabdlicos da fermentacéo.
Destacaram-se as leveduras que conferem aroma e sabor ao polvilho azedo, além de bactérias

do género Bacillus, sendo essas Ultimas também citadas por Carvalho (1994).
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Ampe et al. (2001) apontam a ndo conveniéncia de métodos de cultivo
para identificar e quantificar a diversidade microbiolégica no meio fermentativo de fécula de
mandioca. Por outro lado, avaliou tal ambiente com analise via técnica PCR-DGGE, que é um
método via comparacao de padrbes de material genético extraido do ambiente, em 1, 6, 15 e 30
dias apos o inicio da fermentacdo. Confirmou a dominancia de bactérias do acido lactico, e
apontou principalmente espécies Bifidobacterium minimum, Lactococcus lactis, Streptococcus
sp, Enterococcus saccharolyticus e Lactobacillus plantarum. Também encontrou Lactobacillus
panis, Leuconostoc mesenteroides e Leuconostoc citreum. Utilizando técnica de hibridizacao
de 16S rRNA, foi confirmada a presenca de uma das mais recentes espécies de Lactobactérias,
qual seja Lactobacillus manihotivorans. Essa espécie ndo foi detectada com as técnicas
convencionais de identificacdo de microorganismos (AMPE, 2000; GUYOT et al., 1995). As
espéecies de Lactobacillus acima citadas foram confirmadas por Ben Omar et al. (2000),
estudando diferentes tipos de fermentacdo de fécula de mandioca na Colémbia, sendo maioria
as especies Lactobacillus manihotivorans, Lactobacillus plantarum e Leuconostoc

mesenteroides.

Os pesquisadores tém dado mais atencdo a segunda fase da
fermentacdo da fécula de mandioca, onde os acidos organicos sao produzidos. A primeira fase
ndo despertou igual interesse da pesquisa, embora represente um maior desafio cientifico.
Segundo Cereda (1973) os microrganismos da primeira fase seriam 0s responsaveis pela rapida

queda de concentracdo de Oy dissolvido. Se a fonte de carbono é disponivel e deve resultar da

hidrélise do amido, restaria estabelecer a origem do nitrogénio.

A flora microbiana presente na fermentagdo natural da fécula de

mandioca pode ser potencialmente responsavel pelo processo de fixacdo bioldgica de N,
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atmosférico e ter e participacdo na origem do nitrogénio no meio fermentativo. Diversos
autores citam bactérias de vida livre como as do género Bacillus e Clostridium que sdo
fixadoras de N, atmosférico de vida livre nos solos brasileiros (SELDIN et al., 1983; SANTOS
& LACAVA, 1981) e que também sdo freqlientemente encontrados nas primeiras fases do
processo de fermentacédo de fécula de mandioca (CEREDA et al., 1984). Estes mesmos autores,
em ensaios de fermentacdo natural de fécula de mandioca utilizando sistemas de cultivo
fechado e substrato esterilizado, observaram um consumo de nitrogénio contido na atmosfera
do ensaio em certas fases, em detrimento da composicdo total. Tal constatacdo também
apontou para a hipdtese da ocorréncia de microorganismos fixadores de nitrogénio atmosférico
no processo de fermentacao em estudo.

Cereda & Giav-levra (1987) em ensaios de laboratério com
fermentacdo natural de fécula de mandioca confirmaram a presenca de diferentes grupos de
microorganismos ndo simbidticos fixadores de N, atmosférico, cada qual com atividade
diferente ao longo dos primeiros oito dias do processo de fermentacdo natural de fécula de
mandioca. Dentre eles 0os microorganismos formadores de gas foram 0s mais numerosos e 0s
que primeiro apareceram, seguido pelos que causam turbidez no meio, sendo os formadores de
pelicula os menos freqiientes e Gltimos a aparecerem. Observaram também que o teor total de
nitrogénio aumentou de 1,4 para 5,6% (p/v) no liquido sobrenadante.

O processo de inoculacdo tem sido utilizado para potencializar efeitos
da diversidade microbiana presente no substrato de fermentacdo de fécula de mandioca.
Através de procedimentos metodoldgicos especificos pode-se direcionar a atividade metabolica
de determinados microorganismos, ou grupo de microorganismos, para desenvolver

caracteristicas desejaveis, como expansao, padronizacdo do produto e diminui¢do do tempo de
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fermentacdo, como foram observados por Cavallet et al. (2001). Da mesma forma, o processo
de inoculacdo pode ser utilizado para potencializar o processo de fixacdo bioldgica de N,

atmosférico que possa ocorrer no processo de fermentacdo de fécula de mandioca.

2.5 Fixagao bioldgica de N, na fermentacéo de outros amilaceos

A ocorréncia de fixacdo biol6gica de N, é relatada em processo
fermentativo natural de outros alimentos amilaceos, como o Pozol, uma tipica bebida utilizada
no México obtida do amido de milho, onde os autores verificaram um aumento de N no
substrato, bem como encontraram bactérias do género Azotobacter, Agrobacterium,
Chlostridium que sao fixadoras de nitrogénio e presentes no solo (ULLOA et al., 1971). Outro
exemplo € com o processo fermentativo do “Tempeh” pelo Rhizopus oligosporus Saito, feito a
partir de gréos de soja na Asia, onde Hesseltine (1965) comenta um aumento consideravel do

nitrogénio solGvel, ainda que o nitrogénio total permanece quase inalterado.

2.6 Enzimologia do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico

A ocorréncia do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico exige
0 complexo enzimatico da nitrogenase, 0 qual é indispensavel para o inicio do processo por
catalisar a quebra da molécula de N,. Dessa forma, a detec¢édo e quantificacdo desse complexo,
mesmo que indireta, é tida como um procedimento metodologico para a investigacdo da

existéncia do processo biologico de fixacdo de N, do ar.
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O complexo da nitrogenase é formado por duas proteinas, sendo que a
que contém o elemento ferro é chamada de componente Il e a outra, que contém também
molibdénio além de ferro, é chamada de componente I. A conformacdo do complexo
nitrogenase varia quanto a espécie fixadora de N, sendo que, no caso de Clostridium
pasteuriaum a componente Il € um dimero de duas sub-unidades idénticas formada por quatro
atomos de ferro e quatro atomos de enxofre. Ja a componente | é consideravelmente mais
complexa, sendo uma molécula com quatro subunidades e contendo dois atomos de
molibdénio, 30 atomos de ferro e muitos atomos de enxofre. Para que ocorra a fixacdo
bioldgica de N, o componente Il é reduzido por um ou ambos dos dois redutores de baixo
potencial, quais sejam a ferredoxina ou flavodoxina, as quais sdo geradas durante o processo de
fermentac&o de carboidrato ou na presenca de uma alta relagdo NADPH/NADP®. Elétrons sdo
transferidos da componente Il para a componente |. Esta transferéncia € acoplada a hidrolise 4
ATP para cada par de elétrons. A componente | da nitrogenase por sua vez reduz o N, para
amoénia (NEVES & RUMJANECK, 1992).

A complexo da nitrogenase também pode reduzir acetileno a etileno,
fon cianeto para metano e amonio, N,O para N, e H,O, e H" para H,. Uma de suas
caracteristicas mais peculiares ¢ o fato de ser inativada em ambiente aerobio. Isso para
microorganismos anaerobios estritos ndo é um problema em especial e enquanto para aqueles
facultativos a fixacdo bioldgica da-se apenas em ambiente aerdbio. J& para 0s microorganismos
aerobios estritos a fixacdo ocorre sob determinadas especificidades como no género
Azotobacter onde o complexo enzimatico é protegido por um ativo sistema de transporte de

elétrons onde o oxigénio é removido do ambiente muito rapidamente. A inativacdo do
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complexo enzimatico da nitrogenase da-se também pela presenca de nitrito e nitrato bem como
de amonio e &cidos organicos (LIMMER & DRAKE, 1998; HILL, 1992).

Com relacdo a possibilidade mecanismos metodologicos para
determinar o complexo enzimatico da nitrogenase, este tem a propriedade de reduzir o gas
acetileno a etileno. Schollhorn & Burris (1967) e posteriormente Hardy et al. (1968)
propuseram determinar a presenca de gas etileno via cromatografia gasosa, como uma maneira
indireta da existéncia do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico em sistemas fechados
onde o gés acetileno fosse introduzido. Esse procedimento vem sendo utilizado até os dias de
hoje, com grande aplicacdo em fixacdo simbidtica de N, e mesmo para microorganismos

assimbioticos (BODDEY, 1994).

2.7 O fracionamento isotépico *N/*N pela atividade biolégica

O elemento nitrogénio na sua forma isotépica 15, ou N, é muito
utilizado como marcador em investigacdes sobre fixacdo bioldgica N, em plantas
(YONEYAMA, 1996) devido & ocorréncia de discriminagdo da forma *°N, também chamado
de & %o (delta por mil), pela acdo preferencial de enzimas da atividade bioldgica. A massa de
>N discriminado pelo sitio ativo da enzima é mesurado via espectrometria de massa na relacéo
1:1000 da massa total (**N+*°N).

Também pode ser adaptado para mesurar sistemas anaerébios, como
em experimento com Anabaena cylindrica. e Rhodobacter capsulatus, onde foram
determinados o enriquecimento relativo do isétopo >N na sintese de pigmentos fotossintético.

O enriquecimento relativo foi observado no pigmento formado e os autores explicam isso
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como a discriminacdo da forma isotépica *°N pela enzima glutamato sintetase quando da via
metabélica de glutamato. H& uma tendéncia da enzima em dar preferéncia para o is6topo N,
que é mais leve, deixando o N no ambiente do substrato (BEAUMONT et al., 2000;
VALADI et al., 2001).

O ambiente onde ocorre o processo fermentativo de fécula de mandioca
¢ anaerdbio, semelhante ao ambiente aquéatico onde ocorre 0 processo de fixacao de nitrogénio
pelas espécies de bactérias citadas acima. Dessa forma pode-se tomar como referéncia esse
ambiente e adapta-lo a aquele onde ocorre o processo fermentativo do polvilho doce e medir o
fracionamento isotopico ao longo da fermentacao. Para ocorrer o processo de fixacao bioldgica
de N, atmosférico nesse meio, necessariamente ocorrera o fracionamento isotopico de *>N uma
vez que a via do glutamato é imprescindivel na formagdo de compostos nitrogenados da célula
bacteriana. Dessa forma, mesurando-se a relagdo isotopica “*N/*°N, via espectrometria de
massa antes e depois da fermentacdo pode-se ter um indicativo da existéncia da ocorréncia do
processo bioldgico, pois 0s compostos nitrogenados formados ap6s um determinado tempo de
fermentacdo terdo um enriquecimento relativo do isétopo *°N, caracteristico devido & acéo de

enzimas da via glutamato e seus desdobramentos.



3 MATERIAL E METODOS

A parte experimental foi fundamentada em quatro tipos de
procedimentos metodoldgicos utilizados para obtencdo de resultados durante a fase inicial do
processo de fermentacdo de fécula de mandioca, quais foram: experimentos de quantificacdo de
nitrogénio total no substrato, desenvolvimento e aplicagdo de indculo obtido pela selecdo do
meio fermentativo de microorganismos potencialmente capazes de incrementar o nitrogénio,
verificacdo indireta via cromatografia gasosa da presenca do complexo enziméatico da
nitrogenase pela reducdo de acetileno a etileno, e verificacdo via espectrometria de massa da
atividade biolégica no meio fermentativo pela variacdo da relacdo isotépica “N/*N. Os
procedimentos metodologicos acima foram desenvolvidos considerando a hipotese de que se
pode conseguir uma fermentagéo tipica de fécula de mandioca em laboratorio e nessa fosse
possivel detectar um aumento do conteddo de nitrogénio total no meio, bem como evidéncias

da atividade bioldgica responsavel por tal aumento.

20
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3.1 Local de realizacdo dos experimentos

Os experimentos de quantificacdo de nitrogénio e desenvolvimento de
indculo foram realizado em laboratérios do CERAT (Centro de Raizes e Amidos Tropicais)
localizado na Fazenda Experimental Lageado da Universidade Estadual Paulista Jalio de
Mesquita Filho, Campus de Botucatu (SP) e no Laboratério de Pesquisa do curso de Nutricdo
da Universidade Federal do Parana (UFPR), na cidade de Curitiba (PR). O experimento de
leitura da relagéo isotépica >N/**N em espectrometria de massa foi feito no Centro de Isdtopos
Estaveis Ambientais, junto ao Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Estadual
Paulista, Campus de Botucatu (SP). O experimento com cromatografia gasosas para a
verificacdo do complexo enzimatico da nitrogenase, foi desenvolvido no CENA/USP, Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, junto ao Campus da Escola Superior de Agronomia Luiz de

Queiroz da Universidade de Sao Paulo, na cidade de Piracicaba (SP).

3.2 Substratos da fermentacgéao

Utilizando-se o processo fermentativo natural de fécula de mandioca em
sua fase inicial como base para a realizacdo dos ensaios, foram definidos a principio o0s
substratos da fermentacéo, quais sejam: trés amostras de fécula de mandioca e agua, utilizados
conjuntamente. A amostra | foi obtida a partir de 10 kg de raizes da cultivar Branca de Santa
Catarina, com 12 meses de idade e colhidas no setor de recepcdo de uma induastria de polvilho
azedo da cidade de Marechal Candido Rondon (PR) e a extracdo, separacdo e secagem da

fécula de mandioca foi feita artesanalmente, sendo que a secagem foi feita aproximadamente
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uma hora ap0s a extracdo, durante 24 horas em ambiente aberto em bandeja de aluminio e com
jato de ar de aproximadamente 70°C sendo direcionado de baixo para cima e sem entrar em
contacto com a amostra de fécula. Para adicionar as unidades experimentais formadas com a
amostra |, foi utilizada agua potavel ndo clorada. A amostra Il foi obtida a partir de 20 kg de
raizes da mesma variedade do experimento anterior, porém com 15 meses de idade e colhidas
no Setor de Horticultura da FCA UNESP / Botucatu e extraida e secada na planta piloto de
extracdo de amido do Centro de Raizes e Amidos Tropicais - CERAT, com capacidade de 0,5
t/h de matéria prima. A agua utilizada juntamente com a amostra Il teve a mesma origem
daquela utilizada nos experimentos conduzidos com a amostra I. A amostra Il foi obtida de
fécula comercial tipo 2, marca “Molinari”, produzida na cidade de Indaial (SC), em uma
embalagem de 500 g. A agua utilizada na formacdo das unidades experimentais era potavel, ndo
tratada, porém de origem diferente daquelas utilizadas para as amostras | e 11.

Na caracterizacdo fisico-quimica das amostras de fecula de mandioca
utilizados na conducéo dos experimentos, as analises de amido foram feitas segundo Rickard &
Behn (1987) e demais parametros seguiram metodologia segundo Instituto Adolfo Lutz (1985).
A leitura de pH foi feita com potenciémetro marca MS Tecnon, modelo PA200. A relacdo C/N
foi calculada teoricamente por estequiometria considerando haver uma 44,44% de carbono em

uma molécula de amido.

3.3 Plano de experimento

Um resumo com a definicdo das caracteristicas principais dos

experimentos de quantificacdo de nitrogénio é apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Resumo dos experimentos de quantificacao de nitrogénio

Experi-  tempe- tipo de agua quantidade de volume quantidade e tipo

mento ratura  féculae (mL) in6culo® total (mL) de amostragem
°C quantidade

A 8-25 I, 8,000 g 20 0,2 mLgg Tubos 24 suspenséo 5 ml

B 28 I, 10,000 g 15 02mLdeA Tubos 24 suspensdo 5 ml

C 28 I, 8,000 g 15 02mLdeB Tubos 24 suspensédo 5 g

D 28 I, 6,000 g 15 02mLdeC Frascos 29 sobrenadante 5 g

E 28 I1, 8,000 g 15 1mbLis+tlmbLy Frascos 29 suspensdo5 g

E 28 I1, 8,000 g 17 nenhum Frascos 29 suspensdo 5 g

F 28 111, 6,000 g 15 nenhum Frascos 29 decantado 59

F 28 111, 6,000 g 15 nenhum Frascos 29 sobrenadante 5 g

'IM=Indculo Misto; 1S=Inéculo Selecionado; EFI=Ensaio Fermentacéo Inicial

Quando do planejamento do experimento com um todo, a principal
questdo foi estabelecer um procedimento de amostragem que estivesse de acordo com o
objetivo geral do mesmo. O substrato a ser amostrado é uma suspensao, por isso a amostragem
foi estabelecida de duas formas: (a) amostragem imediata e a uma mesma profundidade apos a
homogeneizacdo do conteddo total a ser amostrado, para conter uma amostra representativa
das duas fases que constituintes da suspensao, quais sejam agua e fécula; (b) amostragem apds
um periodo de 3 horas na fécula de mandioca decantada e outra na agua sobrenadante.

Considerando a hipétese de existir o processo de fixacdo biolégica de
N, atmosférico, teve-se a preocupacdo de variar a superficie de interface entre o contetdo do
frasco e a fase gasosa imediatamente acima. Dessa forma trabalhou-se com dois tipos de
recipientes para 0 experimento de quantificacdo de nitrogénio, quais sejam tubos de ensaio e
frascos de plastico com diametro de 16 x 30 mm respectivamente. Para o experimento de
verificacdo da relacdo isotépica *°N/*N utilizou-se apenas os frascos de plasticos por conterem

a maior superficie de contato com o ar e para 0 experimento de verificagdo do complexo
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enzimatico da nitrogenase foi utilizado esses frascos e também um outro com diametro de 100
mm.

Apesar da fermentacdo de fécula de mandioca ser de ocorréncia natural,
optou-se por desenvolver e testar um indculo, o qual fosse potencialmente capazes de otimizar
0 parametro basico de verificacdo do objetivo geral do experimento, qual seja, promover um
aumento do teor do elemento nitrogénio no substrato em estudo.

Também a relacéo das quantidades de fécula/agua/inoculo na montagem
das unidades experimentais foi variada uma vez que se supunha estarem diretamente
relacionadas com a relagdo carbono/nitrogénio, a qual tem influéncia no desenvolvimento do
processo fermentativo. Dessa forma, foram utilizadas, segundo cada experimento, 6,000+1,
8,000+1, 10,000+1 ou 200,0 gramas de fécula das trés amostras descritas anteriormente. Da
mesma maneira, segundo cada experimento, foram adicionadas nos recipientes, 10,0, 15,0 ou
200,0 mL de agua e quantidades de indculo variando de 0,2, 1,0 ou 20 mL. Dessa forma, a
quantidade de inoculo adicionado ao meio foi sempre em torno de 10% do volume total deste.

A excecdo do experimento A, conduzido a temperatura ambiente, todos
0s experimentos foram conduzidos em banho-maria ou em estufa bacteriologica e a temperatura
de incubacdo foi fixada em de 28°C, uma vez que, em ensaios prévios sobre fermentacédo de
fécula de mandioca, Cereda (1973) e Cereda & Lima (1981), constataram que a temperatura
ndo é fator limitante para o processo.

Assim, o plano do experimento foram desenvolvidos seis experimentos
(experimentos A, B, C, D, E e F) os quais variaram determinadas condicGes e tiveram o
objetivo de detectar possiveis variagdes no teor de nitrogénio total no substrato de fermentacéo

ao longo dos primeiros dias do processo. Paralelamente a esses experimentos e utilizando
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indicacdes de unidades experimentais que contivessem o maior contetdo de nitrogénio total, foi
selecionado um inoculo, o qual foi sucessivamente enriquecido e reinoculado na sequéncia de
experimentos. Ao final, obteve-se um indculo misto composto a partir do enriquecimento de
potenciais microorganismos fixadores de nitrogénio atmosférico ao longo dos experimentos de
quantificacdo de nitrogénio total e composto da selecdo de cultura bacteriana obtidas do meio
fermentativo da fécula de mandioca e desenvolvidas através de meio de cultura isento de
nitrogénio. De todos os experimentos de quantificacdo de nitrogénio total, apenas o
experimento F ndo teve sido inoculado e o processo fermentativo nesse, portanto, ocorreu de
forma natural.

Com a utilizacdo do indéculo desenvolvido previamente e representado
na Figura 1, foi conduzido um experimento, onde foi utilizado cromatografia gasosa para
verificar a atividade do complexo enzimético da nitrogenase no substrato de fécula de
mandioca. Também foi desenvolvido um experimento para investigar a discriminacao isotopica

de N, sendo que para isso foi utilizado o principio da espectrometria de massa.

3.4 Isolamento e desenvolvimento de inéculo

A Figura 1 mostra o fluxograma do desenvolvimento do Inéculo Misto
e Inoculo Selecionado, os quais foram concomitantemente desenvolvidos e testados ao longo
dos cinco primeiros experimentos de balanco de nitrogénio (experimentos A, B, C, D e E) e
também nos primeiro experimentos de verificacdo da presenca do complexo enzimatico da

nitrogenase e discriminacdo isotopica de °N.
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O desenvolvimento dos indculos tiveram como um dos procedimentos
basicos a tentativa de selecdo de microorganismos potencialmente fixadores de nitrogénio
atmosférico. No caso do Inoculo Misto e do Inoculo Selecionado foi feita a selecdo ao longo
dos experimentos das unidades experimentais as quais contivessem a maior porcentagem de
nitrogénio e posterior repicagem da agua sobrenadante dessas nas unidades do experimento
seguinte e assim sucessivamente, sendo isso uma adaptacdo do método desenvolvido por
Cereda (1973). Dessa forma, ao selecionar-se o frasco ou tubo de ensaio com a maior
concentracdo de nitrogénio dentro de um experimento de balanco de nitrogénio, selecionou-se
cepas de microorganismos potencialmente capazes de aumentar o conteddo de nitrogénio no
substrato em estudo. Esse tipo de inoculo, desenvolvido pela selecdo de unidades
experimentais, as quais contivessem o maior teor de nitrogénio caracterizou o denominado
In6culo Misto. Outro procedimento utilizado para o desenvolvimento de um inoculo capaz de
aumentar o teor de nitrogénio total no substrato de fermentacdo foi o isolamento de
microorganismos obtidos através de meio seletivo isento de nitrogénio. Esse procedimento

caracterizou a obtencdo do Inéculo Selecionado.

3.4.1 In6culo Misto

Na Figura 1, em seu lado direito, é apresentado a sequiéncia de desenvolvimento do Inoculo
Misto, sendo que os experimentos de quantificacdo de nitrogénio que fazem parte dessa
sequéncia sdo apresentados no item 3.5. O ensaio de fermentacdo, o qual deu inicio ao preparo
do Inéculo Misto, foi consumado quando da coleta da agua sobrenadante em 48 horas apds a

mistura de 300 g de polvilho fécula de mandioca da amostra I, juntamente com 500 mL de agua
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em um copo Erlenmayer de 1000 mL. A agua sobrenadante coletada foi transferida em volume
de 50 mL para copo Becker de 200 mL e com auxilio de pipeta graduada de 1,0 mL foram
colocados 0,2 mL dessa em cada uma das 32 unidades experimentais do experimento A antes
da introducdo de fécula de mandioca e da agua nesses. Ap6s a determinacdo da quantidade de
nitrogénio total em cada unidade do experimento A, as unidades foram guardadas sob
refrigeracdo a 5°C e ao final do experimento escolheu-se aquela que apresentou a maior
quantidade de nitrogénio. Dessa, a qual foi mantida sob refrigeracdo por cinco dias, foi retirado
10 mL e passado em copo Becker e inoculado 0,2 mL em cada uma das 24 unidades do
experimento B. Da mesma forma, nesse experimento foi selecionado o tubo de ensaio com a
maior concentragdo de nitrogénio guardada sob refrigeracdo a 5°C.

Do tubo de ensaio que conteve a maior concentracdo de nitrogénio do
experimento B, foram coletados 5 mL e destes foram introduzidos 0,2 mL em cada um de
outros quatro tubos de ensaios (19x20 mm) com 8,000+1 g de fécula de mandioca da amostra I,
juntamente com 15 mL de &gua, e incubados ha 48 horas a temperatura de 28°C. Apés esse
periodo todos os tubos foram ajustados ao seu peso inicial com agua destilada e auxilio de uma
pipeta de 0,1 mL, e determinou-se individualmente a porcentagem de nitrogénio. Apos cinco
dias sob refrigeracdo, retirou-se a &gua sobrenadante do tubo de ensaio que apresentou a maior
concentragdo de nitrogénio e foram introduzidos 0,2 mL em cada uma das 16 unidades

experimentais do experimento C.
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Apbs determinacdo do conteddo de nitrogénio do experimento C,
novamente foi selecionado o tubo com a maior concentracdo de nitrogénio e inoculados 0,20
mL em quatro tubos da mesma forma descrita anteriormente. Ap6s 24 horas determinou-se a
concentracdo de nitrogénio nos quatro tubos e selecionou-se aquele que teve o maior teor que
foi guardado sob refrigeracdo de 5°C e retirou-se da refrigeracdo 0,5 mL de sua agua
sobrenadante foi introduzida em cada uma das 14 unidades experimentais do experimento D.

Ap0s 48 horas foram selecionadas as quatro unidades experimentais que
obtiveram a maior concentracdo de nitrogénio e suas aguas sobrenadantes foram misturadas,
totalizando 28 mL que foram adicionadas a mais 30 mL de &gua destilada e esterilizada. Essa
foi a forma final do indculo misto, a qual totalizou aproximadamente 60 mL e foi misturada
com volume igual In6culo Selecionado, descrito no item 3.4.2, sendo que essa mistura foi
mantida sob refrigeracdo a 5°C até a implantacdo do experimento E onde a mesma foi testada
com inoculacéo de 1,0 mL em cada frasco.

Apls o experimento E, foram selecionadas as quatro unidades
experimentais que apresentaram a maior concentracdo de nitrogénio e suas aguas
sobrenadantes, foram misturadas em copo Erlenmayer de 200 mL, juntamente com 100 mL de
agua destilada e esterilizada, totalizando 120 mL ao todo, o qual foi mantido sob refrigeracao a
5°C e serviu de indculo para os experimentos de verificagdo da atividade enzimatica da
nitrogenase e para 0 experimento com espectrometria de massa para a verificagdo da relacédo
isotopica °N/*N. Observa-se, portanto, que a forma do indculo testado ao final foi

representado por partes iguais do Indculo Misto e do Indculo Selecionado.
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3.4.2 Inbculo Selecionado

A Figura 1, em seu lado esquerdo mostra a seqiiéncia de obtencdo do
In6culo Selecionado, o qual foi obtido com crescimento de suspensdo em meio seletivo isento
de nitrogénio. Foi estabelecido o seguinte procedimento: para o ensaio de fermentacdo foram
colocados 70+5 mL de caldo nutritivo isento de nitrogénio em 2 copos Erlenmayer de 100 mL e
posteriormente autoclavado por 30 minutos. Nesse recipiente e em ambiente estéril, foram
inoculados 0,5 mL de agua sobrenadante coletada em 24, 48 e 72 horas apés inicio da
fermentacdo de fécula de mandioca, conduzido a temperatura de 28°C. Os dois copos
Erlenmayer, inoculados, foram incubados a 28°C em estufa bacterioldgica. Apds 24 horas,
quando ja era visivel a turvacdo de crescimento, foi pipetado 1 mL desta suspensdo que foi
inoculado em ambiente estéril em uma placa de Petry, previamente preparada com 10,0 mL de
meio de cultura isento de nitrogénio e esterilizado.

O meio de cultura usado para crescimento e selecdo de
microorganismos fixadores de nitrogénio teve a seguinte formulacdo: caldo sacarose/sais
minerais: 10g sacarose, 3g CaCOsz;, 900 mL H,O destilada e 100 mL de solucdo de sais
minerais, formulada com 5g K,HPOy; 29 de MgSQO,.7H,0; 1g de CaCOs; 0,29 de FeSQy; 0,29
de MnSQy; 0,1g de M00O3.H,0 e 0,1g de KI, sendo o volume completado a 1000mL com &gua
destilada. O mesmo meio foi acrescentado de 20 g de agar (LARPENT & LARPENT
GOURGAUD, 1975; SANTOS & LACAVA, 1981). Este meio foi elaborado a partir da mesma
formulagdo de caldo nutritivo, porém com adicéo de agar. As placas foram incubadas a 28 °C e
apos 48 horas, quando do crescimento microbiano visivel, foi repicado novamente em outra

placa de Petry sob as mesmas condic¢des e assim sucessivamente mais quatro vezes, sempre em
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48 horas ap6s a repicagem. A Ultima repicagem foi feita em cinco placas de Petry com o
mesmo meio de cultura. Foram colocados 10,0 mL de agua estéril na superficie de cada uma
das cinco placas de Petry e, em ambiente estéril, fez-se uma homogeneizacdo com o
crescimento microbiano. As suspensfes formadas em cada uma das cinco pelas cinco placas de
Petry foram reunidas em copo Erlenmayer de 200 mL, totalizando ao final aproximadamente
100 mL de inéculo, volume esse que foi guardado sob refrigeracdo a 5°C e misturado com o

In6culo Misto, obtido no item 3.4.1.

3.5 Experimentos de quantifica¢éo de nitrogénio

Os experimentos de quantificacdo de nitrogénio totalizaram seis
experimentos (experimentos A, B, C, D, E e F) e todos eles tiveram objetivo de detectar
variacbes no balango de nitrogénio na fase inicial do processo fermentacdo de fécula de
mandioca, levando em consideracdo variacbes como a forma de amostragem, efeito de
inoculacéo, tipo de unidade experimental e relacdo fecula/agua.

A quantificacdo de nitrogénio, no que concerne ao procedimento
metodologico de extracdo, destilacdo e titulacdo das amostras foi feito conforme metodologia

da AOAC (1998).

3.5.1 Primeiro experimento de balanco de nitrogénio — Experimento A

O primeiro experimento, ou experimento A, foi conduzido em ambiente

sem controle de temperatura e que variou de 8 a 25 °C. Foi colocado 8,000+1 g de fécula de
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mandioca da amostra | em tubo de ensaios de 16 x 150 mm, com tampa, juntamente com 20 mL
de agua e 0,2 mL de in6culo do ensaio de inicial de fermentacdo descrito no item 3.4.1.
Determinou-se a percentagem de nitrogénio total no inicio (0 horas), 24, 48, 72, 96 e 120 horas,
sendo que para cada determinacdo foram feitas 4 vezes, totalizando 32 tubos de ensaio. Antes
da coleta de amostra, o peso de cada tubo de ensaio foi ajustado aquele que possuia no inicio do
experimento. A percentagem de nitrogénio foi feita em 5,0 mL de amostra colhida com pipeta
de vidro a 3,0 cm abaixo do nivel da suspensdo e imediatamente apds a homogeneizagédo dessa.
A coleta de amostra, portanto, foi obtida volumetricamente e havia granulos de amido na

suspensao.

3.5.2 Segundo experimento de balanco de nitrogénio — Experimento B

O segundo experimento, ou experimento B, foi conduzido sob
temperatura constante de 28°C, em banho-maria. Colocou-se 10,000+1 g de fécula de mandioca
da amostra | em tubo de ensaios de 16 x 150 mm, juntamente com 15 mL de agua e 0,2 mL de
indculo proveniente do tubo de ensaio do experimento A, selecionado pela maior percentagem
de nitrogénio. Com o auxilio de uma pipeta de vidro foi coletado a aproximadamente 3 cm
abaixo do nivel da suspensdo, imediatamente apds homogeneiza¢do. A percentagem de
nitrogénio foi determinada em 5,0 ml de amostra no inicio (0 horas), 24, 48, 72, 96 e 120 horas,
sendo que cada determinacdo foram repetidas 4 vezes, totalizando 24 tubos de ensaio. Desses,
foi selecionado aquele que teve a maior porcentagem de nitrogénio e foi reinoculado um

volume correspondente a 0,2 mL da suspensdo em quatro outros tubos para obtencdo do
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In6culo Selecionado, conforme é descrito no item 3.4.1. O ajuste de peso antes da coleta e a

forma de coleta (volumetricamente) foi igual ao experimento A.

3.5.3 Terceiro experimento de balanco de nitrogénio — Experimento C

O terceiro experimento de quantificacdo de nitrogénio, ou experimento
C, foi conduzido sob temperatura constante de 28 °C em estufa de incubacdo. Colocou-se
8,000+1 g de fécula de mandioca da amostra | em tubo de ensaios de 16 x 150 mm, juntamente
com 15 mL de &gua potavel ndo tratada e 0,2 mL do Indculo Selecionado proveniente do tubo,
0 qual conteve a maior percentagem de nitrogénio dentre os quatro tubos descritos no item
3.5.2. Antes da coleta de amostra foi feito ajuste do peso de cada tubo ao peso inicial. A coleta
de amostra foi feita a 3,0 cm abaixo do nivel da suspensdo, através da pesagem exata de
aproximadamente 5 g de suspensdo e imediatamente apds homogeneizacdo manual. Portanto, a
amostragem foi feita gravimetricamente e continha granulos de amido em suspensao.
Determinou-se a percentagem de nitrogénio no inicio (0), 24, 48 e 72 horas, sendo que cada
determinagdo foram repetidas 4 vezes, totalizando dessa forma 24 tubos. Desses, foi
selecionado aquele que teve a maior porcentagem de nitrogénio e foi reinoculado em quatro
outros tubos, sendo esse procedimento parte da sequéncia de obtengcdo do Indculo Misto,
conforme é descrito no item 3.4.1. Observa-se que no decorrer dos experimentos de
quantificacdo de nitrogénio também foi desenvolvendo-se o procedimento de obtencdo de

in6culo.
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3.5.4 Experimento com amostragem somente no liquido sobrenadante —

Experimento D

O quarto experimento de quantificacdo de nitrogénio, ou experimento
D, foi conduzido sob temperatura constante de 28°C em estufa de incubagéo, onde se colocou
6,000+1 g de fécula de mandioca da amostra I, 15 mL de adgua potavel ndo clorada em frascos
cilindricos transparentes de 75x30 mm tipos Injeplast com 29 mL de volume e com tampa
interna ndo rosqueével. Em cada frasco adicionou-se 0,2 mL de in6culo do tubo o qual conteve
a maior porcentagem de nitrogénio dos quatro tubos descritos no item 3.5.3. Foram
determinados os teores de nitrogénio no inicio (0) e 48 horas em amostras coletadas ha 3 horas
apos a homogeneizagdo manual do contedo interno dos frascos, sendo que cada determinagéo
foi repetido sete vezes, totalizando 14 frascos. Antes da coleta de amostra, ajustou-se cada
frasco com o peso correspondente ao inicio do experimento, em balanca digital analitica marca
AB204 Micronal. A coleta de amostra foi feita no liquido com a retirada de 6,0 mL da
suspensdo ao redor de 0,5 cm acima da interface entre a fécula decantada e o liquido
sobrenadante. A amostra foi pesada com tubo de digestdo assentado em um suporte dentro da
balangca. Colocou-se no tubo de digestdo aproximadamente 5,000+1 g de amostra pesados

exatamente.

3.5.5 Experimento com teste de indculo — Experimento E

O quinto experimento de quantificagédo de nitrogénio, ou Experimento

E, teve a finalidade de comparar variagdes no balanco de nitrogénio ao longo do tempo em
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consequéncia da utilizacdo conjunta do Indculo Misto e Indculo Selecionado durante a fase
inicial do processo fermentativo de fécula de mandioca. O experimento foi conduzido sob
temperatura constante de 28°C em estufa de incubacdo. Amostras foram coletadas no inicio (0
horas), 24, 48, 72 e 96 horas, com cinco repeticbes em cada tempo, totalizaram 50 unidades
experimentais. Essas se constituiram de frascos cilindricos transparentes de 75x30 mm tipos
Injeplast com 29 mL de volume total e com tampa interna ndo rosqueavel, onde se colocou
8,000+1 g de fécula de mandioca da amostra Il e 17 mL de &gua potavel ndo tratada, para o
ensaio testemunha (sem inoculagdo). No ensaio com inoculagéo, além de 8,000+1 de fécula, foi
adicionado 15 mL de agua e 2 mL da mistura de quantidades iguais de Indculo Selecionado e
Inoculo Misto, conforme é descrito no item 3.4.

Antes da coleta de amostra, ajustou-se cada frasco com 0 peso
correspondente ao que este apresentava no inicio do experimento, através de balanca digital
analitica marca AB204 Micronal. A coleta de amostra foi feita a aproximadamente 3,5 cm
abaixo da borda dos frascos, sendo que a homogeneizacdo foi manual. Foi retirado
aproximadamente 6,0 ml da amostra, sendo que foi introduzido no tubo de digestdo
aproximadamente 5,000+1 g de amostra, pesados exatamente.

Apols a coleta de amostra em cada frasco para determinacdo de
nitrogénio total, foi determinado o teor de acidez titulavel e pH para 0 acompanhamento do
processo fermentativo de fecula de mandioca. O pH foi determinado da seguinte forma: o
conteddo em cada frasco foi homogeneizado manualmente até que as particulas ficaram
uniformemente suspensas. Agitou-se ocasionalmente de forma manual por mais 30 minutos.
Deixou-se em repouso por 10 minutos e decantou-se o liquido sobrenadante para outro frasco

com as mesmas dimensbes e determinou-se 0 pH introduzindo o eletrodo dentro desse. A
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acidez titulavel foi feita da seguinte forma: imediatamente apds a leitura de pH verteu-se todo o
conteddo do frasco em um copo Erlenmayer de 250 mL e adicionou-se 80 mL de agua destilada
e 2 a 4 gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina. Sob agitacdo constante titulou-se com
hidroxido de sodio 0,1N até a viragem do indicador. Os valores de acidez foram calculados
considerando a quantidade em matéria seca de fécula da amostra Il introduzida nos frascos no
inicio do experimento, ou seja, 8,000+1 g diminuido a umidade da amostra Il. O procedimento
de determinacdo de pH e acidez titulavel apresentado acima seguiu 0 que descreve Instituto
Adolfo Lutz (1985), com adaptacfes sendo feitas, devido a amostra ndo ser na forma de po,
mas sim na forma de suspensdo de granulos de amido. Todas as leituras de pH foram feitas com

potencidmetro marca MS Tecnon, modelo PA200.

3.5.6 Experimento com amostragem no liquido sobrenadante e na fécula

decantada — Experimento F

O Experimento F foi conduzido sob temperatura constante de 28°C em
estufa de incubacdo, sendo que se utilizou frascos cilindricos transparentes de 75x30 mm tipos
Injeplast com 29 mL de volume e com tampa interna rosqueavel, onde se colocou 6,000+1 g
fécula da amostra Il (fécula comercial) juntamente com 15,0 mL de agua potavel ndo clorada.
Foram determinados os teores de nitrogénio total no inicio (0), 48 e 72 horas, sendo que cada
tempo foi repetido seis vezes, totalizando 18 frascos. A amostragem foi feita 3 horas apos a
homogeneiza¢do manual do contetdo dos frascos, quando ja estava bem definida a separacao
entre a fécula de mandioca decantada e o liquido sobrenadante. O liquido sobrenadante foi

separado dos frascos, ficando nestes somente a fécula decantada. Foram coletadas
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aproximadamente 3,000+£1 g de amostra da fécula decantada e aproximadamente 5,000+1 g do

liquido sobrenadante.

3.6 Verificagdo da presenga do complexo enzimético da nitrogenase

A reducdo de acetileno para etileno ocorre por acdo da nitrogenase, a
qual confirma a presenca do processo de fixacdo biologica de N, atmosférico. Tal reducdo é
tida como uma maneira indireta de comprovar a existéncia do referido processo. Com base
nesse principio, foi desenvolvido um experimento onde se conduziu o processo fermentativo de
fécula de mandioca em dois tipos de ambientes fechados. Neles foi introduzido o gas acetileno
e mesurou-se o etileno via cromatografia gasosa. Tal experimento constitui-se uma adaptacao
daquele desenvolvido pioneiramente por Schollhorn & Burris (1967) e posteriormente
desenvolvido por Boddey et al. (1994) para verificacdo do processo de fixacdo biologica de N,
atmosférico em plantas.

A construcdo do ambiente fechado para a condugdo do experimento
com a introducdo do gas acetileno e retirada de amostras da fase gasosa para analise em
espectrometria de massa, compreendeu dois tipos de recipientes, segundo o volume total dos
mesmos. O maior volume avaliado foram frascos de 1000 mL, onde se introduziu 200 g de
fécula de mandioca da amostra I1, juntamente com 200 ml da agua potavel, porém nao clorada.
Para os frascos onde foi testada a inoculacdo, além dessa quantidade de fécula e agua, foi
também adicionado 20 ml de mistura de quantidades iguais do Inéculo Misto e Inéculo
Selecionado, como é descrito no item 3.4. Aproximadamente 600 ml restaram dentro dos

frascos e esse volume constituiu a fase gasosa, onde foi introduzido o gés acetileno. A Figura 2
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apresenta as dimensfes e um corte transversal desse tipo de frasco, que apresenta vedacao
adequada do seu contetdo interno, através de uma tampa rosqueavel. Essa, por sua vez, possui
um orificio selado com borracha onde é possivel inserir e retirar volumes de gas através de uma
seringa. Foram feitas analises de pH, acidez e determinacdo de etileno por cromatografia gasosa
em 0 (inicio), 24, 48, 72 horas. Com o auxilio de uma seringa de 100 mL retirou-se 60 mL do ar
interior em cada frasco (+10%). Em seguida injetou-se 60 ml de gas acetileno e os frascos
foram colocadas em agitacdo durante 30 minutos. Apos esse tempo foram retiradas 1,0 mL de
amostra da fase gasosa de cada frasco e procedeu-se a analise em cromatografia gasosa. Os
frascos continuaram sob agitagéo e o procedimento de leitura foi repetido em 1 hora e 2 horas
apos cada intervalo de tempo. Isso porque o tempo de 30 minutos pode ndo ser suficiente para
que haja reducdo do acetileno a etileno em quantidades passiveis de serem detectadas pela
cromatografia gasosa.

O outro tipo de unidade experimental utilizado para esse experimento
foram frascos cilindricos tipo Injeplast, com tampa interna ndo rosqueavel, tendo volume total
de 29 ml. Dentro foram colocados 8,000+1 g de fécula de mandioca da amostra Il e 17 ml de
agua, para o experimento testemunha. Para os frascos com teste de inoculagdo foram colocados
a mesma quantidade de fécula de mandioca, porém com apenas 15,0 ml da mesma agua e 2,0
ml de mistura de quantidades iguais do Inoculo Misto e Inoculo Selecionado, como € descrito
no item 3.4. Dessa forma, totalizaram 16 frascos, sendo 8 com inoculacédo e 8 testemunhas (sem
inoculacéo), para leitura em 0 (inicio), 8, 16, 24, 40, 48, 72 e 96 horas ap0s o0 inicio da
fermentacdo, a qual foi conduzida em temperatura constante de 28°C em estufa de incubacéo.
Apds cada determinacdo os frascos continuaram sob agitacdo e o procedimento de leitura foi

repetido em 1 hora e 2 horas ap0s.
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A leitura em cromatografia gasosa ocorreu da seguinte forma: de cada
frasco foi retirado a tampa interna e colocado uma outra de borracha, de forma a possibilitar a
introducdo da agulha de uma seringa de 1,0 mL sem permitir a troca de gases com o exterior.
Através da seringa, retirou-se 0,5 ml do ar (+10% da fase gasosa) e injetou-se 0,5 ml de
acetileno. Em seguida os frascos foram colocadas em agitacdo durante 30 minutos. Apos esse
tempo, com a mesma seringa, retirou-se 1,0 ml do ar interior dos frascos e deixou-se estes ainda
sob agitacdo dentro da estufa de incubacdo. Injetou-se a amostra no cromatégrafo a gas, sendo
que esse procedimento de leitura foi repetido em 1 hora e 2 horas ap6s. Apds as leituras em
cromatografia gasosa foram feitas analises de pH e acidez em todos os frascos.

As analise em amostras de ambos 0s tipos de frascos foram feitas com
cromatégrafo a g&s, modelo GC 65 Beckman com duas colunas tipo Poropak N e detector de
ionizacdo de chama, utilizando como gas de arraste o nitrogénio. Foram utilizados padrdes de 5
e 500 ppm de etileno. Apos leitura das amostras em cromatografia gasosa foram feitas
determinac@es de pH e acidez titulavel segundo Instituto Adolfo Lutz (1985), sendo que para 0s
frascos com volume de 29 mL o procedimento metodoldgico teve as mesmas adaptacOes
apresentada no item 3.5.5. Todas as leituras de pH foram feitas com potencidmetro marca MS
Tecnon, modelo PA200.

Foi realizado um segundo experimento para verificacdo da atividade da
nitrogenase com o mesmo procedimento metodoldgico descrito e utilizando 0s mesmos
equipamentos, sendo que desta vez foi utilizado fécula de mandioca da amostra |11, de origem
comercial e descrita no item 3.2 e foi utilizado agua potavel ndo clorada da mesma origem que

aquela utilizada no experimento F.
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3.7 Verificacdo da relacdo N**/N'* via espectrometria de massa

O experimento é uma adaptacdo da metodologia descrita por Beaumont
et al. (2000) avaliacdo de fixacdo de N, atmosférico em algas cianoficeas de ambiente aquatico.
No presente experimento considera-se por similaridade o ambiente como anaerdbio, ou
microaerofilo onde ocorre a fermentacdo de fécula de mandioca. O experimento utilizou fécula
de mandioca da amostra Il e foi conduzido sob temperatura constante de 28 °C em estufa de
incubacdo. As amostras foram coletadas em 0 (inicio), 24, 48, 72 e 96 horas apds a o inicio do
experimento. Foi coletado um volume de aproximadamente 40 ulL de amostra do liquido
sobrenadante ou da fécula decantada apos a retirada daquele. Os resultados foram expressos em
8 %00 (delta por mil), que representa a quantidade de is6topos *°N para cada 1000 is6topos **N,
como relatado por Boddey (1994). As anélises foram feitas por espectrometro de massa, marca
Finnigan MAT, modelo Delta S, acoplado a um Analisador Elementar modelo EA1108CHN. O
aparelho foi calibrado com medida padrdo da abundancia de N do cilindro de gés de N
utilizado como padréo de laboratorio, e o pico de referéncia para cada leitura de amostra (pico
2) calibrado segundo relacdo de massa isotépica N™*/N** de sulfato de aménio, sendo ambas as
calibracOes descritas por Berrie & Prosser (1996).

O experimento foi conduzido em frascos cilindricos tipo Injeplast de 29
mL, com tampa interna ndo rosqueavel. Em cada frasco foram colocados 8,000+1 g de fécula
de mandioca proveniente da amostra Il, 15 mL de agua potavel ndo clorada e 2 mL da mistura
de guantidades iguais do Indculo Misto e do Indculo Selecionado, como € descrito no item 3.4.

Para comparacdo também foi determinado a abundancia de N em fécula de mandioca
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comercial, a qual sera considerada como sendo substrato ndo fermentado, ou seja, similar as

amostras do substrato no tempo 0 horas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A hip6tese da ocorréncia do mecanismo biolégico de fixacdo de N,
atmosférico no processo de fermentacdo de fécula de mandioca teve fundamentacdo tedrica no
fato de que ha uma fermentagdo vigorosa ja em 24 horas, apesar do baixo teor de nitrogénio no
meio, 0 que leva para uma relagdo C/N alta, conforme descreve Cereda (1973). Para que se
estabeleca a existéncia atividade bioldgica, deve haver incorporacdo de nitrogénio no meio e a
atmosfera ¢é tida como uma das provaveis fontes do elemento. Dessa forma, a discussdo dos
aspectos mais relevantes mostrados pelos resultados obtidos durante todo o experimento
considera o0 conjunto de procedimentos metodologicos que foram aplicados. Esses foram
fundamentados nas caracteristicas fisico-quimicas das amostras de fécula de mandioca
utilizadas, no balango do elemento nitrogénio em sua forma total na fase inicial do processo de
fermentacdo de fécula de mandioca, na atividade do complexo enzimético da nitrogenase, a qual
é responsavel pela fixacdo de N, e, por fim, na investigacdo das alteracdes da relacdo isotopica

N/*N, quando da fixago e assimilagdo do elemento nitrogénio.
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4.1 Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de fécula

As caracteristicas fisico-quimicas das amostras de fécula de mandioca
utilizadas para o experimento sdo apresentadas na Tabela 3. Observa-se que o teor de nitrogénio
para a fécula da amostra I, Il e Il (fécula comercial) sdo respectivamente 0,09, 0,08 e 0,01%.
Segundo Sarmento et al. (1994), o teor de nitrogénio encontrado normalmente na fécula de
mandioca é de 0,06% e dessa forma apenas a fécula da amostra Il encontra-se com os teores
desse elemento abaixo do normal. As amostras de fécula | e Il, obtidas em laboratorio,
apresentam teores de nitrogénio um pouco acima do normal e isso pode ter incorrer em
impedimentos quanto a ocorréncia de fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico no processo de
fermentacdo, uma vez que concentragdes desse elemento podem inibir tal processo quando
acima de determinados niveis (LIMMER & DRAKE,1998 e HILL, 1992). Embora as amostras
de fécula I e Il tenham teores de nitrogénio acima dos valores normais, ainda assim observa-se
que a relacdo C/N apresenta-se elevada para os trés tipos de amostras de fécula.

As amostras | e Ill apresentaram-se com valores de acidez titulavel
levemente acima de 0,94 ml de NaOH N/100g de matéria seca, valor esse citado por Sarmento et
al. (1994) como normal para fécula de mandioca. Porem a amostra Il possuiu um valor
aproximadamente trés vezes maior (3,65 ml de NaOH N/100g de matéria seca) e isso pode
indicar que nessa amostra parte do processo fermentativo ja tenha ocorrido, conforme padrdes de
acidez descritos por Cereda (1973)para o processo de fermentagdo de fécula de mandioca. Essa
hipotese é reforcada quando observamos pH com valor 4,48 nessa amostra, sendo que o valor

normalmente encontrado para fécula de mandioca é de aproximadamente 6,2.
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas das trés amostras (I, 11, I11) de fécula de mandioca
utilizados nos experimentos (média de duas repeticdes)

Parametros Amostra | Amostra |l Amostra |11
Umidade % 8,57 12,37 3,92
pH 5,60 4,48 6,30
Acidez titulavel * 1,54 3,65 1,40

% na matéria seca

Nitrogénio total 0,09 0,08 0,01
Amido 96,94 89,1 88,33
Teor de carbono 43,08 39,59 39,25
Relagdo C/N 478,6 4949 3925

(*) ml de NaOH N/ 100 g de matéria seca

4.2 Desenvolvimento das fermentacdes

Todos os experimentos apresentaram os sinais de fermentacéo tipicos de
fécula de mandioca descritos por Cereda (1973). Entre 24 e 48 horas ap6s o inicio do
experimento se observou turvacdo da agua sobrenadante e presenca de bolhas na fécula
decantada, que posteriormente subiam a superficie formando espuma. Com relacéo ao pH e a
acidez titulavel a maioria dos experimentos ndo tiveram esses parametros analisados, porém
no experimento E de quantificacdo de nitrogénio, no qual foi testada a mistura do Indculo
Misto e do In6culo Selecionado, o pH apresentou decréscimo rapido e a acidez aumentou
conforme é apresentado no item 4.3. Também para o experimento de verificacdo da atividade
enzimética da nitrogenase houve diminui¢do de pH e decréscimo da acidez tituldvel. Esses
resultados mostraram que, nesse periodo do processo de fermentagcdo ocorreram variag@es de

pH e acidez titulavel dentro dos padrdes tipicos.
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4.3 Balanco de nitrogénio no substrato de fécula de mandioca

O balanco de nitrogénio no substrato de fécula de mandioca na fase
inicial do processo de fermentacéo foi estabelecido em seis experimentos (experimentos A, B, C,
D, E e F) onde foram determinados o contetdo total do elemento nitrogénio ao longo dos
primeiros cinco dias. A principio, os resultados obtidos apontaram para a ndo confirmacdo da
hip6tese da ocorréncia de fixacdo bioldgica de N, no referido processo.

Os valores de nitrogénio total no substrato de fécula de mandioca nos
experimento A e B s@o apresentados na Tabela 4, e do experimento C sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 4. Valores de nitrogénio total ao longo do tempo no substrato de fécula de mandioca
em dois experimentos, sendo experimento A conduzido em condi¢cdes ambientais e
experimento B com conduzido com temperatura constante de 28 °C. Média de quatro
repeticbes. Resultados na coluna seguidos da mesma letra ndo diferem pelo teste

Tukey (F<0,05).
horas Experimento A Experimento B
% nitrogénio total  C.V. % nitrogénio total C.V.
0 (inicio) 0,00640 a 25,20 0,01007 a 6,97
24 0,00510 a 26,64 0,01075 a 14,11
48 0,00526 a 19,30 0,01177 a 8,09
72 0,00526 a 34,42 0,00980 a 13,80
96 0,00803 a 14,02 0,01109 a 2,37

120 0,00708 a 25,14 0,01008 a 6,03
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Tabela 5. Teores de nitrogénio total no inicio (0), 24, 48 e 72 horas do processo de
fermentacdo de fécula de mandioca (experimento C), com amostragem na suspensao
com granulos de fécula, média de quatro repeticbes. Resultados no mesmo
experimento seguidos da mesma letra ndo diferem Tukey (F<0,05)

horas (%nitrogénio total) Coeficiente de variacdo
0 (inicio) 0,07449 a
24 0,09033 a 18,1
48 0,07851a
72 0,07187 a

Tanto no experimento A, que foi conduzido em condi¢des ambientais,
como no experimento B que foi conduzido sob temperatura constante de 28 °C, ndo foi possivel
detectar variacdo do contetdo de nitrogénio total durante o experimento. Ainda assim observou-
se em ambos uma tendéncia de aumento as 96 horas. Confirmando o que ocorreu nos
experimentos A e B, o experimento C, que também teve coleta de amostra na suspensao de agua
contendo fécula, ndo foram detectadas variaces significativas de teor de nitrogénio total no
substrato ao longo das 72 duas horas de duracdo do experimento, embora seja possivel observar
uma tendéncia de aumento 24 horas ap0s o inicio da fermentacao.

O fato de ndo haver sido detectado aumentos significativos de nitrogénio
total na suspensdo contendo agua e fécula nos experimentos A, B e C quando comparado com 0
inicio (tempo 0) , supbBe que ndo ocorreu nesses o processo de fixacdo bioldgica de Ny
atmosférico. Outra hipétese, entretanto, é de que quando a primeira amostra foi feita essa fixacdo
ja havia ocorrido. Um indicio dessa constatacdo é o fato de que a amostra de fécula de mandioca
utilizada para esses trés experimentos (amostra I) possuia um valor de 0,09% de nitrogénio total,
ou seja, uma vez e meio maior que a média de 0,06% encontrado normalmente na fécula de
mandioca, conforme apresentam Sarmento et al. (1994). O fato de que a amostra de fécula de

mandioca utilizada para esses experimentos j& teve uma concentragdo de nitrogénio acima dos
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valores normais quando do inicio dos experimentos, aponta para a possibilidade de ja haver
ocorrido parte da fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico durante o periodo entre a obtengédo
das amostras e o inicio do experimento.

Com relacdo a inoculagcdo, a técnica de enriquecimento com a
reinoculacdo de frascos ou tubos que contivessem a maior porcentagem de nitrogénio no
experimento anterior, pode ter adicionado ao substrato pequena quantidade de nitrogénio, assim
como contribuido para a acidificacdo do meio. Sendo essas condi¢Bes antagdnicas ao processo
de fixacdo biologica de N, atmosférico, o processo de inoculacdo teria provocado um
impedimento, ao invés potencializar o processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico no
substrato.

Os resultados do experimento D, o qual também foi realizado com fécula
da amostra I, mas com amostragem somente no liquido sobrenadante apds trés horas de repouso,
sdo apresentados na Tabela 6. Observa-se que houve variagdo no contetdo de nitrogénio total e 0
resultado é significativo mesmo para o nivel 1% de significancia. Houve, portanto, um aumento
de nitrogénio total em até 28% no liquido sobrenadante do substrato de fécula de mandioca as 48
horas apds o inicio do processo fermentativo o que esta de acordo com o que fora observado por

Cereda & Giav-levra (1987).

Tabela 6. Teores de nitrogénio total no inicio (0) e 48 horas (experimento D), com
amostragem somente no liquido sobrenadante apos trés horas de repouso, média de sete
repeticfes. Resultados no mesmo experimento seguidos da mesma letra ndo diferem

Tukey (F<0,05)
horas (% nitrogénio total) Coeficiente de Variagéo (%)
0 (inicio) 0,01993 a 5,442

48 0,02555 b
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Esse aumento pode ter sido ocasionado pela presenca de
microorganismos na fermentacao natural de fécula de mandioca, como apontaram Cereda (1973)
e Ampe (2001), bem como ocasionado por microorganismos presentes no inoculo utilizado.
Porém, nesse experimento o incremento de nitrogénio total no liquido sobrenadante pode ter sido
originado pela migracdo do elemento nitrogénio da fécula decantada. A atividade bioldgica da
fase inicial do processo de fermentagdo pode ter transformado o nitrogénio orgéanico dos
granulos da fécula decantada em formas soluveis.

Se no experimento D houve aumento de nitrogénio no substrato pela
presenca do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico, pode-se dizer que a amostra de
fécula utilizada ndo continha impedimentos a realizacdo de fixagdo biolégica de N, conforme foi
proposto para os resultados obtidos nos experimentos A, B e C. Ou seja, a ndo ocorréncia de
aumentos de nitrogénio total no substrato dos experimentos A, B e C pode ter sido ocasionado
pelo teor de nitrogénio e valores de acidez acima do normal na amostra de fécula utilizada como
substrato e isso poderia ter inibido o processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio durante o
processo de fermentacdo. Porém, no experimento D, que também foi realizado com a mesma
amostra de fécula, houve aumento de nitrogénio no decorrer do experimento. Se esse aumento
foi tido como proveniente do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico, pode-se
considerar que nos experimentos A, B e C o teor de nitrogénio e as condi¢Oes de acidez da
amostra de fécula utilizada ndo foram impeditivas para a realizacdo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio.

Considerando as duas formas de amostragem, ficou evidente o aumento
de nitrogénio total quando da amostragem somente no liquido sobrenadante apos trés horas de

repouso no processo de fermentacdo de fécula de mandioca, induzido pela inoculagdo ou néo.
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Como até o momento ndo havia sido comprovado um aumento desse elemento quando da
amostragem imediatamente apds a homogeneizagdo, isto €, com amostragem da suspensdo de
agua contendo granulos de fécula, procedeu-se a realizacdo do experimento E, cujos resultados
do balanco de nitrogénio total sdo apresentados na Tabela 7 e os resultados de pH e acidez sdo
apresentados na Figura 3. Nesse experimento, a hipotese da utilizacdo de um in6culo como
indutor de incremento do nitrogénio total foi testada, introduzindo-se um tratamento com
inoculacdo, onde utilizou-se conjuntamente partes iguais de Inoculo Misto e o In6culo
Selecionado,conforme descrito no item 3.4, comparado com outro tratamento onde néo foi
utilizado qualquer tipo de inoculacéo.

Em nenhum tratamento com inoculagdo foi observado aumento ou
diminuicdo de nitrogénio total no substrato. Porém, no tratamento sem inoculagdo, embora
também ndo tenha havido um aumento da concentracdo desse elemento, observou-se uma
reducdo ao final de 96 horas apds o inicio do experimento. Tomando-se como referéncia
porcentagem de nitrogénio total no inicio do experimento, qual seja de 0,02872 %, pode-se

expressar que tal reducéo foi de 3,69 %.

Tabela 7. Resultados em porcentagem de nitrogénio ao longo do tempo em fermentacdo de
substrato de fécula de mandioca, com e sem inoculagdo. Média de cinco repeticdes.
NUmeros seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem (Tukey F<0,05); C.V.=3,65%

Tempo (h) Com inoculacio’ (%) Sem inoculagéo (%)
0 0,02897 a 0,02872 a
24 0,02808 a 0,02838ab
48 0,02880 a 0,02840 a
72 0,02859 a 0,02963 a
96 0,02761 a 0,02766 b

*Inoculo obtido da mistura de partes iguais de Inoculo Misto e Indculo Selecionado
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Figura 3. Valores de pH e Acidez no meio fermentativo de fécula de
mandioca com inoculagéo e sem inoculacdo. Meédia de cinco
repeticdes.

A acidez inicial dos experimentos com e sem inoculagdo foram
semelhantes e proximos a 3,0 ml NaOH N/100 mL de amostra. Ao final de 96 horas,
apresentaram valores de 7,5 e 10,0 ml NaOH N/100 mL, para tratamento com inoculagao e sem
inoculacdo, respectivamente. A variacdo maior observou-se no Gltimo periodo do ensaio, qual
seja, de 72 a 96 horas. Por outro lado, em ambos 0s ensaios o0 pH iniciou com valores préximos
de 4,3 e terminaram com valores de 3,8. Ainda quanto ao pH observa-se no tratamento com
inoculacdo, que o valor desse dois dias ap6s o inicio da fermentacdo foi proximo de 5,5 e
reduziu trés dias depois.

O fato de ndo ter ocorrido incrementos de nitrogénio aponta para a nao
ocorréncia do processo de fixacdo de nitrogénio atmosférico durante o experimento E. Por outro
lado, da mesma forma que os experimentos A, B e C, as condi¢Bes da amostra de fécula utilizada
para 0 experimento (amostra Il) pode indicar que o processo de fixagdo bioldgica pode ter

ocorrido antes do inicio do experimento. Isso porque a fécula utilizada continha um teor de
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nitrogénio de 0,08 %, valor esse um pouco acima de valores normais, conforme apresentam
Sarmento et al. (1994). Da mesma forma, os valores de pH e acidez jA mostravam alteragBes que
apontavam para a possibilidade de j& haver ocorrido parte do processo fermentativo antes do

inicio do experimento.

Com relacdo ao efeito de inoculagdo no experimento E, pode-se observa
um decréscimo de nitrogénio total no dltimo estadgio (96 horas) nos tratamentos testemunha,
onde ndo houve inoculacdo. A ocorréncia desse decréscimo, quando comparado com 0 mesmo
estagio do tratamento onde houve a inoculagdo, indica a possibilidade de ter havido efeito do
indculo no conteddo de nitrogénio total, de maneira que, se ndo ocorreu o suficiente para
aumentar esse contetdo, pelo menos ocorreu o suficiente para manter as possiveis perdas por
denitrificacdo. A denitrificacdo € um processo de respiracdo anaerébia levado a efeito por certos
microorganismos anaerdbios facultativos capazes de reduzir moléculas de nitrato ou nitrito para
formas gasosas de nitrogénio, principalmente N, e N,O (VICTORIA et al. 1995). Dentre esses
microorganismos encontram-se 0s géneros Bacillus e Propionibacterium, os quais também sdo

citados por Cereda (1973) como presentes no processo de fermentacdo de fécula de mandioca.

Dentre todos os experimentos realizados com amostragem na suspensao
homogeneizada, o experimento E é o Unico que apresenta resultados que podem comprovar uma
possivel ocorréncia do processo de fixacdo bioldgica de N, atmosférico. Isso também corrobora
com a possibilidade da existéncia conjunta desses dois eventos no processo de fermentacdo de
fécula de mandioca, quais sejam da perda de nitrogénio para a atmosfera e entrada desse
elemento para o substrato, via fixa¢&o biologica. Assim sendo, o procedimento metodolégico do

balango de nitrogénio fica comprometido quando da possibilidade do mesmo ser usado na
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verificacdo do processo de fixacdo biologica de N, atmosférico na fermentacdo de fécula de

mandioca.

Em todos os experimentos de quantificagdo de nitrogénio total
realizados, observou-se que aumentos desse elemento ocorreram apenas no experimento D, onde
o0 procedimento de amostragem foi apenas no liquido sobrenadante. Tal incremento de nitrogénio
total poderia ter duas origens, quais sejam, o N, atmosférico sobre o liquido sobrenadante ou o
nitrogénio da propria fécula decantada. Assim sendo, realizou-se o experimento F onde se fez a
determinacdo do elemento nitrogénio ndo somente no liquido sobrenadante, mas também na
fécula decantada e cujos resultados sdo apresentados no Tabela 8. Nesse experimento foi
utilizado como substrato a fécula da amostra Ill, fécula comercial, com 0,01 % de nitrogénio
total na matéria seca, acidez em torno de 1,40 ml de NaOH N / 100 g de amostra seca e pH 6,30.
Também ndo foi utilizado o procedimento de inoculacdo para que ndo fossem alteradas essas

condigdes iniciais de pH e acidez.

Tabela 8. Teores de nitrogénio total no substrato de fermentagéo de fécula de mandioca no
inicio (0), 48 e 72 horas ap0s, no liquido sobrenadante e na fécula decantada com
amostragem apds trés horas de repouso (média de seis repeti¢cBes). Resultados
seguidos da mesma letra na mesma coluna nao diferem Tukey (F<0,05)

horas (% nitrogénio total)
Liquido sobrenadante Fécula decantada Liquido sobrenadante
C.V=10,3% C.V.=10,6% + fécula decantada
0 (inicio) 0,001806 b 0,004798 a 0,006604 a
48 0,001911 a 0,003567 b 0,005478 a
72 0,002568 a 0,002894 c 0,005462 a

Observa-se que houve confirmacdo do aumento do teor de nitrogénio

total no liquido sobrenadante em decorréncia do processo de fermentacdo de fécula de mandioca,
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assim como houve no experimento D e também como ja haviam observado Cereda & Giav-
Levra (1987). A diferenca nesse experimento é que o aumento ndo se confirmou em 48 horas
apos o inicio do processo, porém confirmou-se em 72 horas, com um valor calculado em 42,2%
maior. Por outro lado, houve diminuicdo do teor de nitrogénio total na fécula decantada de forma
decrescente ao longo do tempo. Quando comparado com o inicio do processo de fermentacéo,
observar-se que em 48 horas a concentracdo de nitrogénio diminuiu 25,6 % e ap6s 72 horas
diminui 39,68%. Tais resultados apontam para a ocorréncia de migracdo de nitrogénio da fécula
decantada para o liquido sobrenadante. Por outro lado, observa-se que a soma do teor de
nitrogénio total do liquido sobrenadante e da fécula decantada durante o experimento
permaneceu inalterada. Isso evidencia a ndo entrada de nitrogénio no sistema e esse resultado
reforca a hipdtese de que durante esse experimento ndao ocorreu o processo de fixacdo bioldgica

de nitrogénio atmosfeérico.

Observa-se, portanto, que o experimento D e 0 experimento F tiveram
comportamentos semelhantes quando se constata que houve um aumento de nitrogénio total no
liquido sobrenadante. Considerando o fato de que no experimento D houve inoculagdo e no
experimento F ndo houve, o procedimento de inoculagdo pode néo ter tido efeito quando do seu
objetivo de realizar incrementos de nitrogénio total quando considerado apenas o liquido
sobrenadante, visto que esse aumento ocorre mesmo sem o procedimento de inoculagdo. Da
mesma forma, a diferenciacdo das caracteristicas quimicas dos dois tipos de fécula utilizada em
cada experimento ndo sdo significativamente importantes a ponto de diferirem quanto a

capacidade de provocar incrementos de nitrogénio total no liquido sobrenadante.

4.4 Verificacdo de atividade enzimatica da nitrogenase
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A hipotese da existéncia de processo de fixacdo bioldgica de N, na fase
inicial da fermentacdo de fécula de mandioca (primeiras 96 horas) tem como procedimento
metodoldgico a confirmagdo ou ndo da presenca do complexo enzimético da nitrogenase. Esse
conjunto de enzimas é fundamental na quebra da ligacéo triplice da molécula de N, que é um gas
abundante na atmosfera, e transformacdo do elemento N em formas moleculares solUveis e de
facil assimilagdo pelos organismos vivos. O complexo enzimético da nitrogenase néo é passivel
de ser determinado diretamente pela cromatografia gasosa. Porém, essas moléculas podem ser
detectadas de forma indireta por esse principio metodoldgico através da propriedade que elas
tém de reduzir a molécula de acetileno a etileno.

Com base nesse principio, foi desenvolvido um experimento onde se
conduziu o processo fermentativo de fécula de mandioca em seu estagio inicial em dois tipos de
ambientes fechados com quantidades diferentes de substrato, volume de agua, inoculacdo e
volume da fase gasosa. Neles foi introduzido o gas acetileno e procedeu-se a deteccao do etileno
remanescente via cromatografia gasosa. Determinou-se também o pH e a acidez no substrato,
visto que esses dois parametros sdo tidos como fundamentais para monitorar 0 Processo
fermentativo em estudo, conforme descreve Cereda (1973).

Tanto no experimento com a fécula de mandioca da amostra I, como na
sua repeticdo com a fécula de mandioca da amostra 111, que era uma fécula comercial, ndo houve
evidéncia da presenca de etileno, comprovado pela auséncia de pico na regido de deteccédo desse.
A Figura 4 apresenta dois cromatogramas, um para cada tipo de amostras de fécula de mandioca
utilizadas, quais seja amostra | e amostra Ill, ambos obtidos em 48 horas ap6s o inicio do

processo fermentativo.
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A regido 1 apresenta-se plana e nela que deveria manifestar-se o pico de
etileno, que supostamente deveria originar-se do acetileno reduzido pela presenga do complexo
enzimatico da nitrogenase proveniente da amostra. A auséncia de pico na regido do etileno
ocorreu em todas as amostras lidas, o que indica que ndao ouve presenga do complexo enzimatico
da nitrogenase, uma vez que ndo houve reducdo de acetileno a etileno e tal comparacgéo é feita
com a regido 2 dos cromatogramas onde o pico representa o padrdo de 500 ppm de etileno

utilizado nas leituras.

& ©
v

L 1 L1
Experimento com amostra | Experimento com amostra 111

Figura 4. Cromatogramas obtidos em 48 horas ap0s o inicio da fermentacdo em experimento
com a amostra | de fécula de mandioca e com amostra 111, sendo: 1- regido de detec¢édo do
pico de etileno; 2 — pico do padrdo de 500 ppm de etileno; 3 — pico de deteccdo de gas
metano.

Em ambos experimentos ocorreram o processo de fermentacdo natural de
fécula de mandioca como descrito por Cereda (1973), indicados pela reducdo do pH e

consequente acidificacdo do substrato, bem como a presenca de bolhas de géas e turvacdo do
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meio. A formacdo de gés, além de caracterizada visualmente, foi estabelecida pela deteccdo
de gas metano nos dois experimentos, onde nos cromatogramas da Figura 4 sdo apontados no
pico nimero 3. A formacdo de gds metano € comum no procedimento metodol6gico de
verificacdo da atividade enzimatica da nitrogenase via cromatografia gasosa, devido a
transformacfes quimicas da molécula de acetileno que podem ocorrer, conforme constatou

Tsai*.

Com relagdo ao pH e acidez , a fécula de mandioca da amostra I
apresentava valores iniciais de pH e acidez de 5,60 e 1,54 mL de NaOH N/100 g de matéria
seca, respectivamente, quando da sua utilizacdo como substrato para o inicio do experimento.
Na repeticdo do experimento, utilizando-se fécula comercial (amostra Ill), esta apresentava
valores de pH e acidez da ordem de 6,30 e 1,40 mL de NaOH N/100g de matéria seca,
respectivamente. Ao final do experimento ap6s 72 horas, com a fécula de mandioca da
amostra | apresentou valores de pH e acidez da ordem de 3,30 e 5,25 mL de NaOH N/100g de
matéria seca e a fécula comercial (amostra I11), ao final do experimento apresentou valores de

pH e acidez da ordem de 3,71 e 6,12 mL de NaOH N/100g de matéria seca, respectivamente.

Para o experimento conduzido com a amostra A, inexisténcia da reducao

de acetileno a etileno pode ser atribuida ao fato de que havia uma concentracdo de nitrogénio

* TSAI, S. M. (CENA/USP - Centro de Energia Nuclear na Agricultura — Universidade de
S&o Paulo, Piracicaba, SP), Comunicacdo pessoal, 2002.

de 0,09% na amostra e sendo considerada acima de valores normais apresentados por Sarmento
(1994). Essa concentracdo de nitrogénio na amostra de fécula utilizada pode ter sido suficiente
para inativar o complexo enzimatico da nitrogenase, como observam Limmer & Drake (1998) e

Hill (1992). Porém, quanto ao outro experimento, onde foi utilizada a fécula da amostra C,
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também ndo ocorreu reducdo de acetileno a etileno e essa amostra contém concentracdo de
nitrogénio de 0,01%, abaixo de valores normais citados por Sarmento et al. (1994). A verificacdo
da existéncia do complexo enzimatico da nitrogenase apontou para a ndo ocorréncia do processo
de fixacdo biologica de N, atmosférico no processo fermentativo em estudo. Ainda assim néo se
pode descartar a hipotese de que tal processo tenha ocorrido, uma vez que o procedimento
metodologico utilizado tenha sido adaptado e isso incorrer em erros, como a ocorréncia de

condicGes que podem inativar temporariamente o complexo enzimatico da nitrogenase.

4.5 Discriminagao isotopica de >N pelo processo fermentativo

A Tabela 9 apresenta a trés leituras em espectrometria de massa da
discriminacéo isotépica de N em relacéo ao total de isétopos de N, ou seja, o valor & %, (delta
por mil) N+N. Isso em amostras no substrato de fécula de mandioca coletadas em 24 e 72
horas apos o inicio do experimento. Para que os valores de & %, Sejam aceitaveis em termos de
significancia estatistica, a amplificacdo da voltagem induzida pelo montante de isétopos da
amostra lida (pico 2) deve ser aproximado da voltagem de referéncia do aparelho (pico 1). Isso é
observado na leitura de calibracdo do aparelho em relagdo a um padrdo de referéncia, onde o

pico 1, com 2.032 volts é aproximado do pico 2 com 1.983 volts.

No presente experimento foi testada a aplicabilidade de amostras de
substrato de fermentagdo de fécula de mandioca através da analise em espectrometria de massa
para a verificacdo da existéncia de variagdo da relacdo isotpica *°N/**N. Essa relacdo isotopica

pode ser utilizada como indicador da ocorréncia do processo de fixacdo biolégica de N
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atmosférico, pelo fato de tal relacdo sofrer variagdes quando das reacdes enzimaticas da quebra
do dinitrogénio até a sua assimilagdo nas formas organicas. Em termos praticos, a fécula de
mandioca no inicio da fermentacéo teria uma relagdo >N/**N um pouco maior que nos estagios
subseqientes, pois no decorrer do processo biolégico haveria preferéncia, por parte de
determinados estagios do processo enzimatico, de substratos portadores do isétopo *N e a

tendéncia seria de que a relagdo >N/**N diminuisse.

Tabela 9. Leitura em espectrometria de massa da discriminagéo do is6topo >N (8 %) e
correspondente pico de voltagem do aparelho (pico 1) em amostras (pico 2)
coletadas em 24 e 72 horas ap0s o inicio de processo fermentativo de fécula de
mandioca e padréo de referéncia

Pico 24 horas 72 horas 3 Padréo
Amplificacdo &%, Amplificacdo §%, Amplificacdo S Y%,
(volts) (volts) (volts)
aparelho 2,243 -1,20 2,085 -1,20 2.032 -1,20
amostra 1,115 10,83 0,267 -1,73 1.983 2,88

Em todas as leituras de amostras do experimento feitas para determinacéo
da relacdo isotopica *>N/*N no substrato de fécula de mandioca, a amplificagdo da voltagem ndo
foi suficiente para atingir numeros significativos, ou seja, numeros proximos ao pico
determinado pelo aparelho (pico 1). Nos resultados apresentados na Tabela 9, a amostra coletada
em 24 horas apo6s o inicio da fermentagdo mostrou leitura da discriminacdo isotopica em 1,115
de is6topos de *°N para cada 1000 is6topos de **N. Tal valor s6 teria significancia se a voltagem
apresentada no pico de leitura (pico 2) fosse proximo do pico de referéncia do aparelho para essa
amostra, que € de 2,243 volts. Como a voltagem ficou abaixo da metade desse valor, ndo se

considera o valor da discriminacdo isotépica como significativa pela possivel incorréncia em
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erro. Dessa forma, o valor da discriminacdo isotOpica apresentada para a amostra colhida em 24
horas ap6s o inicio da fermentacdo (10,83 atomos de N para cada 1000 atomos de “*N) nio
pode nesse caso ser objeto de conclusdes utilizando 0 mesmo como um indicador do processo
biol6gico de fixacdo de N, atmosférico. Em outras palavras, a ndo proximidade entre o pico de
referéncia do aparelho (pico 1) e o pico de leitura da amostra (pico 2), indica que ndo houve
concentracdo minima de nitrogénio na amostra que permitisse uma leitura segura da
discriminacéo de isétopos *N.

Supondo concentragdes de nitrogénio préximas de 0,1% em uma
amostra, haveria a necessidade de concentrar tal amostra em aproximadamente 15 vezes para que
houvesse uma quantidade de nitrogénio suficiente para ser detectada a relagdo isotopica “>N/**N.
Isso porque a leitura em espectrometria de massa realizada necessitaria de, no minimo, 60 ug de
nitrogénio total em um volume de amostra de 40 p litros, sendo esse o volume méximo injetavel.

O procedimento de verificacdo da discriminacdo do isétopo N via
espectrometria de massa ndo permitiu qualquer resultados que levasse a conclusdes sobre a
ocorréncia ou ndo de atividade microbiana pertinente a fixacao bioldgica de N, atmosférico no
processo de fermentagdo de fécula de mandioca. Porém ta experimento foi importante no sentido
de demonstrar que a espectrometria de massa, quando aplicada para leitura de amostras do
substrato de fécula de mandioca fermentado em seu estado natural, ou na propria fécula
comercial, fica impossibilitada de oferecer resultados dentro das margens de seguranca para a
andlise de dados, em funcéo da pouca concentracdo de nitrogénio na sua constitui¢cdo quimica e

do pouco volume de amostra maxima a ser injetada no equipamento.

4.6 Resultados e forma de amostragem
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A constatacdo de ter havido ou ndo aumentos de nitrogénio durante o
balango no processo de fermentagdo ocorrido nos experimentos em estudo, passa
necessariamente por uma interpretacdo do tipo de amostragem que se teve adotado. Amostrar
imediatamente ap6s a homogeneizacao total do contetido, como foi o caso dos experimentos A,
B, C e E, é sem davida a forma mais correta de amostragem Unica do ponto de vista da sua
representatividade do contetdo total. Porém pode apresentar quantidades ndo correlacionadas
com aquelas que s&o obtidas quando a amostragem € feita apenas no liquido sobrenadante apds

trés horas de repouso como foi o caso dos experimentos D e F.

Uma amostragem imediatamente apds a homogeneizacdo do contetdo
das unidades experimentais supde que quantidades proporcionais de fécula e liquido
sobrenadante sdo coletadas. Considerando que, se houve fixacdo bioldgica de N, atmosférico,
esse nitrogénio devera se apresentar somente dissolvido no liquido sobrenadante e ndo no
volume correspondente a fécula decantada, que é constituida quase que exclusivamente de
amido. Dessa forma, quando da amostragem da suspensdo homogeneizada, no minimo metade
da amostra ndo apresentaria variag0es de nitrogénio com relagdo o tratamento inicial, pois seu
nitrogénio apresentar-se-ia juntamente com aquele constituinte dos granulos de fécula e estaria
imobilizado na forma orgénica. Portanto, esse tipo de amostragem apresenta-se pouco
representativo, pois tende a abranger também pouco do nitrogénio que possa ter sido originado

do processo de fixacao biologica de N, atmosférico.

A amostragem no liquido sobrenadante, por outro lado, apresenta-se
como solucéo para o problema apontado quando da amostragem feita somente na suspensdo com

granulos de fécula, pois, como ja foi observado, se houve fixacdo bioldgica de N, atmosférico
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ele estd em sua grande maioria dissolvido na fase liquida. Porém, amostragem somente no
liquido sobrenadante, como foi o caso do experimento D, apesar de confirmar um aumento de
nitrogénio apos 48 horas do inicio do experimento, também pode representar quantidades de

nitrogénio que pode ter vindo da fécula decantada, como foi confirmado no experimento F.

4.7 Relacéo carbono/nitrogénio na fécula e no substrato da fermentacéo

Constatada a possibilidade de ter sido a fécula decantada o lugar de
origem do nitrogénio aumentado no liquido sobrenadante, ainda assim fica a ser explicada a
fermentacdo vigorosa que ocorre em apenas 24 horas do processo fermentativo, uma vez que a
quantidade de nitrogénio total no substrato é muito pouca (< 0,06%) em relacdo a grande
quantidade de carbono (aproximadamente 44%), condicionando uma relacdo C/N de
aproximadamente 733/1.

Uma das possiveis explicacGes para isso seria o fato de que uma alta
relacdo C/N na amostra de fécula de mandioca na forma de fecula utilizada como substrato, cai
para valores relativamente baixos quando do inicio do processo fermentativo, sem, entretanto
haver aporte de nitrogénio de fora do sistema. Quando se adiciona agua na amostra de fécula de
mandioca, ficam constituidas duas fases fisicas, onde uma é representada pela massa dos
granulos de fécula e outra fase sera constituida pelo liquido ao redor dos grdos. A fase liquida
imediatamente ira dissolver parte do nitrogénio mineral que possa estar na superficie ou mesmo
solto entre os graos. A fase liquida também vai conter uma pequena parte do carbono, formadas
por moléculas de maltotetraoses, maltotreoses, maltose e glicose no meio de cultivo como afirma

Cereda et al. (1982), quando da explicacdo da origem do nitrogénio nesse meio fermentativo.
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A fase que contém os graos de fécula continua com uma alta relagdo
C/N. Ja a fase liquida, por menor que seja o nitrogénio dissolvido na mesma, terd uma relagédo
C/N ndo tdo alta, uma vez ndo podera comportar grandes quantidades de moléculas orgéanicas
dissolvidas, ou mesmo na forma de suspensdo. Como a atividade metabodlica da flora microbiana
responsavel pelo processo de fermentag&o ocorre necessariamente em contato com a fase liquida,
a relacdo C/N dessa ndo atuaria de forma limitante quanto ao fato de haver uma fermentacao
vigorosa em apenas 24 horas.

H4, portanto, no meio fermentativo de fécula de mandioca duas fases
com relagbes C/N diferentes, sendo que aquela da fase liquida onde ocorre uma imediata
fermentagdo vigorosa tem relagdo C/N baixa. Dessa forma, pode-se excluir a necessidade de
haver aporte de nitrogénio de fora do meio, via fixagdo bioldgica de N, atmosférico, uma vez
que 0 pouco nitrogénio do substrato de fermentacdo € suficiente para a atividade metabdlica da
microbiota que realiza o processo fermentativo. Essa pouca quantidade de nitrogénio juntamente
com pouca quantidade de carbono que vai para a fase liquida propicia uma baixa relagdo C/N no

meio o que favorece uma fermentacdo vigorosa e rapida.

4.8 Perdas de massa e procedimentos de correcao

Partindo-se do pressuposto que ndo ha aumento da concentracdo de
nitrogénio total no substrato em fermentacéo, falta explicar o fato de que o polvilho azedo que é

o0 produto final do processo de fermentacdo de fécula de mandioca, contenha uma concentragdo
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de nitrogénio em média quatro vezes maior, como observam Sarmento et al. (1994). O balanco
de massa pode ser explicacdo para tal fato, uma vez que no processo de fermentacao de fécula de
mandioca ha significativa perda de massa na forma de gas carb6nico, enquanto que com o
nitrogénio, possivelmente ndo ocorram perdas de forma tdo acentuada. Assim, que ocorre no
processo de producdo de polvilho azedo é um aumento do teor de nitrogénio em relacdo a massa
total, em funcéo desta diminuir devido a perdas por CO; e aquele tender a se manter nos mesmos
niveis.

Esse fato € concordante com a constituicdo de amido na matéria seca na
fécula de mandioca e no polvilho azedo como apresenta Sarmento et al. (1994). Na matéria seca
da fécula de mandioca foi encontrado aproximadamente 98,1% de amido e na matéria seca do
polvilho azedo 95,5%. Possivelmente ha uma perda muito maior de carbono e oxigénio durante o
processo de fermentacdo de fécula de mandioca até a obtencdo de polvilho azedo, considerando
a massa inicial. Para isso seria necessario fazer um balanco de massa total, desde o inicio da
fermentacdo até o final com rigido controle da perda de massa.

A correcéo do peso da amostragem antes da coleta de amostras para
determinacdo de nitrogénio significa adicionar agua destilada até o peso que a unidade
experimental tinha quando do inicio do experimento é tida como imprescindivel, pois ao longo
do tempo ha perda de massa na forma de dgua evaporada, gas carb6nico e outros gases durante o
periodo de fermentagdo como observaram Cereda et al. (1984). Com tal procedimento,
considera-se que os valores obtidos no balango de nitrogénio podem ser corretos, uma vez que

variacOes do contetdo total de nitrogénio s6 podem ser avaliadas considerando uma mesma

massa total ao longo do tempo de realizacdo do experimento.



5 CONSIDERACOES GERAIS

Embora nédo tenha sido possivel confirmar a existéncia de fixacdo
bioldgica de N, atmosférico durante a fase inicial do processo de fermentacdo de fécula de
mandioca, os resultados obtidos enfatizam a necessidade de estudos quanto aos seguintes
tépicos: rastreamento de isétopos de N nas trés fases fisicas do sistema de fermentacéo;
monitoramento de niveis de nitrogénio no meio que ndo incorram em inativacdo do complexo
enzimatico da nitrogenase; amostragem representativa na suspensao com granulos de fécula;
caracteristicas fisico-quimicas da fecula a ser utilizada como substrato e alteraces do substrato

pelo procedimento de inoculagéo.

Primeiramente, com relacdo ao procedimento de verificagdo da
discriminacéo isotopica N/*N via espectrometria de massa, sugere-se tomar atencéo a dois
aspectos, a saber: (1) viabilizar uma técnica no sentido de aumentar a concentracdo de
nitrogénio total no substrato, de forma que a mesma tenha valores minimos suficientes para

deteccdo da relacdo “N/*N via espectrometria de massa; (2) verificar a discriminacéo
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isotopica ndo somente da fécula decantada ao fundo das unidades experimentais, como foi
avaliado no presente experimento, mas também no liquido sobrenadante e na atmosfera acima
desse. Dessa forma, através da leitura da discriminacdo do is6topo °N entre essas trés fases,
haveria condicdes de rastrear atomos de nitrogénio e verificar se houve deslocamento desses

por entre aquelas.

O procedimento metodologico conduzido no presente trabalho para a
presenca do complexo enzimatico da nitrogenase apresentou resultado negativo durante o
processo de fermentacdo de fécula de mandioca. Embora o teste positivo comprove a
existéncia de mecanismo de fixacdo biologica de N, atmosférico, a sua ndo deteccdo nao
elimina esta hipotese. Concentragdes significativas de formas nitrogénio mineral como nitrito e
amonio, bem como a presenca de acidos organicos no meio tende a inativar temporariamente o
complexo enzimatico da nitrogenase, como observam Limmer & Drake (1998) e Hill (1992).
Assim, sugere-se desenvolver procedimentos metodologicos de modo a conduzir a verificagdo
via cromatografia gasosa exatamente nos periodos onde ndo ha saturacdo dessas moléculas no

meio.

O balanco de nitrogénio no decorrer do processo fermentativo de
fécula de mandioca também apresentou limitacGes, quais foram: (a) dificuldade de amostragem
no sentido de coletar uma amostra representativa do substrato em estudo, devido a pequena
concentracdo de nitrogénio, (b) selecdo de substrato de fermentacdo com caracteristicas mais
freqiientes da fécula de mandioca, com relacéo a concentracdo de nitrogénio, pH, acidez e teor
de umidade; (c) dificuldade de monitorar simultaneamente quantidades de nitrogénio perdidas
para a atmosfera sob formas gasosas e quantidades de nitrogénio que hipoteticamente entram

no substrato via fixacao biolégica de N, atmosférico.
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Finalmente, o procedimento metodoldgico de inoculacdo, a0 mesmo
tempo em que pode favorecer determinados grupos de microorganismos, pode também
apresentar inconveniéncias tais como o fato de alterar caracteristicas quimicas do meio, como
por exemplo a concentracdo de nitrogénio total, pH e acidez titulavel, quando do inicio do
experimento. Tais alteracdes podem inviabilizar esse estagio do processo fermentativo de
fécula de mandioca como referéncia a comparacdo com 0s demais estagios subsequentes.
Sugere-se fazer um estudo da relacéo entre o volume de indculo proposto e aquele que possa

ser utilizado sem alterar significativamente as caracteristicas quimicas do meio fermentativo.



6 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que a pesquisa foi desenvolvida, ndo foi possivel
constatar evidéncias da existéncia de incremento de nitrogénio no substrato durante a fase
inicial do processo de fermentacdo de fécula de mandioca. Houve indicios da existéncia do
processo quando da observacdo de manutencdo dos niveis de nitrogénio nos ensaios com
inoculacdo. Houve aumento do teor de nitrogénio no liquido sobrenadante em 72 horas ap6s o
inicio do processo de fermentacdo ao mesmo tempo em que houve diminui¢cdo do mesmo na
fecula decantada.

Com relacdo a deteccdo de atividade bioldgica relacionada a fixagéo
biolégica de N, atmosférico, ndo foi detectada atividade do complexo enzimético da
nitrogenase no tempo de 0 (inicio), 8, 16, 24, 40, 48, 72 e 96 horas do processo fermentativo de
fécula de mandioca, quando utilizado como substrato dois tipos de fécula com teores de
nitrogénio de 0,08 e 0,01%, pH 4,48 e 6,3, e acidez titulavel de 3,65 e 1,40 ml de NaOH

N/100g de matéria seca. Ficou impossibilitado detectar a existéncia de discriminacédo isotopica
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de °N pela atividade bioldgica de microorganismos fixadores de N, atmosférico uma vez que
0 substrato de fermentacdo ndo conteve concentracdo do elemento nitrogénio suficiente para
tornar possivel verificar a relacéo isotépica “°N/**N via espectrometria de massa.

Encontrou-se pouca evidéncia da existéncia do mecanismo de fixacao
bioldgica de N, atmosférico na fase inicial da fermentacdo natural ou induzida de fécula de
mandioca, porém considerando as limitacdes quanto a alguns aspectos do procedimento
metodoldgico desenvolvido durante o trabalho experimental, ndo se pode afirmar que tal

mecanismo nao tenha ocorrido.
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