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RESUMO

Em virtude da alta e constante atividade industrial, diariamente sdo gerados milhares de
toneladas de residuos, muitos destes ndo sdo aproveitados, sendo descartados diretamente no
meio ambiente sem nenhum tratamento prévio, podendo ocasionar sérios impactos
ambientais. Em vista disso, essa pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos dos
componentes do meio de cultivo e a variacdo da concentracdo de manipueira sobre a biomassa
e lipidios produzidos, utilizando a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7668 e a
manipueira. Foi verificada a influéncia dos componentes do meio e a concentracdo de
manipueira sobre a producdo de biomassa e lipidios. As células de R. mucilaginosa foram
cultivadas em meio YMA e inoculadas em frascos Erlenmeyer com 20 % de manipueira
suplementada com glicose, sulfato de magnésio, fosfato de potassio e extrato de levedura. No
segundo cultivo, utilizou-se 50, 75 e 100% de manipueira, com a concentracao fixa de 3 g.L™
de extrato de levedura. Os cultivos foram incubados em agitador rotativo tipo shaker,
submetidos a temperatura de 30 °C, sob agitacdo constante de 200 rpm por 120 h. Durante
intervalos de tempo pré-determinados, aliquotas foram retiradas do meio para a quantificacéo
de biomassa e lipidios. A manipueira analisada apresentou 92,38% de umidade, 30,2 g.L™* de
acUcares redutores, 51 g.L™ de actcares totais, 1,17% de proteinas e 0,53% de cinzas, acidez
titulavel de 3,20 (meq NaOH.100 mL™), sélidos soltveis totais de 7,0 °Brix, e pH equivalente a
5,26. No cultivo com 20% de manipueira, a biomassa maxima foi de 7,49 g.L™, 96 h apés o
indculo, nesse mesmo intervalo de tempo foram produzidos 2,25 g.L™ de lipidios, equivalente
a 30% de lipidios em biomassa seca. Nos cultivos com variacdo da concentracdo de
manipueira, foram produzidos 4,10, 6,95, 5,77 g.L™" de biomassa e 13,33, 7,71 e 8,47% de
lipidios nos cultivos com 50, 75 e 100% de manipueira, respectivamente. O cultivo sintético
produziu 9,39 g.L™ de biomassa e 41,92% de lipidios. O experimento com 100% de
manipueira apresentou o melhor coeficiente de rendimento de conversdo de acUcares
redutores totais em biomassa (0,5188 g.g) e o cultivo com 50%, o melhor rendimento na
producdo de lipidios (0,0049 g.g™). A manipueira mostrou-se como um potencial substrato
para a producdo de lipidios por R. mucilaginosa, podendo ser utilizada em processos
fermentativos, agregando valor ao residuo e minimizando possiveis impactos ambientais pelo
descarte inadequado.

Palavras-chave: indculo, residuo, Rhodotorula mucilaginosa, biomassa.
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University of Paraiba, 2016. 83 p. Dissertation (Master’s Degree)

ABSTRACT

Due of the high and steady industrial activity, every day thousands of tons of waste are
generated, many of these aren’t used, and discarded directly into the environment, without
any prior treatment, which may cause serious environmental impacts. Knowing that, this
research aimed to evaluate the effects of the components of the culture medium on the
biomass and lipids produced using cassava wastewater and the yeast Rhodotorula
mucilaginosa CCT 7668. Was verified the influence of medium components and of the
concentration of cassava on the production of biomass and lipids. R. mucilaginosa cells were
cultured in YMA medium and inoculated in Erlenmeyer flasks with 20% cassava wastewater
supplemented with glucose, magnesium sulfate, potassium phosphate and yeast extract. In the
second culture, was used 50, 75 and 100% of cassava wastewater with fixed concentration 3
g.L-1 yeast extract. The cultivation was carried in a rotary incubator subjected to a
temperature of 30 °C, under constant agitation at 200 rpm for 120 hours. During predefined
time intervals, aliquots were removed of the medium for biomass and lipids measurement.
The cassava wastewater showed 92.38% of humidity, 30.2 g.L™ of reducing sugars, 51 g L™
of total sugars, 1.17% of protein and 0.53% of ash, titratable acidity 3.20 ( NaOH.100 meq
ml™), total soluble solids of 7,0 °Brix and pH equivalent to 5.26. In the cultivation using a
medium containing 20 % de cassava wastewater, the maximum biomass was equivalent to
7.49 g.L'!, 96 h after the inoculum, and the same time interval were produced 2,25 g.L™ de
lipids, equivalent 30% of the lipids in dry biomass. Were produced 4,10, 6,95, 5,77 g.L™ of
biomass and 13,33, 7,71 and 8,47% of lipids in the cultivations with 50, 75 and 100% of
cassava wastewater, respectively. The culture with syntethic medium produced 9,39 g.L™ of
biomass and 41,92 % of lipids. The experiment with 100% manipueira showed the best yield
coefficient conversion of total reducing sugars in biomass (0.5188 gg™*) and the culture with
50%, the best performance in the production of lipids (0.0049 gg™). Cassava wastewater was
observed as a potential substrate for the production of lipids by Rhodotorula mucilaginosa
and can be used in a fermentation processes, adding value to the waste and minimizing
possible environmental impacts by improper discard.

Keywords: inoculum, waste, Rhodotorula mucilaginosa, biomass.
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1 INTRODUCAO

Em virtude da alta e constante atividade industrial distribuida pelo mundo, todos os
dias s@o gerados milhares de toneladas de residuos agroindustriais. Muitos destes residuos ndo
sdo aproveitados, sendo descartados diretamente no meio ambiente sem nenhum tratamento
prévio. Devido a grande biodiversidade de seu territorio, o Brasil tem a sua disposi¢do uma
grande variedade desses residuos, sendo que o processamento dos mesmos seria interessante
do ponto de vista econdmico, ambiental e social (RAMOS, 2000).

As industrias transformadoras geram residuos passiveis de aproveitamento, contudo
em sua maioria, sdo descartados no meio ambiente, promovendo perda econémica e impactos
ambientais por possuirem uma alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO). Investimentos
que possibilitem uma melhor gestdo de residuos industriais podem contribuir de forma
significativa para promover o desenvolvimento sustentavel de um pais. Uma alternativa
relacionada ao aproveitamento de subprodutos, residuos e efluentes é a producdo (por
processos biotecnoldgicos) de substancias importantes (FEDERICI et al., 2009; MUSSATTO,;
TEIXEIRA, 2010). Por tais processos, podem ser obtidos agentes antioxidantes, agentes
antimicrobianos, vitaminas, enzimas, lipidios, celulose, amido, proteinas e pigmentos,
substancias de grande interesse da industria alimenticia (LAUFENBERG; KUNZ;
NYSTROEM, 2003; WYMAN, 2003).

O bioprocessamento de residuos agricolas é de grande interesse econdmico, ambiental
e social. Entre estes, destaca-se a manipueira, que é um residuo da industria processadora de
mandioca, produzida em grande quantidade no Brasil e apesar dos nutrientes que possui € um
residuo pouco aproveitado e muitas vezes descartado de forma incorreta no meio ambiente.
Através do processamento da mandioca obtém-se farinha, fécula, e muitos outros produtos
caracteristicos de varias regides do Brasil como a tapioca, a manipeba e o beiju
(BORGHETTI, 2009).

Lipidios microbianos podem ser produzidos utilizando-se substratos pouco onerosos
como glicerol bruto, soro de leite, gordura bruta e 6leos originarios de uma pir6lise (ZHAO et
al., 2008). Além disso, apresentam muitas vantagens quando comparados aos 0leos obtidos de
plantas como ciclo de vida mais curto, requer menos méo de obra, ndo é afetado pelo local,
clima, estacdo, possibilidade de producdo em sistemas fechados e ampliacdo de escala
(THIRU, SANKH; RANGASWAMY, 2011; LIANG; JIANG, 2013).
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A utilizacdo da manipueira como meio de cultura em processo biotecnoldgico para a
obtencdo de lipidios, resulta em agregacao de valor ao residuo e consequentemente reduz o
descarte inadequado no ambiente, favorecendo desenvolvimento sustentavel nas inddstrias
geradoras deste substrato. Além disso, contribuiria com a reducdo do impacto ambiental
ocasionado pelo seu descarte inadequado na natureza. O baixo custo deste substrato de
fermentacdo também é um fator de destaque, sendo fundamental para assegurar a viabilidade
econémica do processo, permitindo com que os lipidios de origem biol6dgica possam competir
no mercado com 0s seus andlogos quimicos.

A producdo de substdncias com potencialidade para uso na indudstria quimica,
farmacéutica, ou de alimentos, por processo biotecnoldgico, mostra-se como uma interessante
alternativa, pois pouco se sabe a respeito dos aspectos nutricionais e funcionais destes

compostos e a obtencdo e caracterizacdo destes possibilitara um provavel uso em alimentos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter lipidios, por processo biotecnoldgico, utilizando a levedura Rhodotorula

mucilaginosa CCT 7688 e a manipueira como substrato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composicao fisico-quimica do substrato (manipueira);

e Avaliar o efeito da substituicdo parcial da glicose em meio sintético pela manipueira
(20% v/v) na producdo de biomassa pela levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT
7688;

e Avaliar o efeito da concentracdo de manipueira (50, 75 e 100% v/v) na producdo de
biomassa e lipidios por Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, comparando com o

meio sintético.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Avancos consideraveis no agronegécio acarretaram em um aumento da utilizacdo de
insumos e, consequentemente, em uma elevacdo da geracdo de residuos nas atividades
agropecuarias e agroindustriais. De acordo com Santos et al. (2013), 0 aumento da exploragédo
dos recursos naturais em virtude da evolugdo da industrializagdo resulta em um grande
acumulo de residuos no meio ambiente. Estes residuos podem ser organicos ou inorganicos,
compostos por estruturas de alta ou baixa massa molecular, onde na maioria das vezes, sdo
complexos e apresentam composicao bastante diversificada.

Varios setores do mercado mundial tém se mobilizado decorrente da crescente
preocupacdo com o meio ambiente. Diversas entidades governamentais e industrias
transformadoras estdo se preparando para a ado¢do de uma politica ambiental capaz de reduzir
0s impactos ambientais. ResolucGes, tais como a RDC 306/04, resolucdo da ANVISA e a
Resolucdo 388/05 do CONAMA que objetivam a classificagéo, o tratamento, a manipulacéo e
0 descarte dos residuos, estdo sendo submetidas a constantes revisdes (PELIZER et. al.,
2007).

Segundo Laufenberg (2003), residuos originarios de processos agroindustriais podem
conter inlmeras substancias de alto valor, podendo ser transformados em produtos comerciais
ou servir como matérias-primas para processos secundarios. Grande parte destes residuos é
adequada para separacdo e reciclagem. Timofiecsyk e Pawlowsky (2000) relatam que além de
poder criar problemas para o meio ambiente, os residuos desperdi¢ados representam perda de
matéria-prima e energia e exigem gasto adicional para um posterior descarte, sendo que
alguns deles ndo eliminam os residuos gerados, apenas os transferem para outro meio
diferente do habitual.

Investimentos na gestdo de residuos industriais podem contribuir para promover a
sustentabilidade de um pais. O aproveitamento de subprodutos, residuos e efluentes para a
producdo, por processos biotecnologicos, de substancias importantes configura-se como uma
excelente alternativa, possibilitando a producdo de agentes antioxidantes, agentes
antimicrobianos, vitaminas, enzimas, lipidios, celulose, amido, proteinas e pigmentos
(FEDERICI et al., 2009; MUSSATTO; TEIXEIRA, 2010; LAUFENBERG; KUNZ;
NYSTROEM, 2003; WYMAN, 2003).
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O principal problema relacionado com a utilizagdo de substratos alternativos como
meio de cultura é encontrar um substrato com um balanco correto de nutrientes que permita o
crescimento celular e a acumulacdo de produto (MAKKAR; CAMEOTRA, 1999). A
manipueira € um residuo rico em carboidratos e sais minerais que é gerado em grandes
quantidades durante a producdo de farinha de mandioca, sendo considerado um substrato
muito atrativo para processos biotecnologicos (NITSCHKE; PASTORE, 2006).

A producdo de fécula de mandioca para fabricacdo de farinha ou de outros produtos
resulta na geragdo de cerca de 10 a 15% da massa da raiz em residuos solidos. De acordo com
0 IBGE 2015, no ano de 2014 foram recebidas aproximadamente 2,3 milhdes de toneladas de
mandioca para producao de fécula, 19,7% a mais do que no ano de 2013. Os residuos gerados
durante o processamento sdo utilizados principalmente como racdo animal ap6s secagem, o
que resulta em baixa agregacéo de valor (SRIROTH et al., 2000).

Entretanto, Lima (2001) ressalta que os residuos liquidos da mandioca devem receber
maior atencdo devido a apresentarem em sua composi¢do diversas substancias toxicas que
podem ser prejudiciais ao meio ambiente. J& a casca e a massa sdo ricas em fibras e contém
ainda parte do amido proveniente do processo de extracdo, podendo ser aproveitadas de
formas diferentes das convencionais, cujo uso se da principalmente para alimentacdo animal e
adubacdo (CARDOSO, 2003).

3.2 MANDIOCA

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta que pertence a ordem
Malpighiales, familia Euphorbiaceae. Entre as 98 espécies conhecidas da familia
Euphorbiaceae é a Unica destinada para fins alimenticios. E bastante utilizada para a nutri¢ao
humana e animal servindo de matéria-prima para a fabricacdo de varios produtos, dentre eles
0s mais importantes sdo a farinha, a fécula e o polvilho de mandioca (AVANCINI et al.,
2007).

A mandioca pode ser dividida em dois grupos: a mandioca brava e a mandioca mansa
(doce). Apesar de ndo haver diferenga morfoldgica especifica para distinguir a mandioca
brava, comumente utilizada para fabricacdo de farinha, e a mandioca doce, ou mansa, alguns
marcadores de DNA podem estabelecer uma distin¢ao entre estes dois grupos (MUHLEN;
MARTINS; ANDO, 2000).

Com o passar dos anos, as crencgas populares tém transmitido, geragdo apos geracéo, as

diferencas entre estes grupos de mandioca: a mandioca “brava” ficou conhecida como o tipo
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que apresenta altas concentracdes de glicosideos cianogénicos, impedindo sua utilizacdo na
alimentacdo humana e animal, sem tratamento adequado, e a mandioca “doce” ou “mansa”,
CUjo cONSUMO COM pouco processamento € mais seguro. Atualmente as mandiocas mansas sao
conhecidas como as variedades de mesa (PEREZ, 2007).

A mandioca é um arbusto originario da América do Sul, porém posteriormente se
distribuiu pelas regides tropicais e subtropicais do continente africano e asiatico, e tem sido o
foco da pesquisa em algumas areas chaves em virtude da facil acessibilidade e do seu
potencial na economia em geral (BLAGBROUGH et al., 2010).

O nome é de origem Tupi (mani-Oca, a casa de Mani), é uma raiz nativa do continente
sul-americano, foi bastante explorada pelas sociedades pré-colombianas que ja a cultivavam e
processavam quando os europeus chegaram a América do Sul (SEBRAE, 2008).

O hébito de consumir mandioca no Brasil prevalece desde a época do descobrimento.
A mandioca € cultivada em praticamente todos os Estados sendo destaque para a alimentagéo
humana e animal, além de servir como matéria-prima para diversos produtos industriais
(CARDOSO, 2003).

A fécula de mandioca, depois de adequada extracdo e lavagem, pode ser seca e
armazenada para um futuro processamento, ou ser usada como pasta na producédo de géneros
alimenticios tais como amidos modificados ou varios edulcorantes por meio de hidrolise &cida

e enzimatica, como o xarope de frutose produzido enzimaticamente (SHETTY et al., 2014).

3.2.1 Cultivo da mandioca

A mandioca é cultivada em todas as regides do Brasil, sendo que no Norte e no
Nordeste é amplamente utilizada, consumida principalmente na forma in-natura. Nessas
regibes também é forte o predominio do processamento, principalmente para a producéo de
farinha e fécula. No Sul e Sudeste a maior parte da raiz é utilizada para a industria (FELIPE;
RIZATO; WANDALSEN, 2009).

Uma vantagem da mandioca com relacdo a outros cultivos é a capacidade de
proporcionar grandes rendimentos. Matérias-primas como milho, trigo e cana-de-aglcar ndo
séo cultivadas e ndo crescem com a mesma abundancia. O seu cultivo também é responsavel
pelo crescimento econdmico e estabilidade social dos pequenos produtores (SHETTY et al.,
2014).

Além disso, comparada a outras culturas, o cultivo da mandioca apresenta algumas
vantagens como boa rentabilidade e realizacdo da colheita no momento em que o produtor

achar mais conveniente, assim o alto potencial no setor de negdcios e na producéo de tal raiz



19

proporciona uma agregacgéo de valor aos derivados da mandioca, podendo estes ser utilizados
em varias industrias, inclusive a alimenticia (BORGHETTI, 2009).

A mandioca é cultivada em mais de cem paises, sendo a Africa o continente de maior
producdo, e 14 o tubérculo destina-se & subsisténcia. Na Asia destaca-se a indUstria de
derivados, com a producéo principalmente de fécula e recentemente a fabricagdo de etanol
(FAO, 2008). Os paises da Africa sdo responsaveis por mais de 50% da producdo mundial de
mandioca, entretanto o processamento industrial do amido de mandioca para fabricacdo de
adocantes ainda ndo tem sido bem desenvolvido (SHETTY et al., 2014).

Cunha (2007) relata que o beneficiamento da mandioca vem se destacando no setor
agroindustrial no Brasil. A agroindustria da mandioca gera uma receita bruta de 2,5 bilhGes de
ddlares e um milhdo de empregos diretos. Dentre os produtos obtidos, 33,9% destina-se a
alimentacdo humana; 50,2% s&@o usados para alimentacdo animal; 5,7% a outros usos; 0,2%

sdo exportados; e 0s 10% restantes correspondem as perdas.

3.2.2 Produtividade da mandioca

A produtividade média mundial da mandioca se aproximou das 13 toneladas métricas
(MT) por hectare, com uma producédo total superior a 260 milhdes de toneladas em 2012
(FAO, 2013).

Com relagdo ao ano de 2012, a area de mandioca plantada no Brasil cresceu 18,1% em
relacdo ao ano anterior, porém foram produzidas 24.313.883 toneladas em 2012, havendo
uma reducao de 4,0% em relacdo a 2011. O rendimento médio também caiu 8,0%, ficando em
13.356 kg por hectare. Essa reducdo explica-se pela forte seca enfrentada pela Regido
Nordeste, que concentra as principais unidades produtoras, As maiores perdas da producéo
foram no Piaui (37,5%), Paraiba (27,9%), Bahia (23,0%), Rio Grande do Norte (22,4%),
Maranhdo (14,1%), Pernambuco (13,1%) e Sergipe (6,9%). Ja na Regido Sudeste, em 2012 a
producdo de mandioca foi de 2.795.493 toneladas, 14,2% maior que em 2011, reflexo do
aumento da area plantada em 7,0% (IBGE, 2012).

Comparando-se 0 més de junho e julho do ano de 2015, a area de mandioca plantada
(hectares) teve uma queda de 0,1%. No mesmo periodo a produgédo (em toneladas) aumentou
0,2%, atingindo 24.154.377 toneladas, fazendo com que o rendimento médio (Kg.ha™) da
producdo entre esses dois meses tivesse um aumento de 0,3% (IBGE, 2015).

Dados do IBGE (2015) evidenciam ainda que houve um aumento de 3,1% na area

plantada (ha) no ano de 2015 com relagéo ao ano de 2014. A produtividade média (Kg.ha™)
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também cresceu chegando proximo a 15 toneladas por hectare, resultante do aumento de 4,4%
da producéo entre os dois anos.

No ano de 2014, a area plantada de mandioca no Brasil foi equivalente a 1.570.580
hectares, alcangando uma producdo de 23.142.091 toneladas (IBGE 2015). Considerando-se
que aproximadamente 70% dessa producdo foi processada para producdo de fécula e que 1
tonelada de mandioca processada gera em média 300 L de manipueira, s6 no ano de 2014

foram produzidos cerca de 4.859.839.110 L do residuo liquido da mandioca.

3.2.3 Composicdo fisico-quimica da mandioca

Shetty et al. (2014) relatam que a mandioca pode conter de 24 a 30% de amido, baixos
teores de proteina e lipidios. Dependendo do cultivar e das condicGes de cultivo, pode
também quantidades letais de glicosideos cianogénicos, que podem ser reduzidos através da
COCG&o.

As raizes de mandioca sdo geralmente deficientes em micronutrientes importantes
como a pro vitamina A, o ferro e o zinco, entretanto, sdo Otimas fontes de minerais e
apresentam boas quantidades de amido e agucares, sendo consideradas excelentes fontes de
carboidratos (BOUIS, 2003, 2007; MAYER et al., 2008). A Tabela 1 contém a composicao

fisico-quimica de alguns cultivares de mandioca mansa (doce).
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Tabela 7 - Composicdo fisico-quimica de alguns cultivares de mandioca mansa (doce
adaptado de Ceni et al. (2009).

Cultivares

Componentes BRSgema BRSrosada Cascaroxa BRS dourada Saracura

de ovo
Umidade 66 64 70 70 68
(g.100g™")
Sdlidos totais 33 36 30 30 32
(g.100g™") *
Cinzas 0,97 0,92 0,76 1,06 0,87
(g.100g™")
Lipidios 1,3 0,33 0,51 3,5 2,4
(g.100g™")
Fibra bruta 6,5 2,2 9,2 3,7 3,5
(9.100g™")
Proteina 1,8 1,8 1,3 1,3 1,2
(g.100g™")
Amido 39 24 25 29 39
(g.100g™")
CNA(g.100g™) 2,0 2,1 2,3 2,7 1,5
ke
*100 — Umidade ** Carboidratos ndo amido

Mesmo sendo de diferentes variedades, a composicdo quimica dos diferentes
cultivares de mandioca da Tabela 1 sdo bastante similares, destaque para o baixo teor de
lipidios e elevados teores de amido e cinzas.

3.3 MANIPUEIRA

Grande parte da producéo nacional de mandioca é consumida na forma in natura,
entretanto uma parcela € utilizada principalmente para a fabricacdo de farinha e fécula de
mandioca. Durante a fabricacéo da farinha e da fécula, sdo gerados alguns residuos poluentes.
Dentre estes residuos, a manipueira € um dos que mais preocupa com relacdo ao meio
ambiente. Quando depositada sem tratamento, em leitos de rios ou lengois freaticos, pode
causar sérios impactos ambientais (FELIPE; RIZATO; WANDALSEN, 2009).
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Através do processamento da mandioca obtém-se farinha, fécula, e muitos outros
produtos caracteristicos de varias regides do Brasil, como a tapioca, a manipeba e o biju. Para
se produzir a farinha, a raiz de mandioca € triturada e espremida, originando uma massa
esbranquicada com alta umidade, que é seca e torrada, j& para a fabricagdo de fécula adiciona-
se um grande volume de &gua & massa, resultando em um volume extra equivalente a 60% da
matéria-prima em residuos liquidos, conhecido popularmente como manipueira
(BORGHETTI, 2009).

A manipueira é um liquido amarelo-claro que contém agUcares, gomas, proteinas,
linamarina, derivados cianogénicos, sais e outras substancias. E um residuo rico em
carboidratos produzido em grandes quantidades durante a producdo de farinha de mandioca,
um alimento muito comum na culinéria brasileira, principalmente no Nordeste (NITSCHKE;
PASTORE, 2003).

O Brasil € um dos maiores produtores de mandioca do mundo e no processo de
fabricacdo do amido, sendo que uma tonelada de mandioca gera aproximadamente 300 a 600
L de manipueira, dependendo da quantidade de agua adicionada durante o processo de
moagem (PETERS; NGAI; AN, 2000; BORGHETTI, 2009). Na Figura 1 temos a ilustracéo

da manipueira armazenada em garrafa plastica.

Figura 1-Manipueira armazenada em garrafa pléstica

Fonte: Autor

Segundo Fioretto (2001), a composicado quimica da manipueira varia bastante e depende
de vérios fatores, como da espécie de mandioca e das condigdes climéticas onde foi cultivada.

Dessa forma, as informagdes a respeito da composicdo da manipueira sdo bastante
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contrastantes. De forma geral a manipueira é composta de quantidades variadas de macro e
micronutrientes e também de glicosideos cianogénicos. A Tabela 2 contém a comparacéao

fisico- quimica entre a manipueira extraida de fecularias caseira e industrial.

Tabela 8 - Comparacgéo entre a manipueira extraida de fecularias caseira e industrial

Caseira Industrial
Elemento  Unidade A B C D Fecularia Fecularia Fecularia
1 2 3
Nitrogénio  mg.L™ 880 880 880 880 860 850 ND
Fosforo mg.L™? 380 180 170 90 290 450 ND
Potassio mg.L? 3900 6120 5250 470 340 380 400
Célcio mg.Lt 2030 4220 4300 4320 950 250 3100
Magnésio mg.L? 570 1570 1470 1420 480 200 700
Manganés  mg.L™ 2,0 6,0 4,0 2,5 1,0 ND 2,5
Ferro mg.L™? 93 50 83 25 20 24 2,5
Cianeto mg.L™? 40 26 40 26 40 40 26
livre
pH - 6,24 6,18 630 6,36 6,0 6,6 6,10
DQO mg.L? 1,776 1,982 1,986 1,986 1,638 1,6 1,705

Adaptado de NASU, (2008).

A alta Demanda Quimica de Oxigénio (DBO) é uma das principais causas dos
problemas ntais causados pela manipueira quando descartada sem nenhum tratamento prévio.
Por outro lado, a rica composicdo mineral, sendo excelente fonte de potassio e calcio, torna o

residuo potencial para cultivo de micro-organismos e producao de substancias importantes.

3.3.1 Manipueira e o meio ambiente

Um dos principais problemas relacionados ao despejo de manipueira diretamente no
ambiente é a grande quantidade de matéria organica e a presenca do &cido cianidrico que é
toxico para peixes e plantas. Entretanto o pre-tratamento desse residuo possibilita a utilizagdo
do mesmo para o cultivo de micro-organismos aquaticos com elevado valor proteico. Dessa
forma, o cultivo de microalgas em residuos agroindustriais como a manipueira aparece como

uma provavel solucéo para reduzir os custos com meios de cultura (BORGHETT], 2009).



24

Para atender a legislacdo ambiental, a manipueira deve ser tratada antes de ser
liberada. Muitas técnicas de tratamento tém sido propostas para remover compostos poluentes
organicos e inorganicos, mas estes processos necessitam de alto custo operacional além de
uma grande area reservada para o tratamento. Uma das saidas para reduzir estes custos é
utilizar o residuo para a geracdo de energia ou como substrato para a produgdo de compostos
de utilidade industrial (ANGENENT et al., 2004; RABAEY; VERSTRATE, 2005).

As demandas quimica e bioquimica de oxigénio da manipueira sdo altas, assim como a
quantidade de solidos totais e de substancias organicas que sdo extraidas das raizes da
mandioca. Estudos j& demonstraram a viabilidade para producdo de biogéas através da
manipueira; ja& a producdo de biohidrogénio, por exemplo, ainda é considerada limitada
devido a poucas informagbes obtidas, 0 que se sabe € que o amido presente pode ser
convertido em maltose e glicose por hidrélise acida ou enzimatica, seguida pela conversao
biolégica em acidos organicos e em seguida em biohidrogénio (REUNGSANG et al., 2006;
KAPDAN KARGY, 2006).

Vaérias pesquisas vém sendo desenvolvidas para o aproveitamento do residuo liquido
da mandioca e uma delas consiste em converter compostos organicos presentes na manipueira
em metano, representando uma alternativa promissora, ja que por meio desta consegue-se
gerar energia e degradar compostos poluentes de forma simultanea (COLIN et al., 2007;
ZHANG et al., 2010).

De acordo com Borghetti (2009), o tratamento e/ou aproveitamento da manipueira tem
sido discutido em vérios estudos envolvendo oxidagdo aerdbica e anaerdbica, visando sempre
0 reaproveitamento de todos 0s seus componentes para uso principalmente na agricultura

como herbicidas, nematicidas ou inseticidas.

3.3.2 Usos da manipueira

A manipueira foi utilizada por Damasceno et al. (2003) para a producdo de compostos
volateis semelhantes aqueles encontrados em muitas frutas, utilizando Geotrichum fragrans
como micro-organismo. O substrato utilizado era composto de dextrina (2,6%), maltose
(1,4%), sacarose (32,1%), glicose (38,3%) e frutose (25,6%). A producéo de biomassa de G.
fragrans cultivado por 12 h foi de 12,8 g.L™ e os compostos volateis identificados apés 72 h
de cultivo foram os seguintes: 1-butanol, 3-metil-1-butanol (alcool isoamilico), 2-metil-1-
butanol, 1-3 butanodiol e feniletanol; acetato de etila, propionato de 2-etil-metil-propandico e

2-metil. Os resultados mostraram que o efeito da suplementacdo do substrato com glicose (50
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g.L™), frutose (50 g.L™) e extrato de levedura (200 mL.L™) néo afetou os perfis qualitativos e
quantitativos dos compostos volateis produzidos.

Nitschke e Pastore (2006) investigaram a producdo e as propriedades de um
biossurfactante sintetizado por Bacillus subtilis utilizando a manipueira como substrato. O
micro-organismo produziu 3,0 g.L™" de surfactante, ocasionando na reducdo da tensdo
superficial do meio em 26,6 mPa ap6s 48 h de cultivo. O agente tensoativo obtido foi capaz
de formar emulsGes estaveis com varios hidrocarbonetos e suas propriedades permitiram
elevar a temperatura de substancias de alta salinidade (20% de NaCl) até 100 °C, a uma
grande variedade de valores de pH.

A influéncia da variacdo da concentracdo da manipueira, expressos como Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO), na producdo de hidrogénio, foi verificada por CAPPELLETTI
et al. (2011). Cinco concentracdes de manipueira correspondentes a 5,0 g.L™, 7,5 g.L™, 10,7
g.L? 150 g.L" e 30 g.L™* foram testadas utilizando-se o Clostridium acetobutylicum. Os
resultados obtidos mostraram que as concentragdes mais elevadas (15,0 g.L™" e 30 g.L ™) do
substrato resultaram em baixos rendimentos de hidrogénio.

O metano presente na manipueira pode ser utilizado como recurso energético nas
fecularias. Dessa forma, podem-se reduzir os custos de producdo da fécula de mandioca
devido a economia de lenha ou energia elétrica utilizadas para o aquecimento das caldeiras
(FELIPE; RIZATO; WANDALSEN, 2009). A Tabela 3 contém alguns usos da manipueira

para producéo de diversos compostos de interesse.

Tabela 9 - Producdo de compostos de interesse utilizando a manipueira

Micro-organismo Composto produzido Referéncia
Bacillus subtilis Biossurfactante NITSCHKE; PASTORE
(2006)
Geotrichum fragrans Compostos volateis Damasceno et al. (2003)
Clostridium acetobutylicum Hidrogénio CAPPELLETTI etal. (2011)
- Metano FELIPE; RIZATO;

WANDALSEN (2009).
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3.4 LEVEDURAS OLEAGINOSAS

Sao denominados oleaginosos 0s micro-organismos capazes de acumular lipidios em
niveis superiores a 20% de sua biomassa. Entre as mais de 1600 espécies de leveduras
conhecidas, menos que 40 sdo consideradas oleaginosas (SITEPU et al., 2013). Leveduras
oleaginosas sdo capazes de produzir lipidios com perfis de &cidos graxos similares aos de
6leos vegetais, com &cidos graxos saturados e monoinsaturados, principalmente contendo de
16 a 18 atomos de carbono na cadeia (PAPANIKOLAU; AGGELIS, 2011).

Modificacdes genéticas para melhorar a produtividade ou para a obtencdo de um perfil
de 4&cidos graxos desejado é mais facil para lipidios originarios de micro-organismos
(especialmente leveduras e bactérias) do que de insetos e plantas (soja, palma).
Diferentemente dos 6leos obtidos a partir de plantas oleaginosas, onde a produtividade é
representada em quilogramas por hectare por ano (Kg.ha'.ano™), a producéo de 6leo
microbiano é geralmente representada em gramas por litro por dia (g.L".dia?), ou em
quilograma  por metro cubico por dia (Kgm3dial) (SAWANGKEAW;
NGAMPRASERTSITH, 2013).

Leveduras, bactérias, microalgas e fungos filamentosos sdo capazes de converter uma
fonte de carbono, quando em excesso, em triacilglicerdis no interior de suas células. Dentre
estes micro-organismos, leveduras unicelulares, desprovidas de endotoxinas e que
possibilitem o cultivo em grande escala s&o mais interessantes para a biotecnologia
(BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011).

Na biotecnologia as leveduras sdo muito utilizadas porque sdo geneticamente trataveis,
faceis de cultivar, ttm um longo historico de uso seguro e poucas espécies sao conhecidas por
ser patogénicas para seres humanos, plantas e animais. Sdo também Uteis para a producédo
renovavel e sustentdvel de oOleos biodegraddveis com potencial para uso em géneros
alimenticios, combustiveis e produtos quimicos (SITEPU et al., 2014).

Entre os micro-organismos oleaginosos, leveduras levam vantagem sobre fungos,
bactérias e algas devido a sua relativa elevada taxa de crescimento e a habilidade para
acumular lipidios em suas células rapidamente. Além disso, podem ser cultivadas em uma
grande variedade de meios de baixo custo, como residuos provenientes da agricultura e da
indUstria (XUE et al., 2006; MALISORN; SUNTORNSUK, 2007; ANGERBAUER et al.,
2008).

Algumas pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando a levedura Saccharomyces

cerevisiae como modelo genético para melhoria na compreensdo do metabolismo lipidico.
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Apesar desta ndo ser uma levedura oleaginosa, as enzimas envolvidas no processo de sintese e
de degradacdo de triacilglicerois sdo muito similares entre as espécies, principalmente em
leveduras (CZABANY; ATHENSTAEDT; DAUM, 2007).

As leveduras sdo amplamente utilizadas na biotecnologia porque sdo seres que
apresentam uma genética tratavel, sdo faceis de cultivar, além de apresentar um bom histérico
com relacdo a seguranca de cultivo ja& que poucas espécies sdo patogénicas
(SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

Geralmente almeja-se 0 uso de linhagens que apresentam uma melhor cinética de
desenvolvimento, com uma maior velocidade de crescimento, necessitando de menores
tempos de cultivo, que ndo produzam substancias indesejaveis e que tenham a capacidade de
metabolizar substratos de custo reduzido. O uso da biomassa ou de algum metabdlito da
fermentacdo para fins alimenticios requer a ado¢do de micro-organismos seguros, certificados
como GRAS (Generally Recognized As Safe) (POLI et al., 2013).

Leveduras sdo bastante Gteis para a producdo renovavel e sustentavel de o6leos
biodegradaveis com potencial para serem utilizados em combustiveis, produtos quimicos e
géneros alimenticios. Muitas descobertas foram feitas no inicio da década sobre a producéo de
6leo a partir de leveduras que impulsionaram novos estudos incluindo a descoberta de
espécies que produzem grandes quantidades de lipidios, assim como condi¢des que permitem
tal producédo através da conversdo de residuos de produtos em 6leos microbianos em pequenas
e grandes escalas (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

Para atender o elevado crescimento da producdo de biodiesel, em funcdo da alta
demanda diferentes fontes de Oleos, principalmente os ndo comestiveis, necessitam ser
estudados. Recentemente a atencdo tem sido voltada para a exploracdo de 6leos provenientes
de micro-organismos, sendo que estes podem se tornar uma das melhores fontes para a
producdo de biodiesel no futuro (LI; DU; LIU, 2008).

Apenas algumas leveduras e fungos, junto com um menor nimero de algas, sdo
capazes de sintetizar e acumular lipidios. Bactérias, em geral, ndo produzem triacilglicerdis,
mas em vez disso sintetizam poli-b-hidroxi-butiratos como polimeros de armazenamento.

As leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os géneros Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula e Yarrowia. Estas leveduras séo capazes de acumular em média
40% de lipidios com relagdo a sua biomassa, entretanto em condi¢Ges de limitagdo de
nutrientes este acimulo pode atingir 70%. O contetdo e o perfil lipidico produzido diferem de
espécie para espécie. Cryptococcus curvatus e Cryptococcus albidus acumulam 58% e 65%
de lipidios, respectivamente. A composic¢do lipidica também difere ja& que Cryptococcus
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curvatus acumula grandes quantidades de acido palmitico, ja o principal acido graxo
acumulado por Cryptococcus albidus € o &cido oleico (BEOPOULOS et al., 2009).

Por muitas décadas a maioria das pesquisas relacionadas ao estudo de leveduras
oleaginosas tem sido voltadas para espécies como Y. lipolytica, Lipomyces, Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula graminis, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus albidus e
Rhodosporidium toruloides. Entretanto hd dezenas de espécies oleaginosas que foram
descobertas ao longo dos anos, mas tem sido menos estudadas. Abordando-se uma faixa mais
ampla de leveduras oleaginosas, € possivel realizar a sele¢cdo de leveduras e substratos
especificos, tolerancia a osmose, ao pH adverso e a inibi¢do (SITEPU et al., 2014).

3.4.1 Leveduras do género Rhodotorula

Leveduras do género Rhodotorula séo aerdbios estritos com caracteristicas
metabdlicas peculiares. Uma delas é a capacidade de produzir glicogénio durante a fase
exponencial de crescimento. Também séo capazes de acumular lipidios e carotenoides durante
a fase estacionaria de crescimento (DWORECKA-KASZAK; KIZERWETTER- SWIDA,
2011).

Essas leveduras apresentam uma producdo lipidica bastante divergente. Enquanto a
Rhodotorula glutinis pode acumular até 72% de lipidios em biomassa, Rhodotorula graminis
acumula cerca de 36%, entretanto o perfil de acidos graxos dos lipidios produzidos por ambas
é semelhante (BEOPOULOS et al., 2009).

Xue et al. (2008) utilizaram a levedura R. glutinis para produzir lipidios com potencial
para a producdo de biodiesel tendo como substrato &guas residuais de glutamato
monossodico. Nesse estudo, o efeito da adicdo de glicose foi estudado e os resultados
mostraram que a adicdo de glicose favoreceu o crescimento da levedura e a producdo de
lipidios.

Do ponto de vista ambiental, leveduras do género Rhodotorula desempenham uma
funcdo importante. Estudos mencionam o potencial dessas leveduras no tratamento de
residuos ja que precipitagdes quimicas podem ser ineficazes ou inviaveis economicamente.
Comparados com o0s métodos tradicionais, a biossor¢do apresenta varias vantagens como
baixo custo de operagéo, alta eficiéncia na desintoxicagdo e um volume minimo de residuos
descartaveis (BAI et al., 2010).

Embora leveduras sejam micro-organismos ndo fotossintéticos, algumas sdo capazes
de biossintetizar carotendides na célula. Leveduras do género Rhodotorula sdo capazes de

acumular carotenoides no interior de suas células. A sintese de carotenoides naturais com
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elevada importancia comercial (B-caroteno, toruleno, torularodina) torna esses micro-
organismos como fontes potenciais destes pigmentos (FRENGOVA e BESHKOVA, 2009).

Devido as suas propriedades antioxidantes, anticancerigenas, estimulantes de resposta
imune, nutracéuticos e corantes, 0s carotenoides sdo amplamente utilizados na medicina e nas
inddstrias quimica, farmacéutica, de cosméticos, de alimentos e de racBes (CUTZU et al.
2013; BHOSALE; BERNSTEIN, 2004).

3.4.1.1 Rhodotorula mucilaginosa

Varios substratos foram usados para a producgéo de lipidios pela levedura Rhodotorula

mucilaginosa, alguns deles sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 10 - Producao de lipidios utilizando a levedura R. mucilaginosa

Substrato Referéncia
Glicerol bruto Spier (2014)
Inulina hidrolisada e tubérculos de alcachofra Zhao et al. (2010)
Amido de mandioca Li et al. (2010)
Melaco de cana-de-agUcar Karatay; Donmez (2010)

3.5 LIPIDIOS

Principais constituintes do grupo dos lipidios, 6leos e gorduras sdao componentes
organicos dos alimentos formados por uma mistura de compostos denominados de
triacilglicerdis, onde a maioria deles € constituida por trés acidos graxos e um poliélcool,
geralmente o glicerol (BUTOLO, 2001). Podem ser encontrados em células vegetais, animais
ou microbianas e sdo 0s maiores constituintes do tecido adiposo, exercendo diversas funcoes
no organismo como: excelente fonte energética, fonte de acidos graxos essenciais, transporte
de vitaminas lipossoluveis, isolamento térmico, forte influéncia no sabor e palatabilidade dos
alimentos (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007).

Os lipidios sdao moléculas bioldgicas com estrutura diversificada que sdo relativamente
insoliveis em &gua e soliveis em solventes organicos. Eles dividem-se em duas classes
béasicas: moléculas derivadas de unidades fromisopreno, tais como os esteroides, carotenoides
e acidos graxos e seus similares como alcanos e alcenos (SITEPU et al., 2014).

Os é&cidos graxos, juntamente com o glicerol, constituem os lipidios simples. Nos

lipidios compostos, além destes também pode haver grupos fosforicos, grupos nitrogenados
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ou carboidratos. Podem ser saturados ou insaturados, sendo que 0s primeiros predominam em
lipidios no estado solido (gordura) e os ultimos em lipidios no estado liquido (6leos). Os
acidos graxos insaturados podem ser definidos como acidos monocarboxilicos contendo uma
ou mais ligacbes duplas entre dois carbonos localizados na porcdo hidrocarbbnica da
molécula. S&o classificados de acordo com a quantidade de duplas ligagdes em mono ou
poliinsaturados. Encontram-se principalmente na configuracdo “cis” da dupla ligacdo, sendo
que a localizagcdo da primeira dupla ligacdo da cadeia carbdnica, a partir do grupo metila,
caracteriza a série do acido graxo, por meio da letra ®, sendo os principais -3, ®-6 ¢ ®-9
(SANTOS et al., 2013).

Santos et al. (2013) ressaltam que entre os acidos graxos monoinsaturados (0s que
apresentam apenas uma ligacdo dupla ao longo da cadeia carbénica), o oleico (C18:1), da
série ®-9, € 0 mais comum e € encontrado em grande quantidade no éleo de oliva.

Entre os polinsaturados o mais comum € o linoleico (C18:2), pertencente a familia o-
6. O araquiddnico (C20:4) da familia ®-3 também é muito abundante, tendo como principais
fontes a soja, linhaca e canola. Tanto o linoleico quanto o araquidonico sdo indispensaveis ao
ser humano, ja que as células dos mamiferos sdo incapazes de dessaturar (inserir uma dupla
ligacdo) em um carbono antes do nono das cadeias de acidos graxos (LOTTENBERG, 2009).

A maior parte dos acidos graxos trans € formada durante o processo de hidrogenacao
de 6leos vegetais, onde através de aquecimento e catalisadores metalicos, as duplas ligacGes
sdo rompidas e os hidrogénios sao inseridos nas moléculas dos acidos graxos. Se em grandes
quantidades no organismo, alguns deles como o elaidico (18:1n-9t) podem relacionar-se com
enfermidades cardiacas. Pesquisas revelaram que dietas ricas em &cidos graxos trans reduzem
os teores de Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL), do inglés High Density Lipoproteins e,
conseqlientemente, elevam o0s niveis das Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL) — Low
Density Lipoproteins (SIMIONATO, 2008).

3.5.1 Lipidios microbianos

A extensa pesquisa e 0 desenvolvimento da producdo de 6leos microbianos realizada
ao longo de anos ainda continua e visa melhorar a competitividade econdmica entre 0s
lipidios oriundos de micro-organismos com relacdo aqueles de origem vegetal e animal
(CERTIK; SHIMIZU, 1999).

A indGstria demonstra um grande interesse pela utilizagdo de micro-organismos
oleaginosos para a producdo de lipidios em grande escala. Embora o custo de producéo de

0leos microbianos seja alto comparado aos Oleos tradicionais devido a necessidade de
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manutencdo de condigdes assépticas, existem vérias op¢des para a producdo em larga escala
(RATLEDGE; WYNN, 2002).

De acordo com Sitepu et al. (2014), muitas descobertas foram feitas durante as
primeiras décadas de trabalho envolvendo a producdo de O&leos microbianos que
impulsionaram novos estudos, incluindo condic¢des de cultura que promovem o acumulo de
lipidios, a descoberta de espécies com alta produtividade e a conversdo de residuos de
produtos industriais em lipidios através de leveduras.

Tem se demonstrado que a escolha do substrato depende do micro-organismo
oleaginoso utilizado, uma vez que influencia diretamente no crescimento celular e acimulo de
lipidios. Além disso, o conjunto substrato e micro-organismo influenciam diretamente na
composicao do 6leo produzido, assim como também as condicdes de fermentacao, por isso €
importante conhecer o efeito de cada parametro envolvido no processo fermentativo (LEIVA-
CANDIA et al., 2014).

O aumento continuo na demanda pelo biodiesel de primeira geragdo, obtido pela
transesterificacdo de dleos, principalmente de plantas oleaginosas, tem elevado o preco de
varios géneros alimenticios, surgindo a necessidade da descoberta de fontes néo
convencionais de 6leos que possam ser convertidos em biodiesel posteriormente. Os micro-
organismos oleaginosos sdo vistos como fontes potenciais para a producdo de matéria-prima
para o biodiesel de segunda geracdo. Para o cultivo de tais micro-organismos varios residuos
podem ser utilizados como o glicerol bruto (SPIER, 2014) e o glutamato monossédico (LIU et
al., 2012).

Meng et al. (2009) ressaltam que, para a produgdo de biodiesel alternativo, a maior
parte dos trabalhos até o momento tem sido realizados com micro-organismos oleaginosos,
isto porque estes podem acumular lipidios em elevadas quantidades, apresentar elevadas taxas
de crescimento e o perfil de acidos graxos dos lipidios produzidos é semelhante ao de 6leos
vegetais.

Diversos residuos como hidrolisados lignoceluldsicos e soro de leite podem ser
utilizados como substrato para a producéo de lipidios para a fabricacdo de biodiesel. Esses
residuos podem ser usados como fonte de carbono e nitrogénio para a sintese de dleos
microbianos com ciclo de vida curto e pouco dependente das variacdes climaticas
(AMARETTI et al., 2010).

Entretanto, nem todos os lipidios produzidos por micro-organismos sao propicios para
a producéo de biodiesel. Apenas os lipidios capazes de formar ligacdes ester e com acidos

graxos livres, chamados de saponificaveis, podem ser convertidos em esteres de alquila
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(VICENTE et al., 2009). Os lipidios microbianos que contem grandes quantidades de &cido
estearico (C18:0) e acido oleico (C18:1) sdo alvos potenciais porque apresentam propriedades
interessantes, aléem de possuir melhor estabilidade oxidativa e apresentar maior potencial para
a producdo industrial de biodiesel (MENG et al., 2009).

Melhorias no processo de producéo de lipidios microbianos como a reducéo dos custos
com transporte, matéria-prima, pré-tratamento, melhor utilizacdo das fontes de carbono em
hidrolisados lignocelulésicos, mais rapido crescimento microbiano, atingindo-se uma
densidade celular mais elevada e com um maior acimulo de 6leo, podem resultar em um
processo de producdo economicamente viavel (SITEPU et al., 2014).

As Figuras 2 e 3 ilustram lipidios microbianos dissolvidos em cloroférmio e seco,

respectivamente.

Figura 2 - Lipidios dissolvidos em cloroférmio

Fonte: Autor

Figura 3 - Lipidios ap0s evaporagdo do cloroférmio

Fonte: Autor
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3.5.2 Acumulo de lipidios em micro-organismos

A capacidade de acumulo de lipidios em leveduras é bastante variavel, enquanto
algumas do género Rhodotorula spp. e Cryptococcus curvatus conseguem acumular de 40 a
70% de lipidios em relacdo a biomassa seca, Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis séo
normalmente incapazes de acumular 6leo em niveis superiores a 10% da biomassa seca,
mesmo quando cultivadas nas mesmas condi¢des (MENG et al., 2009).

“Single-cell microorganisms” (SCM), ou micro-organismos unicelulares, constituem
uma alternativa potencial para fontes de lipidios de alto valor. Em micro-organismos,
diferentes tipos de lipidios neutros sdo acumulados por diferentes tipos de “SCM”. Nas
leveduras oleaginosas, os triacilglicer6is sdo acumulados no interior das células
(ATHENSTAEDT,; DAUM, 2006).

O acumulo de lipidios em um micro-organismo oleaginoso comega quando se esgota
um nutriente do meio, normalmente o nitrogénio. O excesso de carbono (geralmente sob a
forma de glicose) ainda continua a ser assimilado pelas células e transformado em
triacilglicerdis (TAG). As enzimas malato e ATP citrato liase (ACL) tem influéncia no
acumulo de lipidios em fungos, leveduras e outros micro-organismos oleaginosos
(RATLEDGE, 2002).

Durante a fase de crescimento do micro-organismo, o nitrogénio é necessario para a
sintese de proteinas e acidos nucleicos, enquanto que a fonte de carbono € utilizada para
processos energéticos e anabdlicos. Quando a fonte de nitrogénio cessa, a taxa de crescimento
do micro-organismo diminui, e em oleaginosos a fonte de carbono € convertida em lipidios,
que sao acumulados dentro das células (AMARETTI et al., 2010).

O actmulo de lipidios € um processo bioldgico que desempenha vérias funcBes nos
micro-organismos: contribuem para o crescimento e divisdo celular, resposta ao stress, além
de servir como reserva de energia para a sobrevivéncia (CHAPMAN; DYER; MULLEN,
2012).

As estratégias para 0 acimulo de lipidios variam de acordo com os diferentes tipos de
SCM. E importante compreender estas diferencas para que se possa desenvolver um processo
tecnologica e economicamente viavel para a producdo de biocombustiveis, metabolitos
lipidicos nutricionais e acidos graxos polinsaturados (GARAY; BOUNDY-MILLS;
GERMAN, 2014).

Dependendo das suas necessidades, as células de seres oleaginosos sdo capazes de

converter lipidios polares em neutros e vice-versa. Lipidios polares podem ser armazenados e
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transportados a partir de diferentes membranas celulares. A membrana plasmética é
fundamental para o acimulo de lipidios em eucaridticos e procarioticos. No caso de seres
eucaridticos, as membranas do reticulo endoplasmatico, do perixossomo, da mitocondria, dos
plastideos e suas variantes, ou até as membranas dos tilacéides, dependendo do organismo,
participam efetivamente do processo (MULROTH et al., 2013).

Em leveduras, o primeiro estadgio da producdo lipidica é a sintese de acetil co-A e
NADPH, depois ocorre a biossintese das cadeias graxas de acil, e estas por sua vez sdo
convertidas em fracGes de lipidios polares ou neutros. Em seguida, essas fragdes se unem e
formam as particulas de lipidios (GARAY; BOUNDY-MILLS; GERMAN, 2014).

E de fundamental importancia para o desenvolvimento de processos de producio de
SCO (“single cell oil”), ter conhecimento de como ocorre a sintese de acidos graxos em
micro-organismos e como eles sdo capazes de acumular tanto 6leo, ja que em alguns micro-
organismos o teor de lipidios pode exceder 70% de sua biomassa. Dessa forma, pode-se
identificar os genes que ativam as enzimas chaves que contribuem para 0 processo de
producdo e acumulo de lipidios, podendo assim aumentar os niveis de producao,

principalmente de acidos graxos poliinsaturados (RATLEDGE, 2004).

3.5.3 Fatores que exercem influéncia no acumulo de lipidios por leveduras

Em um processo de producdo de lipidios microbianos deve-se selecionar a melhor
linhagem e o melhor e menos oneroso substrato a ser utilizado no cultivo, entretanto a
eficiéncia do processo € de extrema importancia. Ami et al. (2014) destacam que é
fundamental a realizacdo de um monitoramento do micro-organismo e também do substrato
utilizado no processo fermentativo, para que se possa manter a produtividade constante, seja
em cultivos testes ou em ampliacdo de escala, ja que estes podem ser afetados por diversos
fatores.

Durante a fermentacdo, quando ocorre excesso de carbono, na forma de glicose, em
relacdo a algum nutriente, geralmente sobre o teor de nitrogénio, inicia-se o acumulo de
lipidios nos micro-organismos, j& que este excesso de carbono é convertido em
triacilglicerois. A medida que se limita a fonte de nitrogénio no meio, a multiplicacio celular
é impedida e os lipidios formados sdo armazenados intracelularmente (MENG et al., 2009).

A origem da fonte de nitrogénio também interfere ma producéo de lipidios durante a
fermentagdo, sendo que fontes orgénicas ou inorganicas sdo usadas com diferentes influéncias
sobre o acimulo de lipidios nas células (LIU, YANG; SHI, 2000). O nitrogénio proveniente

de fontes inorgénicas € bom para o crescimento celular, porém ndo é adequado para a
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producdo de lipidios. Por outro lado o nitrogénio organico, presente em peptona, é eficiente
para 0 acumulo de 6leos, porém pouco eficazes para o desenvolvimento da biomassa celular
(HUANG et al., 1998).

Efeitos da fonte de nitrogénio sobre a produgdo de biomassa e acimulo de lipidios
foram constatados em um estudo para otimizag&o utilizando o glicerol bruto sobre as espécies
T. spathulata e K. ohmeri. Entre as fontes de nitrogénio testadas para T. spathulata em uma
mistura de extrato de levedura e peptona (1:1) obteve-se a maxima biomassa e producéo
lipidica (KITCHA; CHEIRSILP, 2011).

Yen; Yang; Yu (2012) relatam que a fonte de nitrogénio empregada durante a
fermentacdo pode influenciar o acumulo de lipidios. Quando Rhodotorula glutinis foi
cultivada tendo como substrato uma mistura de glicerol e residuo de cervejaria, houve um
aumento de 27% em relacdo a biomassa produzida, quando se utilizou apenas o glicerol.

Quando 6leos descartados por servigos de fast food, utilizados para fritura de carne,
peixes e frango, foram usados como substrato para a producdo de lipidios utilizando-se a
levedura Yarrowia lipolytica, obteve-se 0 maior acumulo de lipidios. Constatou-se também
que a adicdo de glicose ao meio provocou uma variacdo no perfil de acidos graxos dos
lipidios produzidos (BIALY; GOMAA; AZAB, 2011).

Segundo Liu; Li; Du (2008), as condigdes de cultura, tais como a razédo
carbono/nitrogénio, temperatura, pH, oxigénio e concentracdo de minerais no meio,
influenciam no acumulo de lipidios nos micro-organismos. De modo geral, quando se
aumenta a quantidade de nitrogénio no meio, reduz-se a quantidade de 6leos nas células.
Mainul et al. (1996) relataram que quando a razdo carbono/nitrogenio aumentou de 25 para 70
o teor de 6leo aumentou de 18 para 46%.

Taccari et al. (2012) realizaram um screening do crescimento de leveduras em glicerol
bruto. Nesse estudo a fonte de carbono utilizada também n&o teve grande influéncia no
crescimento das leveduras e das 45 cepas testadas em glicerol bruto e glicose como fontes de
carbono, 13 produziram quantidades equivalentes de biomassa, 10 apresentaram maior
producdo de biomassa em glicerol, 16 cresceram melhor em glicose como fonte de carbono e
6 n&o cresceram.

Os minerais também exercem influencia na producéo lipidica microbiana. Magnésio,
ferro, potéssio e célcio sdo indispensaveis para a produgdo da biomassa e acimulo de lipidios
e quando presentes em baixas concentracdes podem interferir no acumulo de Oleo de
diferentes formas. Spier (2014) verificou que a concentragdo de sulfato de magnésio utilizado

no processo fermentativo teve um efeito significativo positivo para a biomassa maxima,
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produtividade de biomassa, teor de lipidios, lipidios totais e produtividade de lipidios, sendo a
Unica variavel que apresentou efeito significativo para a produtividade lipidica. Junto com a
concentracdo de extrato de levedura, foram as variaveis que mais interferiram no processo
fermentativo.

Por outro lado, Castanha et al. (2013) ndo detectaram nenhuma influéncia na producgéo
de lipidios e biomassa com a suplementacdo do substrato utilizado (soro de leite) usando
MgSQ,.7H,0. Entretanto, a concentracdo de ZnS0,4.H,0 interferiu diretamente na producéo
de lipidios totais utilizando a levedura Cryptococcus laurentii 11. A suplementacdo do meio
com alguns metais como o Zn?*, entre outros, pode elevar a biomassa produzida e o teor
lipidico, porém altas concentracdes de metais pesados pode provocar inibicdo do crescimento
e modificacdo do pH (LI et al., 2006).

O mecanismo de acimulo de lipidios em micro-organismos pode ocorrer de duas
formas distintas: uma delas envolve a producgdo de precursores de acidos graxos em condicdes
definidas, como o acetil e malonil coenzima-A. A outra via envolve a captacdo de acidos
graxos, oOleos e triacilglicerois do meio de cultura e sua acumulacdo de forma modificada no
interior das células. Esta via requer a hidrolise do substrato hidrofobico, o transporte dos
acidos graxos lancados dentro das células e sua remontagem em triacilglicerdis e metil ésteres
(BEOPOULOS et al., 2009).

A temperatura é um fator importante na producdo de lipidios por micro-organismos. A
temperatura ideal para o crescimento de leveduras é variavel, depende da linhagem, e a
maioria cresce bem em torno de 25 °C. Temperaturas muito elevadas ou muito baixas
interferem no crescimento e na producdo de lipidios O ajuste na temperatura pode modificar o
perfil lipidico alterando o grau de saturacdo dos lipidios produzidos, uma vez que o grau de
saturacdo geralmente diminui com a reducdo da temperatura (BEOPOULOS et al., 2009).

O pH é uma variavel que deve ser considerada ja que esta diretamente relacionado a
atividade enzimaética e ao metabolismo dos micro-organismos. O pH &cido é adverso para o
crescimento do micro-organismo e o acumulo de lipidios. Quando se trabalha com leveduras
oleaginosas deve-se verificar o pH inicial e final e realizar o acompanhamento das possiveis
variacdes ao longo do cultivo. Geralmente o pH inicial deve ser ajustado entre 5 e 6 para uma
maior producéo lipidica (KARATAY; DONMEZ, 2010).

A aeracdo tambeém pode influenciar tanto no acumulo como no perfil dos lipidios
produzidos. Quando se limita a disponibilidade de oxigénio predomina a producgéo de &cidos
graxos saturados; jA& em condicOes de aeracdo eleva-se a producdo de acidos graxos
insaturados (VALERO; MILLIAN; ORTEGA, 2001).
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Liu et al. (2012) utilizaram a levedura Lipomyces starkeyi para a producao de lipidios
a partir de residuos liquidos de glutamato monossddico. Foi verificada a influéncia da
concentracdo de glicose, pH e tempo de cultivo sobre a biomassa e os lipidios produzidos. Os
resultados mostraram que as melhores condi¢Oes de fermentagdo foram concentracdo de

glicose de 80 g.L™* e pH inicial de 5,0 durante 96 h.

3.6 ESTADO DA ARTE (PRODUCAO BIOTECNOLOGICA DE LIPIDIOS)

Diversos substratos, a maioria destes subprodutos ou substancias que normalmente
seriam descartados, sdo utilizados para a producdo de lipidios microbianos.

Lian et al. (2012) utilizaram acidos carboxilicos obtidos a partir da pirdlise de fases
aquosas para producdo de lipidios. Foram testadas as capacidades de fermentar do acetato
formando hidroxi acetaldeido, fenol e acetol de trés leveduras oleaginosas: Cryptococcus
curvatus, Rhodotorula glutinis e Lipomyces starkeyi. Os resultados mostraram que o acetol
poderia ligeiramente apoiar o crescimento levedura, mas inibir o acimulo de lipidios. Assim
como o acetol, hidroxiacetaldeido e fendis mostraram um elevado crescimento de levedura,
mas uma inibigdo ao mulo de lipidios.

Lian; Garcia-Perez; Chen (2013) produziram lipidios a partir da fermentacdo de
levoglucosanos ndo hidrolisados (LG) por leveduras oleaginosas. Foram usadas as leveduras
Rhodosporidium toruloides e Rhodotorula glutinis. Testes de atividade enzimética da LG
cinases de ambas as leveduras foram realizados. As produces maximas de biomassa (6,8 g.L
) e de lipidios (2,7 g.L™) foram obtidas pela levedura Rhodotorula glutinis tendo como
substrato o LG puro.

Karatay; Donmez (2010) realizaram melhorias no processo de producdo de lipidios
usando melaco, onde se verificou o efeito de algumas variaveis como o sulfato de aménio e a
concentracdo do melago na producdo de lipidios utilizando as leveduras Candida lipolytica,
Candida tropicalis e Rhodotorula mucilaginosa. Wang et al. (2012) cultivaram a levedura
oleaginosa Rhodosporidium toruloides 21167 para a producdo de lipidios a partir do
hidrolisado do amido de mandioca. Nesse estudo, os autores avaliaram a influéncia da
concentracdo do hidrolisado do amido de mandioca na producéo de lipidios e no crescimento
da biomassa da levedura. Os resultados mostraram que o teor maximo de lipidios (66% m/m)
foi obtido quando a concentracdo do hidrolisado de amido de mandioca era equivalente a
8,0%.
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Alguns residuos ricos em compostos organicos também sdo utilizados para a sintese
lipidica. Bialy; Gomaa; Azab (2011) produziram lipidios usando a levedura Yarrowia
lipolytica e residuos de Oleos usados para fritura em lanchonetes como substrato. Foram
determinados e comparados os perfis dos &cidos graxos produzidos pelos diferentes
substratos. Observou-se uma variacdo na producdo de lipidios por parte das leveduras
utilizadas, independentemente da fonte de isolamento.

Hidrolisado do bagaco de cana-de-acUcar foi utilizado por Tsigie et al. (2011) como
fonte de carbono para a producédo de lipidios atraves da levedura Yarrowia lipolytica. Foram
utilizados meios a base de glicose e xilose, entretanto o crescimento maximo da levedura foi
conseguido utilizando-se 0 meio a base do hidrolisado do bagaco de cana-de-acUcar.

Vinhaca e melaco de cana-de-acucar foram utilizados para a sintese de biomassa
proteica e lipidica por leveduras e bactérias por Cazetta; Antonia; Colabone (2005). Foram
utilizadas as leveduras Candida lipolytica, Rhodotorula mucilaginosa, Saccharomyces
cerevisiae e a bactéria Corynebacterium glutamicum. Utilizando-se a vinhaga bruta como
meio de cultivo, a maior producdo de biomassa (7,05 g.L™) foi obtida pela levedura
Rhodotorula mucilaginosa. No melaco, C. lipolytica foi a levedura que apresentou maior
producdo de biomassa, 6,28 g.L ™, sequida pela S. cerevisiae com 5,46 g.L™. A bactéria C.
glutamicum atingiu 2,79 g.L™" de biomassa e a levedura R. mucilaginosa produziu apenas 1,62
g.L™. em ambos os meios, C. lipolytica produziu maior quantidade de lipidios, 21,16% na
vinhaca e 25,59% no melaco, seguida por R. mucilaginosa, 18,38% na vinhaca e 18,80% no
melaco, apds 48 h de cultivo.

Xue et al. (2008) produziram lipidios utilizando a levedura Rhodotorula glutinis e
aguas residuais de glutamato monossoédico como meio de cultura. Nesse estudo os autores
verificaram a influéncia da adicdo de glicose no meio sobre a biomassa e os lipidios
produzidos. Trés estratégias diferentes foram testadas incluindo a adi¢do inicial de glicose,
adicdo na alimentacdo em batelada, e adi¢do na realimentagéo. Os resultados mostraram que a
glicose mostrou-se favoravel nao s6 para o crescimento celular, mas também para a sintese de
lipidios. Entre os trés métodos testados, a adicdo de glicose durante a realimentacdo mostrou-
se mais eficaz, conseguindo-se produzir 25 g.L™ de biomassa e 20% em lipidios.

Schneider et al. (2013) estudaram a producéo de lipidios e carotenoides em residuos de
cervejaria pela levedura oleaginosa R. glutinis, onde foram utilizados o efluente bruto, o
residuo suplementado com glicose e um meio sintético para as fermentagdes. Os cultivos com
0 efluente bruto e suplementado com glicose resultaram em produgdes de lipidios mais

elevadas. No perfil de &cidos graxos predominaram o palmitico, estearico, oleico, linoleico e
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linolénico, correspondendo mais de 90% dos acidos graxos totais. Além disso, constatou-se
uma reducdo dos acidos graxos saturados ao mesmo tempo em que a concentracdo dos poli-
insaturados aumentava.

Glicerol bruto como fonte de carbono e vinhaga fina como fonte de nitrogénio foram
0s substratos utilizados por Yen; Yang; Yu (2012) para cultivar R. glutinis visando a
producdo de lipidios. A mistura de glicerol e vinhaca fina proporcionou um aumento de 27%
na producdo de lipidios, quando comparada ao meio contendo apenas glicerol bruto. O uso do
glicerol substituindo a glicose como fonte de carbono resultou em um aumento da quantidade
de &cido linolénico (C18:2), passando a corresponder mais de 20% dos lipidios totais. Uma
mistura de glicerol e vinhaca fina para a producdo de 6leo destinada a sintese de biodiesel
poderia viabilizar significativamente a fabricacdo do combustivel a partir de lipidios
microbianos.

Aguas residuais provenientes da producio de butanol, sem quaisquer tratamentos e
sem a adigdo de nutrientes, foram usadas por Peng et al. (2013) como meio de cultura para
producdo de lipidios através da levedura Trichosporon dermatis. Andalises quimicas realizadas
no substrato detectaram a presenca de acido acético, acido butirico e aglcares como xilose e
arabinose. A producdo maxima de biomassa e de lipidios foram respectivamente 7,4 g.L™" e
13,5%. O perfil de acidos graxos mostrou-se semelhante ao de 6leos de palma com
predominancia de acido palmitico, estearico, oleico e linoleico.

Huang et al. (2009) produziram 6leos microbianos utilizando hidrolisado da palha do
arroz e a levedura Trichosporon fermentans. Conseguiu-se produzir uma biomassa maxima de
28 g.L ™" e um teor de lipidios totais equivalente a 40,1%, valor este equivalente a 11,5 g.L™.

Yu et al. (2011) utilizaram um hidrolisado da palha de trigo pré-tratado com acido
sulfurico diluido. Foram testadas cinco cepas de leveduras oleaginosas: Cryptococcus
curvatus, Rhodotorula glutinis, Rhodosporidium toruloides, Lipomyces starkeyi e Yarrowia
lipolytica, sendo que a levedura C. curvatus produziu as maiores quantidades de lipidios tanto
no meio destoxificado, quanto no ndo-destoxificado, 4,2 e 5,8 g.L™ respectivamente.

O fungo Mortierella isabellina foi usado para a producdo de lipidios a partir do soro
de leite tratado com lactase por Demir et al. (2013). Solugdes de soro em p6 foram preparadas
com diferentes concentraces iniciais de lactose (4,5%, 8,0%, 12,0%, e 16,0%). Os compostos
proteicos foram precipitados através de um tratamento térmico a 115° C durante 10 min numa
autoclave, sendo removidos logo em seguida por centrifugacdo. A concentracdo maxima de
6leo microbiano (17,13 g.L™) e a taxa de producdo de 6leo microbiano (4,60 g.L™.d™) foram
obtidas a partir da amostra com 16% de lactose. A biomassa do soro tratado com lactase
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(26,55 g.L ™) era quase duas vezes mais elevado do que no meio contendo 12% de lactose,
sem tratamento enzimatico (11,48 g.L™).

Chen et al. (2013) avaliaram o efeito da composicdo do meio de cultivo e as condi¢bes
de fermentacdo para a producdo de lipidios microbianos pela levedura Trichosporon
cutaneum usando sabugo de milho hidrolisado. A adicdo de minerais como MgSO, 7H,0,
CuSQ4 5H,0, MnSO,4 H,0 e de KClI, estimularam a producéo de lipidios. A concentracdo do
indculo, temperatura e pH inicial também influenciaram no acumulo de lipidios, sendo
fixados em 5%, 28 °C e 6,0, respectivamente, como valores ideais. A fermentacdo foi
realizada sob as melhores condicdes e a biomassa méxima (22,9 g.L™) teve um leve aumento,
apenas 3,6%, ja o teor de lipidios (45,4%) aumentou 26,5% comparado as condicdes iniciais.

Através da hidrdlise de alguns residuos podem-se obter substratos com elevados teores
de acucares fermentaveis tornando-se interessantes para o cultivo de leveduras oleaginosas.
Huang et al. (2013) utilizaram sabugo de milho hidrolisado para a producéo de lipidios pela
levedura oleaginosa Trichosporon coremiiforme. Considerando-se a biomassa, 0 maior
rendimento de lipidios do T. coremiiforme, correspondente a 7,7 g.L™, foi obtido no oitavo
dia de cultivo, tempo este que o coeficiente de lipidios era igual a 17,2. Curiosamente ap6s o
nono dia, um claro declinio no teor de lipidios foi observado, isto possivelmente ocorreu
devido ao uso do lipidio acumulado para a proliferagdo celular por parte da levedura.

Huang et al. (2012) cultivaram a levedura oleaginosa Trichosporon fermentans em
bagaco de cana-de-agucar hidrolisado por acido sulfurico para o acimulo de lipidios. Para a
otimizacdo do processo de producdo, utilizou-se o delineamento de Box-Behnken com uma
metodologia da superficie de resposta contendo quatro varidveis e trés niveis, onde se avaliou
os efeitos da relacdo C/N, concentracdo do in6culo, pH inicial e tempo de fermentacdo no
crescimento celular e acumulo de lipidios. As condi¢cdes Gtimas para o cultivo encontradas
foram as seguintes: 165 para a relacdo C/N, 11% de concentracdo do indculo, pH inicial de
7,6 e 0 tempo de fermentacdo de nove dias. Realizando-se a fermentacdo em condicOes
Otimas, a concentragdo de lipidios teve um aumento de 32,8% comparado as condicGes
iniciais de cultivo.

Huang et al. (2014) investigaram a cinética de fermentacdo do hidrolisado da palha de
arroz e a influéncia dos inibidores presentes no meio. Foram realizados dois cultivos
utilizando a levedura T. fermentans. O primeiro serviu como cultivo padrdo e o outro foi
realizado para avaliar os efeitos dos inibidores presentes no substrato sobre o crescimento
celular e acimulo de lipidios. O tempo de fermentacdo, a biomassa maxima, e o teor de

lipidios foram 10,5 dias, 28,6 g.L™ e 43,9%, respectivamente, enquanto que no cultivo
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padréo, esses valores foram equivalentes a 8,5 dias, 27 g.L™ e 65%, indicando que os
inibidores presentes no hidrolisado da palha do arroz exerceram influéncia, principalmente
sobre o teor de lipidios acumulado.

O uso das &guas residuais do processamento de batata para a producao de lipidios pelo
fungo Aspergillus oryzae foi estudado por Muniraj et al. (2013). Andlises fisicas e quimicas
detectaram concentracdes elevadas de sélidos, amido e nutrientes no residuo, que apés a
esterilizacdo, resultou em um meio gelatinizado, dificultando o crescimento do fungo. Dessa
forma, foram feitas trés diluicbes no meio para que se atingisse 25%, 50% e 75% de
concentracédo antes da fermentacdo. Os resultados mostraram que as dilui¢es favoreceram a
producdo de lipidios e a concentracdo correspondente a 25% de meio foi considerada 6tima,

obtendo-se uma concentracdo méxima de 3,5 g.L™* de lipidios totais.
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4 METODOLOGIA

4.1 MANIPUEIRA

A manipueira utilizada foi gentilmente cedida por uma microindustria processadora de
mandioca brava, da cidade de Sobrado no Estado da Paraiba (Latitude: 07° 08> 43” S ¢

Longitude: 35° 14’ 11”), Brasil, sendo armazenada a -18° C logo apds a coleta.

4.1.1 Tratamento da manipueira

Primeiramente, foi realizado um tratamento térmico na manipueira a 85 °C durante 20
min para eliminacdo dos glicosideos cianogénicos presentes, em seguida a manipueira foi
resfriada. Para a remoc¢do do excesso de solidos e consequente clarificagdo, foi centrifugada
(centrifuga refrigerada RB7) a 3200 rpm durante 10 min. Em seguida, o precipitado foi

removido e o sobrenadante foi utilizado para o processo fermentativo.

4.1.2 Andlises fisico-quimicas do substrato
4.1.2.1 AcuUcares redutores e totais

Para a determinacdo dos agucares redutores utilizou-se uma modificacdo do método do
DNS, originalmente proposto por Miller (1959).

Preparo das solugdes utilizadas:

100 mL de NaOH 2 mol.L™:Em Becker de 250 mL foram pesados 8 g de NaOH PA e
dissolvidos com 50 mL de &gua destilada em banho com &gua fria. A solucdo foi transferida
para baldo volumétrico de 100 mL e aferida com &gua destilada.

500 mL de DNS: Foram pesados 5g de DNS (acido 3,5 — dinitro-salicilico) e
adicionados 100 mL de NaOH 2 mol.L™, em Becker de 250 mL. Em um Bécker de 500 mL
foram pesados 150 g de tartarato duplo de sodio e potassio e dissolvidos em 250 mL de agua
destilada. A solucdo foi levada para aquecimento até dissolver completamente e a ela foi
adicionado a solucdo de DNS sob aquecimento até dissolver completamente. Deixou-se
esfriar, e aferiu-se em baldo de 500 mL com &gua destilada. A solucdo foi armazenada em
frasco escuro sob condi¢des minimas de luz.

Curva padrdo: Na construcdo da curva padrdo foram pesados 100 mg (0,1 g) de
glicose e dissolvidos em 100 mL de agua destilada em baldo volumétrico. Apos agitacao

vigorosa para homogeneizar, transferiu-se 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 mL da solugdo-mde para
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tubos de ensaio e o volume foi completado para 10 mL com &gua destilada. Os tubos foram
homogeneizados e de cada tubo transferiu-se 1 mL para tubos com 1 mL de DNS (em
duplicata). Os tubos foram aquecidos a 100 °C por 5 min, tendo-se o cuidado de néo colocar
o0s tubos antes de aquecimento vigoroso do banho e entdo resfriados em banho com &gua a
temperatura ambiente por 3 min.

A cada tubo foram adicionados 8 mL de &gua destilada, e ap6s homogeneizado, a
absorvancia foi lida a 540 nm. Com os valores de absorvancia, foi construida a curva de
absorvancia versus concentragéo.

Anélise das amostras: Inicialmente foi determinada a quantidade inicial de amostra
que resultasse em leitura dentro da faixa da curva padrdo. As dilui¢bes necessarias foram
usadas no célculo para determinacdo do teor de aclcar da amostra desconhecida. Depois de
dissolver determinada quantidade de amostra em um volume definido de agua, transferiu-se
1 mL para tubos de ensaio contendo 1 mL de solu¢do DNS. A seguir, os tubos foram levados
para banho de agua fervente por exatos 5 min. Apdés este intervalo, os tubos foram retirados
do banho de &gua quente e colocados em banho de agua fria por 3 min, até completo
resfriamento. Em cada tubo foi adicionado 8 mL de &agua destilada e feita a leitura
imediatamente a 540 nm. A curva padrdo foi usada para transformar a leitura de absorvancia
em miligramas de acgucares redutores por mililitro de solucdo. Efetuaram-se os calculos para
expressar os resultados em gramas de acgUcares redutores por litro de amostra inicial. Quando
a amostra tem sacarose é necessario fazer a inversdo da sacarose, para analise dos acucares
totais. Para tal, foram misturados 1 mL da amostra com 1 mL de solugdo de &cido cloridrico 2
mol.L™* (16,8 mL de 4cido concentrado por 100 mL), em seguida os tubos foram colocados
em banho com agua fervente por 5 min e resfriados em banho de agua gelada. Depois de
esfriar foram adicionados 2 mL de hidréxido de sédio 2 mol.L™*. Homogeneizou-se bem e
seguiu-se o procedimento idéntico a determinacdo de agUcares redutores a partir do item 5 da
curva padrdo. Neste caso multiplicou-se o resultado por 4 (diluicdo) para obter o valor de

acUcares redutores totais (g.L™).
4.1.2.2 Determinacgdo de umidade

Para quantificagdo do percentual de umidade foi utilizado o0 método de secagem em
estufa comum (AOAC, 2000). Foram pesados 5 g da manipueira totalmente liquida, bem
homogeneizada, em capsulas de aluminio codificadas, previamente secas e taradas, anotando-
se a massa das capsulas e da amostra, e logo em seguida as capsulas foram levadas para a

estufa a 105 °C. Apos 24 h, as capsulas foram retiradas da estufa e colocadas em dessecador
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durante 20 min para esfriar, em seguida pesadas e anotou-se a massa final para efetuar-se os

calculos. A andlise foi realizada em triplicata.
4.1.2.3 Determinacdo de cinzas

Cadinhos de porcelana vazios foram colocados em mufla e deixados a 550°C, durante
15 min, em seguida foram deixados em dessecador até atingir a temperatura ambiente, foram
pesados vazios e com 5 g da amostra, anotando-se ambas as leituras. Logo apos a pesagem, 0S
cadinhos foram levados a mufla durante aproximadamente 6 h, a 550°C, ou até o clareamento
da cinza. Logo apds os cadinhos foram retirados da mufla e colocados diretamente no
dessecador para que atingissem a temperatura ambiente, novamente pesados, anotando-se as
leituras finais para efetivacdo do percentual de cinzas na amostra. A analise foi realizada em
triplicata. (AOAC 2000).

4.1.2.4 Determinacdo de proteinas

Foram pesados aproximadamente 0,5 g da amostra liquida em um tubo de ensaio,
adicionaram-se duas pitadas (aproximadamente 2 g) da mistura catalitica para acelerar o
processo de digestdo. Os tubos foram levados ao digestor de Kjeldahl por cerca de 3,5 h,
aumentando-se 50 °C a cada 30 min e, ao se atingir a temperatura de 350 °C, deixando-0s no
digestor por mais 1 h ou quando a amostra apresentasse uma coloracdo esverdeada
transparente, desligando-se o digestor de Kjeldahl. Esperou-se a temperatura baixar e 0s tubos
foram retirados do digestor e levados para o destilador de Kjeldahl. Acrescentou-se aos tubos
trés gotas da solucdo de fenolftaleina lavando as paredes dos tubos com agua destilada. Em
seguida, os tubos foram encaixados no destilador e, ainda com o aquecimento desligado,
adicionou-se o hidréxido de sédio concentrado aos poucos até o ponto de viragem. Logo apds,
acionou-se a temperatura e a amonia volatilizada e condensada foi captada por um frasco
Erlenmeyer contendo acido bérico, formando entdo o borato de aménia. Este, por sua vez, foi
titulado com uma solucdo de acido cloridrico padronizado, anotou-se o volume gasto na
titulagdo e efetuaram-se os célculos. A analise foi realizada em triplicata.

Devido a iniexistencia de um fator especifico para a manipueira, para se converter o

nitrogénio total em proteico, foi utilizado o fator de conversao universal, equivalente a 6,25.
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4125 pH

Foi determinado em pHmetro digital, provido de um eletrodo de vidro, calibrado com
solucdo tampéo pH 7,0 e 4,0, seguindo os parametros descritos pelo método no 947.05 da
AOAC (2000).

4.1.2.6 Determinacdo de acidez total titulavel

A determinacédo de acidez total foi realizada de acordo com a metodologia da AOAC,
(2000). Uma aliquota de 10 mL da amostra, bem homogeneizada, foi transferida para um
frasco Erlenmeyer, adicionou-se duas gotas de fenolftaleina, titulando-se logo em seguida
com hidréxido de sédio 0,1 mol.L™ até o ponto de viragem (coloracdo rosa). Anotou-se o

volume gasto e a acidez total foi expressa em meq NaOH.100 mL™.
4.1.2.7 Determinacdo de solidos solUveis totais (°Brix)

A concentracdo de sélidos soluveis totais foi medida em °Brix. Adicionou-se 1 mL da
amostra a 9 mL de &gua destilada e, apds homogeneizacdo, foi realizada a leitura em
refratbmetro. O resultado foi multiplicado por dez, devido a diluicdo, a fim de determinar o
teor de solidos soluveis do residuo (AOAC 2000).

4.2 MICRO-ORGANISMO

Foi utilizada a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, fornecida pela
Fundacdo André Tosello, Colecdo de Culturas Tropicais, Sdo Paulo. A levedura R.
mucilaginosa foi adquirida na forma ativada. Para crescimento e manutencdo as col6nias
foram incubadas em placas de Petri com meio YMA (Yeast Malt Agar) cuja composicéo
encontra-se na Tabela 1.

As placas foram incubadas na estufa a 30 °C durante 5 dias. Para a manutencéo, as
leveduras foram colocadas nas placas em refrigerador a temperatura de 4 °C. Nas Figuras 4 e

5 tem-se as ilustracbes da levedura R. mucilaginosa reativada e em placa de Petri.
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Figura 4 - Levedura Rhodotorula Figura 5 - Levedura Rhodotorula
mucilaginosa reativada mucilaginosa em placa de Petri

5180/
8892100

]

Fonte: Autor Fonte: Autor

Tabela 11 - Composic¢do do meio YMA (Yeast Malt Agar)

Componente Concentracdo (g.L™)
Dextrose 10,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Bacto peptona 5,0
Agar 20,0

43 CULTIVO EM MEIO SINTETICO

Para que se tivesse uma ideia do crescimento da levedura, um cultivo utilizando-se o
meio sintético foi realizado. Células de R. mucilaginosa foram diluidas em agua destilada
estéril e inoculadas em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, contendo 400 mL do meio sintético.
Na Tabela 2 tem-se a composic¢do do meio utilizado de acordo com Frengova et al. (1994). O
indculo foi mantido em incubadora tipo “Shaker” (Logen — LS4900 — THZ), a 30° C e 200
rpm. Durante o periodo de incubacéo, aliquotas foram removidas periodicamente durante os
intervalos de tempo de 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h para determinar o crescimento da
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levedura (biomassa). As Figuras 6 e 7 ilustram o cultivo em meio sintético, apés 120 h do

inbculo e a biomassa de R. mucilaginosa centrifugada ainda com o sobrenadante.

Figura 6 - Cultivo em meio Figura 7 — Biomassa da levedura R.
sintético ap6s 120 h do indculo mucilaginosa apos a centrifugacao

Fonte: Autor Fonte: Autor

Na Tabela 6 tem-se a composi¢do do meio sintético utilizado para o crescimento da

levedura Rhodotorula mucilaginosa para a producéo de lipidios.

Tabela 12 - Componentes do meio de cultivo sintético para crescimento da levedura
Rhodotorula mucilaginosa (Frengova et al, 1994).

Componente Concentragéo (g.L™)
Glicose 40,0
KH,PO, 8,0
MgSO,.7H.,0 0,5
Extrato de levedura 3,0

4.4 PREPARO DO INOCULO

Adicionou-se 5 mL de agua destilada estéril a uma placa de Petri contendo a levedura
R. mucilaginosa, raspando-se as células até formar uma suspensdo. Os 5 mL foram
transferidos para um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL do meio utilizado para o
cultivo sintético (Tabela 1). Apds o indculo, o frasco Erlenmeyer foi levado para a incubadora
tipo “Shaker” a 30° C e 200 rpm. Apds 24 h, o meio foi centrifugado cuidadosamente, com o

tubo bem fechado, sob-refrigeragdo e o sobrenadante descartado, adicionou-se 50 mL de &gua
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destilada estéril, em cadmara de fluxo laminar, e a concentracdo celular foi determinada em

camara de Neubauer para calculo do volume de indculo correspondente a 1x10” células. mL™.
45  CONDICOES DE CULTURA

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, contendo 400
mL do meio de cultura, colocados em agitador rotativo tipo “shaker” e incubados durante 5
dias. Durante o periodo de incubacdo, aliquotas foram removidas periodicamente para
determinar o crescimento da levedura (biomassa) e a producéo de lipidios.

Através da realizacdo de ensaios prévios decidiu-se a concentragcdo de manipueira a ser

utilizada nos experimentos (20, 50, 75 e 100% v/v).
46 METODOS ANALITICOS
46.1 Biomassa

Aliquotas de 1 mL da amostra foram diluidas em &gua destilada e lidas em
espectrofotbmetro (Bioespectro SP 220) ao comprimento de onda de 600 nm. Converteu-se 0

valor da absorvancia em concentracdo através de uma curva padrdo de biomassa (Apéndice A

).

4.6.2 Lipidios

O teor de lipidios foi determinado através do método de Bligh; Dyer (1959), adaptado
por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001). Primeiramente a biomassa seca foi tratada com
uma solucdo de HCI 2 mol.L™ para rompimento da parede celular. Para auxiliar na quebra,
agitou-se a mistura em vortex por 2 min com posterior centrifugagdo a 3600 rpm por 10 min.
Formaram-se trés fases, onde os lipidios encontravam-se na fase inferior dissolvidos em
cloroférmio, que foi evaporado e os lipidios quantificados por gravimetria, em massa seca e

expressos em percentual de biomassa seca e em gramas por litro de substratos (g.L™).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados identificados e discussdo estdo apresentados na forma de artigos
cientificos, elaborados de acordo com as normas sugeridas pelos periodicos escolhidos,

intitulados:

Artigo 1: Producdo biotecnolégica de lipidios por Rhodotorula mucilaginosa utilizando

manipueira.

Artigo 2: Avaliacdo da manipueira como substrato para a producdo de biomassa e lipidios
pela levedura Rhodotorula mucilaginosa.
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ARTIGO 1

Producéo biotecnoldgica de lipidios por Rhodotorula mucilaginosa
utilizando manipueira

Josevan da Silva® Flavio L. H. Silva*®, José E. R. Santos®, Marta S. Madruga®,
Lorena L. Medeiros®, Andrea L. O. Ferreira®

#Aluno de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba
PProfessor do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal da Paraiba
°Alunos do doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba
“Professora do Departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade Federal da Paraiba
®Professora do Instituto Federal da Bahia

*flavioluizh@yahoo.com.br.

Em virtude da alta e constante atividade industrial distribuida pelo mundo, diariamente sdo gerados milhares de
toneladas de residuos, muitos destes ndo sdo aproveitados, sendo descartados diretamente no meio ambiente
sem nenhum tratamento prévio, podendo ocasionar sérios impactos ambientais. Assim, buscam-se alternativas
para o reaproveitamento desses residuos para a producdo de substancias que tenham potencial para ser
utilizadas como produto, minimizando a poluicdo ao meio ambiente e agregando valor ao residuo. Uma forma de
reaproveitamento de residuos toxicos e/ou poluentes € o0 seu uso para a produgdo, por processos
biotecnoldgicos, de substancias de interesse, como vitaminas, pigmentos, enzimas e, inclusive, lipidios. Em vista
disso, essa pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos dos componentes do meio de cultivo sobre a biomassa
e lipidios produzidos através da fermentacdo do principal residuo da mandioca (manipueira) utilizando a levedura
Rhodotorula mucilaginosa. As células de R. mucilaginosa foram cultivadas em meio YMA e inoculadas em
frascos Erlenmeyer contendo 400 mL de meio com 20% de manipueira, 10 g.L'l glicose, 1,0 g.L'l sulfato de
magnésio e 0,8 g.L'1 extrato de levedura. Os cultivos foram realizados em agitador rotativo (shaker) submetidos
a temperatura de 30 °C sob agitagdo constante de 200 rpm por 120 h. Durante os intervalos de tempo de 0, 4, 8,
12, 24, 48, 72, 96 e 120 h aliquotas foram retiradas do meio para a analise de biomassa e lipidios. A manipueira
analisada apresentou 92,38% de umidade, 30,2 g.L'1 de acuUcares redutores, 51 g.L’l de acucares totais, 1,17%
de proteinas e 0,53% de cinzas, acidez titulavel de 3,20 (meq NaOH.100 mL'l), sélidos sollveis totais de 7,0° Brix,
e pH equivalente a 5,26. Com relag&o ao cultivo do micro-organismo no meio sintético, a biomassa maxima foi
equivalente a 14,05 g.L'l, 96 h ap6s o in6culo. No cultivo utilizando-se um meio a base de manipueira, a
biomassa méaxima foi equivalente a 7,49 g.L'l, 96 h apds o in6culo, e nesse mesmo intervalo de tempo foram
produzidos 30% de lipidios em biomassa seca. A manipueira mostrou-se como um bom substrato para a
producdo de lipidios por R. mucilaginosa, podendo ser utilizada em processos fermentativos, agregando valor ao
residuo e minimizando possiveis impactos ambientais pelo descarte inadequado.

Introducéo

Investimentos que possibilitem uma melhor gestéo de residuos industriais podem contribuir de forma significativa
para promover o desenvolvimento sustentavel de um pais. Entre estes, destaca-se a manipueira, que é um
residuo da industria processadora de mandioca, sendo produzida em grande quantidade no Brasil e, apesar dos
nutrientes que possui, € um residuo pouco aproveitado e muitas vezes descartado de forma incorreta no meio
ambiente.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma planta cujas raizes sdo utilizadas para a nutricdo humana e
animal servindo de matéria-prima para a fabricacdo de varios produtos, dentre eles os mais importantes sédo a
farinha, a fécula e o polvilho de mandioca (Avancini et al., 2009).

Para se produzir a farinha, a raiz de mandioca é triturada e prensada, originando uma massa esbranqui¢cada com
alta umidade, que é seca e torrada, ja para a fabricacdo de fécula adiciona-se um grande volume de agua a
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massa, resultando em um volume extra equivalente a 60% da matéria-prima em residuos liquidos, conhecido
popularmente como manipueira (Borghetti, 2009).

Uma alternativa relacionada ao aproveitamento de residuos agroindustriais € a utilizacdo de micro-organismos
para a producdo de agentes antioxidantes, agentes antimicrobianos, vitaminas, lipidios, proteinas e pigmentos,
substancias de grande interesse da indUstria alimenticia. Podem ser produzidos também xilitol (Lima et al., 2014)
e enzimas (Dias et al., 2014).

Leveduras do género Rhodotorula sédo aerdbios estritos com caracteristicas metabélicas peculiares. Uma delas é
a capacidade de produzir glicogénio durante a fase exponencial de crescimento. Também sdo capazes de
acumular lipidios e carotenoides durante a fase estacionaria de crescimento (Dworecka-Kaszak and Kizerwetter-
Swida, 2011).

Em um processo de produgéo de lipidios microbianos deve-se selecionar a melhor linhagem e o melhor e menos
oneroso substrato a ser utilizado no cultivo, entretanto a eficiéncia do processo é de extrema importancia. Ami et
al. (2014) destacam que é fundamental a realizagdo de um monitoramento do micro-organismo e também do
substrato utilizado no processo fermentativo, para que se possa manter a produtividade constante, seja em
cultivos testes, ou em ampliac@o de escala, ja que estes podem ser afetados por diversos fatores.

Diversos substratos, a maioria destes subprodutos, ou substancias que normalmente seriam descartadas, sdo
utilizados para a producéo de lipidios microbianos. Na maioria dos casos, consegue-se produzir lipidios em altas
concentragdes.

Nesse trabalho buscou-se avaliar a influéncia de alguns nutrientes do meio de cultivo sobre biomassa produzida
e 0 acumulo de lipidios pela levedura R. mucilaginosa, utilizando a manipueira como substrato.

Material e métodos

Manipueira
A manipueira utilizada foi gentilmente cedida por uma micro indUstria de farinha do municipio de Sobrado no
Estado da Paraiba, Brasil e armazenada a -18° C logo apés a coleta.

Andlises fisico-quimicas do substrato

Foram realizadas as andlises de acUcares redutores e totais utilizando-se o método do DNS, proposto por Miller
(1959). A determinacéo de proteinas, umidade, cinzas, acidez total, solidos soliveis (°Brix) e pH seguiram a
metodologia da AOAC (2000). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Micro-organismo

Foi utilizada a levedura R. mucilaginosa CCT 7688, fornecida pela Fundacédo André Tosello, Colegdo de Culturas
Tropicais, de S&do Paulo. A levedura R. mucilaginosa foi adquirida na forma ativada. Para crescimento e
manutencao as colbnias foram incubadas em placas de Petri com meio YMA (Yeast Malt Agar) composto por 10
g.L™" de glicose, 3 g.L™ de extrato de levedura, 3 g.L™ de extrato de malte, 5 g.L™ de bacto peptona e 20 g.L™ de
agar. As placas foram incubadas na estufa a 30 °C. Para a manutencdo, as leveduras foram colocadas nas
placas em refrigerador & temperatura de 4 °C.

Cultivo em meio sintético

Células de R. mucilaginosa CCT 7688 foram diluidas em &gua destilada estéril e inoculadas em frascos
Erlenmeyer de 1000 mL, contendo 400 mL do meio sintético. Na Tabela 2 tem-se a composi¢cdo do meio utilizado
de acordo com Frengova et al. (1994). O indculo foi mantido em incubadora tipo “Shaker” (Logen — LS4900 —
THZ), a 30 °C e 200 rpm . Durante o periodo de incubagéo, aliquotas foram removidas periodicamente durante
os intervalos de tempo de 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h para determinar o crescimento da levedura
(biomassa).

Tabela 1 — Componentes do meio de cultivo sintético para crescimento da levedura R. mucilaginosa.

Componente Concentragéo (g.L™")
Glicose 40
KH2PO4 8,0
MgS0..7H,O 0,5

Extrato de levedura 3,0
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Pré-indculo

Adicionou-se 5 mL de agua destilada estéril a uma placa de Petri contendo a levedura R. mucilaginosa,
raspando-se as células até formar uma suspensédo. Os 5 mL foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de
500 mL contendo 200 mL do meio utilizado para o cultivo sintético (Tabela 1). Apés o indculo, o frasco
Erlenmeyer foi levado para a incubadora tipo “Shaker” a 30° C e 200 rpm. Apés 24 h, o meio foi centrifugado e o
sobrenadante descartado, adicionou-se 50 mL de agua destilada estéril e a concentracao celular foi determinada
em camara de Neubauer para calculo do volume de indculo correspondente a 1x10" células. mL™.

Condig¢des de cultura

Para a remocgéo do excesso de sdlidos e consequente clarificagdo, a manipueira foi centrifugada (Centrifuga
refrigerada RB7) a 3200 rpm durante 10 min, em seguida o precipitado foi removido por filtracdo e o
sobrenadante foi utilizado para o processo fermentativo.

Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 1000 mL, contendo 400 mL do meio de cultura,
resultante da adigdo do meio de cultivo, suspensao de leveduras (indculo) e agua destilada estéril colocados em
agitador rotativo e incubados durante 120 h. As condi¢des de cultura foram estabelecidas de acordo com Spier
(2014), sendo descritas na Tabela 2. Ensaios preliminares definiram a concentracdo de manipueira e 0s
nutrientes utilizados para suplementagéo.

Tabela 2 - Condig8es de cultivo para producdo de lipidios pela levedura Rhodotorula mucilaginosa.

Componente Concentracéo (g.L™).
Manipueira (% v/v) 20
Glicose (g.L™) 10
MgS04.7H,0 (g.L ™) 1,0
Extrato de levedura (g.L™) 0,8

Métodos analiticos

Biomassa

Aliquotas de 2 mL foram retiradas durante os intervalos de tempo de O, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 h para
andlise de concentracdo de biomassa (g.L'l). As aliquotas foram centrifugadas (mini spin Eppendorf) a 10000
rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e os Eppendorfrs foram colocados em estufa a 105 °C por 24 h,
sendo posteriormente pesados. Aliquotas de 1 mL da amostra foram diluidas em 4gua destilada e lidas em
espectrofotdbmetro (Bioespectro SP 220) ao comprimento de onda de 600 nm. O valor da absorvancia foi
convertido em concentragdo através de uma curva padrao de biomassa.

Lipidios

Para quantificagdo dos lipidios totais, foram utilizadas as biomassas produzidas apds 96 e 120 h de cultivo.
Nestes intervalos de tempo, 300 mL do fermentado foram coletados e centrifugados a 3600 rpm por 10 min, o
sobrenadante foi descartado e a biomassa foi seca em estufa a 105 °C por 24 h. A biomassa seca foi macerada
com grau e pistilo para diminui¢do das particulas e para facilitar a agdo dos solventes durante a extragao. O teor
de lipidios foi determinado através do método de Bligh and Dyer (1959), utilizando-se uma mistura de
cloroférmio, metanol e agua. Primeiramente a biomassa seca foi tratada com uma solucéo de HCI 2 mol.L™ para
rompimento da parede celular. Para auxiliar no processo de rompimento celular, agitou-se a mistura em vortex
por 2 min com posterior centrifugacdo a 3600 rpm por 10 min. Formaram-se trés fases, a fase superior foi
descartada e a inferior foi evaporada em estufa a 70 °C e os lipidios quantificados por gravimetria, em massa
seca.

Resultados e discusséao

Analises quimicas e fisico-quimicas do substrato
Os resultados da composicéo quimica e fisico-quimica da manipueira encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Composicao fisico-quimica da manipueira analisada

Determinacao Quantificacao
Umidade (%) 92,38
Proteinas (%) 1,17
Actcares redutores (g.L™) 30,20*
Aclcares nao redutores (g.L™) 20,40
Aclcares totas (g.L™) 50,60
Cinzas (%) 0,54
Sélidos solUveis totais (°Brix) 7,0
pH 5,26
Acidez total titulavel (meg NaOH.100 mL™) 3,20

* Aclcares redutores estdo inclusos em agucares totais.

Avancini et al. (2007) em um estudo de caracterizagéo e avaliagao da toxicologia da manipueira, encontraram um
teor de proteinas equivalente a 1,35%, valor este bem préximo ao encontrado no presente trabalho. O pH e o
teor de cinzas encontrados foram bem mais baixos comparados aos do presente estudo, 3,20 e 0,02%
respectivamente.

Nitschke e Pastore (2006), na producéo e a avaliacdo das propriedades de um biossurfactante obtido a partir do
Bacillus subtilis, tendo a manipueira como substrato, realizaram a caracterizagdo do residuo e obtiveram 12,8
g.L'1 de acUcares redutores, teor este bem abaixo do encontrado no presente trabalho. J4 o teor de acUcares nao
redutores, equivalente a 22,2 g.L™, foi bastante semelhante. O nitrogénio total encontrado pelos autores foi de
2,5%, um pouco acima do valor encontrado, e o pH medido foi equivalente a 5,9, ligeiramente mais basico do
que o verificado nesse trabalho.

Cultivo em meio sintético
Na Figura 1 esta ilustrado o crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa em meio sintético
com o perfil da velocidade especifica de crescimento.
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Figura 1 — (a) Crescimento da levedura R. mucilaginosa em meio sintético
(b) Perfil da velocidade especifica de crescimento do micro-organismo em meio sintético

Com relagdo ao cultivo do micro-organismo no meio sintético, observa-se pela Figura 1(a) que no meio sintético
houve crescimento da levedura até 96 h apés o inicio da fermentagéo, sendo este o ponto de maxima biomassa
produzida equivalente a 14,05 g.L'l.

Observando-se a Figura 1 (a), pode-se perceber também que ndo houve crescimento nas primeiras 12 h de
cultivo, caracterizando a fase lag do micro-organismo, atingindo-se seu ponto maximo 96 h apdés a inoculacéo do
micro-organismo, destaque para a pequena fase estaciondria, durando poucas horas, seguida da fase de
declinio ou morte celular.

A Figura 1(b) apresenta o perfil da velocidade especifica maxima de crescimento celular (U méax), obtendo-se o
valor de 0,055 h™.
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Cultivo realizado utilizando a manipueira como substrato

Na Figura 2 tem-se a curva de crescimento da levedura R. mucilaginosa, com o perfil da velocidade especifica
de crescimento em meio contendo a manipueira.
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Figura 2 — (a) Crescimento da levedura R. mucilaginosa em meio contendo manipueira
(b) Perfil da velocidade especifica de crescimento do micro-organismo em meio contendo manipueira

No cultivo utilizando-se o meio a base de manipueira suplementado com glicose, extrato de levedura e sulfato de
magnésio, a biomassa maxima produzida foi de 7,49 g.L™, 96 h ap6s o inicio da fermentacdo. A velocidade
especifica maxima de crescimento celular (i max), foi equivalente a 0,0242 h™,

Comparando-se as biomassas produzidas nos tempos 96 h e 120 h pode-se constatar que houve uma
consideravel reducéo, nesse intervalo de tempo, apresentando uma diminuigdo da biomassa, proximo ao tempo
de 80 h, caracterizando a fase declinio, ou morte celular, de modo anélogo ao ocorrido no cultivo sintético (Figura
1 (a)).

Aksu e Eren (2007) verificaram que a biomassa em células secas, aumentou com o a elevagdo da concentragédo
inicial de glicose até 20 g.L'l, atingindo seu maximo nesse ponto. Os autores destacam também a capacidade da
levedura R. mucilaginosa de crescer em uma variedade de fontes de carbono, tais como glicose, sacarose e
lactose, configurando-se como uma grande vantagem.

Com o méaximo de biomassa (7,49 g.L'l em 96 h), analisou-se 0 % de lipidios equivalente, obtendo-se 30%, com
relagdo a biomassa produzida, valores ainda nédo otimizados, ou seja, em estudo futuro buscar-se-a a otimizagéo
do processo, verificando as influéncias das variaveis % de manipueira, concentracéo de glicose, concentracdo de
MgS0O47H,0 e extrato de levedura no meio.

Castanha et al. (2013) compararam dois métodos de extracdo de lipidios produzidos por leveduras oleaginosas
em soro de queijo, a levedura R.graminis CBS 2826 produziu 9,71 g.L':L de biomassa e 0,09 g.L'1 de lipidios
totais. Comparando-se esses valores ao presente estudo, constata-se que a producdo de lipidios da R.
mucilaginosa foi superior.

Cazetta et al. (2005) utilizaram vinhaca e melagco de cana-de-aglcar para a sintese de biomassa lipidica por
leveduras e bactérias. Utilizando-se a vinhaca bruta como meio de cultivo e a levedura Rhodotorula
mucilaginosa, conseguiu-se a maior producdo de biomassa, 7,05 g.L'l, valor bastante similar ao encontrado
nesse estudo . No melago de cana-de-acucar, Candida lipolytica produziu 6,28 g.L'l em biomassa e a maior
quantidade de lipidios, 21,16% na vinhaga e 25,59% no melago. J& R. mucilaginosa produziu 18,38% na vinhaca
e 18,80% no melaco, apds 48 h de cultivo.

Xue et al. (2008) verificaram a influéncia da adi¢céo de glicose no meio sobre a biomassa e os lipidios produzidos
utilizando a levedura R. glutinis e aguas residuais de glutamato monossédico como substrato. A adi¢cdo de
glicose mostrou-se favoravel ndo so6 para o crescimento celular, mas também para a sintese de lipidios. Entre os
trés métodos testados, a adicdo de glicose durante a realimentagdo mostrou-se mais eficaz, conseguindo-se
produzir 25 g.L'lde biomassa e 20% em lipidios.

A biomassa produzida no presente estudo foi superior a obtida por Reyna-Martinez et al. (2014), na sintese de
lipidios por leveduras e por culturas mistas de leveduras e microalgas. Os autores produziram 6,27 g.L'l de
biomassa seca utilizando a levedura R. mucilaginosa, o teor de lipidios produzidos pela levedura foi equivalente
a 20,84 % em biomassa seca, valor este inferior ao do presente estudo.
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Conclusao

O uso de um meio de cultivo a base de manipueira, suplementado de alguns nutrientes, possibilitou uma boa
producgédo de biomassa e de lipidios, assim como um consideravel rendimento dos lipidios em biomassa seca. A
manipueira mostrou-se como uma boa alternativa para a producéo de lipidios microbianos, podendo ser utilizada
em processos fermentativos, agregando valor ao residuo e minimizando impactos ambientais por ela
provocados.
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RESUMO

Esse estudo teve como objetivo avaliar o uso da manipueira como substrato para a
producdo de biomassa e de lipidios pela levedura Rhodotorula mucilaginosa. As células de
Rhodotorula mucilaginosa foram cultivadas em meio YMA e inoculadas em frascos
Erlernmeyer contendo 200 mL de meio composto de 50, 75 e 100% de manipueira,
suplementados com 3,0 g.L" de extrato de levedura. Também foi realizado um cultivo
controle em 200 mL de meio sintético. Os cultivos foram realizados em agitador rotativo
(shaker), submetidos a temperatura de 30° C, sob agitacdo constante de 200 rpm por 120 h.
Durante os intervalos de tempo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas aliquotas foram retiradas do
meio para a analise do crescimento e do consumo da fonte de carbono. Os lipidios foram
quantificados ao final do cultivo (120 h). Foram produzidos 4,1, 6,95, 5,77 g.L™ de biomassa
e 13,33, 7,71, 8,47% de lipidios nos cultivos com 50, 75 e 100% de manipueira,
respectivamente. O cultivo sintético produziu 9,39 g.L™ de biomassa e 41,92% de lipidios. O
experimento com 100% de manipueira apresentou o melhor coeficiente de rendimento de

conversdo de aclcares redutores totais em biomassa (0,5188 g.g™*) e o cultivo com 50% o
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melhor rendimento na producdo de lipidios (0,0049 g.g™%). Dessa forma, a manipueira
mostrou-se como um potencial substrato para o crescimento da levedura Rhodotorula

mucilaginosa e para a producdo de lipidios, podendo ainda essa producao ser otimizada.
ABSTRACT

This study aimed to evaluate variation effects of concentration of cassava wastewater
over production of biomass and lipids by the Rhodotorula mucilaginosa yeast. The
Rhodotorula mucilaginosa cells were cultivated in YMA medium and inoculated in
Erlernmeyer frasks of 200 mL medium, composited by 50, 75 and 100% of cassava
wastewater suplemented with 3 g.L™ of yeast extract. Also it was performed a control culture
in syntethic medium. The cultures were realized in a shaker subjected to 30°C of temperature
and a constant shaking of 200 rpm during 120 hours. During time intervals of 0, 24, 48, 72, 96
and 120 hours, aliquots were retired of the medium for the biomass analysis. The lipids were
quantified at the cultivation's end (120 h). Were produced 4,1, 6,95, 5,77 g.L™* of biomass and
13,33, 7,71 and 8,47% of lipids in the cultivations with 50, 75 and 100% of cassava
wastwater, respectively. The syntethic culture produced 9,39 g/L of biomass and 41,92% of
lipids. The experiment with 100% manipueira presented the best conversion efficiency
coefficient of total reducing sugars in biomass (0.5188 gg-1) and the growth with 50%, the
best performance in the production of lipids (0.0049 gg-1 ).Thus, the cassava wastwater
proved be a good substract to the Rhodotorula mucilaginosa yeast's growing and for the lipids

production, where this production could be optimized.
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INTRODUCAO

A intensa e constante atividade industrial é responsavel pela geracdo de milhdes de
toneladas de residuos agroindustriais em todo o mundo (MAKRIS et al., 2007). Grande parte
desses residuos ndo é aproveitada, sendo descartada diretamente ao meio ambiente e podendo

causar danos a flora e a fauna presentes, desequilibrando ecossistemas.

Um desses residuos é originario da mandioca. Durante o processamento, as raizes sdo
prensadas e lavadas resultando em um volume extra de um liquido amarelo claro, conhecido

popularmente como manipueira. (AVANCINI et. al., 2009).

A excelente composicao nutricional da manipueira, devido a presenca de minerais como
o fosforo, potassio, magnésio, além de ser boa fonte de acucares fermentesciveis e nitrogénio,
favorece o seu uso como substrato para crescimento de diversos micro-organismos e producédo
de vérias substancias de interesse, como compostos volateis (DAMASCENO et al., 2003),
biossurfactante (NITSCHKE; PASTORE, 2006), hidrogénio (CAPPELLETTI et al., 2011) e

metano (FELIPE; RIZATO; WANDALSEN, 2009).

Na biotecnologia, leveduras sdo amplamente utilizadas porque séo faceis de cultivar e
apresentam um bom histérico com relacdo a seguranca de cultivo, ja que poucas espécies sao
patogénicas (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013). S&o Uteis também para a
producdo renovavel e sustentavel de 6leos biodegradaveis com potencial para uso em géneros

alimenticios, combustiveis e produtos quimicos (SITEPU et al., 2014).

Para a producdo de lipidios, devem-se escolher linhagens que apresentem uma melhor
cinética de desenvolvimento, com uma maior velocidade de crescimento, necessitando de
menores tempos de cultivo, que ndo produzam substdncias indesejaveis e que tenham a

capacidade de metabolizar substratos de custo reduzido (POLI et al., 2013). Nesse trabalho
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buscou-se avaliar a influéncia da concentracdo de manipueira do meio de cultivo sobre a

producdo de biomassa e de lipidios pela levedura R. mucilaginosa.

MATERIAIS E METODOS
Manipueira

A manipueira utilizada foi gentilmente cedida por uma industria de farinha localizada
no Estado da Paraiba, Brasil e armazenada a -18 °C logo ap0ds a coleta. Para remog¢do dos
compostos tdxicos e possiveis inibidores, foi realizado um tratamento térmico durante 20 min,
a uma temperatura de 85 °C. Logo apds, a manipueira foi resfriada e centrifugada a 6000 rpm
por 10 min, o sobrenadante foi coletado e utilizado como meio para os cultivos.
Micro-organismo

Foi utilizada a levedura Rhodotorula mucilaginosa CCT 7688, fornecida pela Fundacao
André Tosello, colecdo de culturas tropicais de Sdo Paulo. A levedura R. mucilaginosa foi
adquirida na forma ativada, e para o crescimento e manutencao, as colonias foram incubadas
em placas de Petri com meio YMA (Yeast Malt Agar) composto por 10 g.L™ de glicose, 3
g.L™ de extrato de levedura, 3 g.L™ de extrato de malte, 5 g.L™* de bacto peptona e 20 g.L™ de

agar.

As placas foram incubadas em estufa a 30° C. Para a manutencdo das colbnias, as

leveduras foram colocadas nas placas em refrigerador a temperatura de 4° C.
Pré-inéculo

Adicionou-se 5 mL de agua destilada estéril a uma placa de Petri contendo a levedura R.
mucilaginosa, raspando-se as células até formar uma suspensdo. Os 5 mL foram transferidos
para um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL do meio utilizado para o cultivo

sintético (Tabela 2). Apos o indculo, o erlenmeyer foi levado para a incubadora tipo “Shaker”
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a 30° C e 200 rpm. Apos 24 h, o meio foi centrifugado e o sobrenadante descartado,
adicionou-se 20 mL de agua destilada estéril e a concentracdo celular foi determinada em

camara de Neubauer para célculo do volume de indculo correspondente a 1x107 células. mL™.
Cultivos

Foram realizados quatro cultivos, sendo trés deles utilizando-se 0 meio & base de
manipueira e um experimento realizado em meio sintético (controle). Todos os cultivos foram
realizados em triplicata.

Na Tabela 1 tem-se a composicdo dos meios a base de manipueira utilizados e na
Tabela 2 a composicdo do meio sintético utilizado de acordo com Frengova et al. (1994), os
meios foram preparados e autoclavados a 1 atm por 15 min. Aos meios estéreis foram
adicionados volumes iguais de pré-indculo correspondentes a 1x10” células. mL™ . O cultivo
foi mantido em incubadora tipo “Shaker” (Logen — LS4900 — THZ), a 30° C e 200 rpm por
120 h. Durante o periodo de incubacdo, aliquotas foram removidas periodicamente durante 0s
intervalos de tempo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h para determinar o crescimento da levedura
(biomassa). Ao final do cultivo (120 h) os lipidios foram extraidos e quantificados.

Tabela 1 — Composicdo dos meios a base de manipueira

Cadigo Percentual de manipueira (v/v) Extrato de levedura (g.L™)
E-1 50% 3,0
E-2 75% 3,0

E-3 100% 3,0
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Tabela 2 — Componentes do meio de cultivo sintético para crescimento da levedura R.
mucilaginosa.

Componente Concentracdo (g.L™)
Glicose 40
KH2PO4 8,0
MgS0,.7H,0 0,5
Extrato de levedura 3,0

Quantificacao da Biomassa

Aliquotas de 2 mL foram retiradas durante os intervalos de tempo de 0, 24, 48,72, 96 e
120 h para anélise de concentraco de biomassa (g.L™). Aliquotas de 2 mL da amostra foram
utilizadas para leitura em espectrofotobmetro (Bioespectro SP 220) no comprimento de onda
de 600 nm. O valor da absorvancia foi convertido em concentra¢do através de uma curva
padrdo de biomassa.
Consumo Da Fonte De Carbono

Para monitoramento do processo de consumo de acucares pela levedura, durante 0s
intervalos de tempo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h, foram coletados 2 mL do meio, sendo
centrifugados (mini spin Eppendorf) a 10000 rpm por 10 min, e o sobrenadante foi utilizado
para analise de agucares redutores pelo método de DNS (Miller, 1959).
Extracdo e Quantificacdo dos Lipidios

Para quantificacdo dos lipidios totais, foram utilizadas as biomassas produzidas ao final
do cultivo (120 h). O restante do fermentado (cerca de 180 mL) foi coletado e centrifugado a
3600 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e a biomassa foi seca em estufa a 105° C
por 24 h. A biomassa seca foi macerada com grau e pistilo para diminuicdo das particulas e
para facilitar a acdo dos solventes durante a extracdo. Primeiramente, a biomassa seca foi

tratada com uma solugdo de HCI 2 mol.L™ para rompimento da parede celular. O teor de
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lipidios foi determinado através do método de Bligh; Dyer (1959) adaptado por Manirakiza,
Covaci; Schepens (2001), através da extracao dos lipidios polares e ndo polares da biomassa
utilizando-se uma mistura de metanol e cloroformio. Formaram-se trés fases, a fase superior
foi descartada e a inferior foi evaporada em estufa a 70 °C e os lipidios quantificados por
gravimetria em massa seca.
Anélise Estatistica

Os experimentos foram tratados por meio da Analise de Variancia (ANOVA), e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Biomassa
Na Figura 1 tem-se o resultado para a biomassa produzida pela Rhodotorula

mucilaginosa ao longo do tempo de cultivo.

12 -

Biomassa (g.L'%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Tempo (h)

Figura 1 - Biomassa produzida pela Rhodotorula mucilaginosa ao longo do tempo de
cultivo.

De acordo com a Figura 1, o experimento 2 (75% de manipueira) apresentou a mais
elevada producéo de biomassa (6,95 g.L™) entre os 3 experimentos realizados em meio & base

de manipueira, sua biomassa final foi inferior apenas ao cultivo realizado em meio sintético
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(9,39 g.LY). Os experimentos 1, 2 e 3 apresentaram taxas de crescimento muito similares nas
24 primeiras horas de cultivo, e todos atingiram suas respectivas biomassas maximas em 120
h apos o inoculo.

Cazetta e Celligoi (2005) cultivaram R. mucilaginosa em vinhaca e melaco de cana-de-
acUcar e produziram 1,62 g.L™ de biomassa utilizando um meio com 10% de melaco, e 7,05
g.L™* tendo como substrato a vinhaga bruta. Reyna-Martinez et. al (2015) obtiveram 6,27 g.L™
e 6,53 g.L™ de biomassa seca utilizando a levedura R. mucilaginosa, e como substratos, um
meio com limitacdo de nitrogénio (NLM) e um meio de cultura misto para microalgas e
leveduras, respectivamente.

Li et al (2010) verificaram que a fonte de carbono néo influenciou significativamente no
crescimento da levedura R. mucilaginosa. Foram utilizadas glicose, sacarose, Xilose e o
hidrolisado da fécula de mandioca como fontes de carbono para crescimento da levedura,
produzindo-se, respectivamente, 13, 13, 12 e 11 g.L™* de biomassa. Entretanto, no mesmo
estudo, foram utilizados extrato de levedura, peptona, NaNO3 (NH,4),SO4 e (NH4),NO3; como
fontes de nitrogénio, e com o uso de (NH4).SO, e peptona foram obtidas as maiores
biomassas, 23 e 24 g.L™, respectivamente.

Lipidios
Os resultados para a producéo de lipidios pela levedura R. mucilaginosa em manipueira

encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Producéo de lipidios e rendimento em relacdo ao substrato por R. mucilaginosa em
manipueira em diferentes concentragoes.

Experimento % de lipidios Biomassa final (g.L™)
El 13,33+ 1,01 4,1°+0,10
E2 7,71°+0,81 6,95° + 0,34
E3 8,47° + 1,56 5,77% + 0,47
Controle 41,92+ 2,13 9,39%+ 1,57

*Letras iguais nao diferem ao nivel de 5% de significancia p<0,05 (Teste de Tukey).

De acordo com a Tabela 3, a concentracdo de manipueira no meio de cultivo
influenciou na producdo lipidica, j& que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o
experimento com 50% de manipueira (E1), 75% (E2) e controle. POGde-se constatar uma
reducdo na producdo lipidica quando se elevou a concentracdo de manipueira, possivelmente
devido a uma provavel inibicdo a producdo devido a presenca de cianeto na forma de
linamarina, que ndo é facilmente volatilizado durante o tratamento térmico da manipueira. A
presenca de nutrientes como o sulfato de magnésio e o fosfato de potéssio no cultivo controle

pode ter influenciado para a elevada producéo lipidica, comparada aos outros experimentos.

No cultivo com o meio sintético conseguiu-se a maior producdo lipidica (41,92% em
biomassa seca). Quanto aos cultivos em meio a base de manipueira, no experimento realizado
utilizando-se 50% do residuo, conseguiu-se o mais elevado teor de lipidios (13,33%). Ja nos
cultivos com 75 e 100% de manipueira, produziu-se 7,71 e 8,47% de lipidios,
respectivamente. N&o houve diferenga significativa (p<0,05) entre a producdo lipidica

usando-se 75 e 100% de manipueira.

R. mucilaginosa cultivada em vinhaca bruta produziu 18,38% de lipidios em biomassa
seca, equivalente a 0,62 g de lipidios por litro de substrato. No melaco de cana-de-agUcar,

conseguiu-se produzir 18,80% de lipidios, 0,6 g de 6leo para cada litro de substrato utilizado
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(CAZETTA e CELLIGOI, 2005). Reyna-Martinez et al. (2015) cultivaram a levedura R.
mucilaginosa utilizando um meio de cultura com limitacdo de nitrogénio (NLM), e um meio
de cultura misto para leveduras e microalgas. No cultivo com limitacdo de nitrogénio

produziram 1,31 g.L™ de lipidios, ja no meio de cultura misto, obtiveram 1,05 g.L™.

Melhorias no processo de producdo de lipidios microbianos, como a redugéo dos custos,
melhor utilizacdo das fontes de carbono, mais répido crescimento microbiano, atingindo-se
uma densidade celular mais elevada e com um maior acimulo de 6leo, podem resultar em um

processo de producao economicamente viavel (SITEPU et al., 2014).

Consumo Da Fonte De Carbono

O resultado para o consumo da fonte de carbono durante o cultivo encontra-se na Figura

Aglcaresredutores totais (gL:1)

20 40 60 80 100 120 140

Termpo (h)

Figura 2 — Consumo de agucares redutores (g.L™) durante o cultivo de R. mucilaginosa em
manipueira com diferentes concentragoes.
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Tabela 4 — Coeficientes de rendimento da conversdo de agUcares redutores totais em biomassa
e lipidios

Experimento Y*xs (.97 Y*pis(9.97)
El 0,4674 0,0049
E2 0,3040 0,0011
E3 0,5188 0,0030
Controle 0,2572 0,0036

Y x/;s= Coeficiente de rendimento da conversdo de aglcares redutores totais em biomassa.
Yp;s= Coeficiente de rendimento da conversdo de acUcares redutores totais em lipidios.

* Os coeficientes foram calculados com base no consumo de substrato e na biomassa e
lipidios produzidos120 h ap6s o inéculo. O teor de lipidios no inicio do cultivo foi
desprezado.

Nos experimentos 1 e 3, utilizando-se 50 e 100% de manipueira, ocorreram as menores
taxas de consumo de aclicar (apenas cerca de 10 g.L™ foram consumidos). O cultivo sintético
apresentou a maior taxa de consumo, seguido pelo cultivo com o0 meio composto de 75% de
manipueira. O maior uso da fonte de carbono foi responsavel pela maior biomassa produzida,
assim como a menor taxa de consumo de agucar originou a menor biomassa produzida. No
experimento com 75% de manipueira atingiu-se a menor concentracdo de acutcares (5,77 g.L”
1).

De acordo com Meng et al (2009), durante a fermentacdo, quando ocorre excesso de
carbono, na forma de glicose, em relacdo a algum nutriente, geralmente sobre o teor de
nitrogénio, inicia-se 0 acimulo de lipidios nos micro-organismos, a multiplicacdo celular é
impedida, o carbono em excesso é convertido em lipidios e estes s&o armazenados

intracelularmente.

Com relagdo ao consumo do substrato, o experimento 3 apresentou o melhor coeficiente
de rendimento de conversao de agcares redutores totais em biomassa (0,5188 g.g™). J& para a

producio lipidica, no experimento 1 conseguiu-se o mais eficiente rendimento (0,0049 g.g™).
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Mesmo conseguindo-se produzir as mais elevadas taxas de biomassa e lipidios, o0s
coeficientes de rendimento de conversdo da fonte de carbono, no cultivo controle, ndo foram
os melhores. Para a biomassa, no experimento controle obteve-se o menor coeficiente de

rendimento entre 0s 4 experimentos realizados.

Dessa forma, a conversdo de uma fonte de carbono origindria da manipueira em
biomassa e lipidios, mostrou-se mais eficiente do que a oriunda de uma fonte tradicional

(sintética).

CONCLUSAO

A manipueira configura-se como um subtrato potencial para o cultivo da levedura R.
mucilaginosa devido ao rendimento de conversdo da fonte de carbono em biomassa e lipidios.
Embora esteja um pouco distante de competir com o meio sintético, principalmente nos niveis
de acumulo de lipidios, é possivel aumentar as taxas de producdo de 6leo otimizando-se 0

processo e, dessa forma, aumentar os niveis de producdo de biomassa e lipidios.
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APENDICE

APENDICE A - Curva padrao da absorvancia do experimento 1 A.
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APENDICE B - Curva padrao da absorvancia do experimento 1.
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APENDICE C - Curva padrio da absorvancia do experimento 2.
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APENDICE D - Curva padrao da absorvancia do experimento 3.
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APENDICE E - Curva padréo da absorvancia do experimento controle (meio sintético).

0,350 -

0,300 - y = 0,4486x - 0,0031
0’250 | R2 = 0,9917
0,200 -

Concentraciio
@I ga1s0 -

0,100 -

0,050 -

0,000 T T ‘ . T . !
0 0,1 0,2 0,2 0.4 0,5 0,6 0,7
Absorvancia (600 nm)




