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RESUMO

A manipueira é o residuo gerado a partir do processo de prensagem da mandioca na producéo
da farinha. Ela é um liquido que possui em sua composicéo alto teor de &cido cianidrico, além
de acUcares sollveis, o que a torna um substrato rico em fonte de carbono que pode ser utilizado
em fermentacdo submersa para obtencéo de biomoléculas como os carotenoides. Carotenoides
sdo pigmentos naturais que podem ser encontrados em alimentos assim como podem ser
produzidos por microrganismos como a Rhodotorula glutinis. Além disso, os carotenoides néo
sdo apenas pigmentos naturais, apresentam funcao de pro vitamina A responsavel na prevencgéo
de doencas degenerativas. Como forma de compreender a influéncia da concentragcdo do
substrato no desenvolvimento da R. glutinis, cultivos foram feitos variando as concentragdes de
manipueira em 25%, 50%, 75% e 100%. O pH de cada cultivo foi corrigido para 7 utilizando
solucdo de NaOH 2% e a fermentacao foi levada pelo periodo de 48 horas, onde foram retiradas
amostras para determinacdo de agucares redutores bem como para analise de crescimento de
biomassa. Obtendo o comportamento do crescimento da biomassa pelo consumo de substrato
foi possivel obter dados cinéticos para cada experimento como o fator de conversao de substrato
em células e a velocidade especifica maxima para cada um deles.

Palavras-chave: Manipueira. Carotenoides. Rhodotorula glutinis.



ABSTRACT

Cassava wastewater is the residue generated from process of pressing cassava in the production
of cassava flour. It is a liquid that has a high content of hydrocyanic acid in its composition. In
addition, cassava wastewater has soluble sugars, which makes it a rich substrate in carbon
source. However, cassava wastewater can be used for submerged fermentation to obtain
biomolecules such as carotenoids. Carotenoids are natural pigments that can be found in foods
as well as produced by microorganisms such as Rhodotorula glutinis. However, carotenoids are
not only natural pigments, they also present pro-vitamin A activity which is responsible for
preventing degenerative diseases. In order to understand the influence of substrate
concentration on the development of R. glutinis, cultures were performed varying initial
concentrations of cassava wastewater at 25%, 50%, 75% and 100%. The pH of each culture
was corrected to 7 using 2% NaOH solution and fermentation was carried out for a period of
48 hours, where samples were taken for determination of reducing sugars as well as for analysis
of biomass growth. Obtaining the behavior of biomass growth by substrate consumption, it was
possible to obtain kinetic data for each experiment, such as the substrate conversion factor in

cells and the maximum specific velocity for each one of them.

Keyword: Cassava wastewater. Carotenes. Rhodotorula glutinis.
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1 INTRODUCAO

No Brasil foram produzidos cerca de 20 milhdes toneladas de mandioca (Figura 1) no
ano de 2017, sendo a regido nordeste a maior produtora do tubérculo com cerca de 25% da
producdo no mesmo ano (EMBRAPA, 2018). A regido nordeste possui como seu principal
produtor o estado da Bahia, que produziu 10% da produg&o nacional, isso faz com que a Bahia

fique em 3° lugar no raking nacional.

Figura 1 — Mandioca in natura

4 1&’ 3
Fonte: Safra viva (2022).

A mandioca pode ser consumida in natura ou apos o beneficiamento, que resulta em
fécula e farinha. Do processo de beneficiamento da mandioca (Manihot esculenta) obtém-se
dois tipos de residuos, o residuo sélido composto por porc¢des fibrosas que ficam retidas na
peneira assim como o bagaco, e a parte liquida que é formada pela dgua residual do processo
de prensagem e lavagem que é conhecida como manipueira (Figura 2). Essa é produzida em
torno de 267 a 419 litros por tonelada de mandioca que é processada para obtencdo de sua
farinha ou fécula (BARRETO et al, 2014; PINTO et al, 2010).
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Fonte: EMBRAPA, 2015.

O residuo liquido oriundo do processamento da mandioca € composto por aglcares
sollveis e por glicosideo cianogénico (linamarina), além disso, possui uma carga organica
elevada. A presenca de linamarina acarreta toxicidade significativa (REGO et al, 2019). Por
esse motivo, esse liquido é danoso a natureza e em um processo de descarte inapropriado pode
acarretar problemas ambientais, como, risco de morte de animais, de rios e lagos e
improdutividade do solo. Porém, esse residuo pode ser aplicado de diversas formas, pois possui
elevada concentracao de acUcares e nutrientes. Essas carateristicas fisioquimicas favorecem os
mais diversos usos desse efluente. Algumas de suas utilizagbes estdo em aplicacGes em
plantacdo como adubo ou como pesticida para pragas de algumas culturas, como na serigueleira
(EMBRAPA, 2001).

Outra forma de uso desse material € utilizar os agucares para processos fermentativos.
Utilizando o residuo como fonte de cultivo para fungos, bactérias ou leveduras e processos
fermentativos do tipo submerso, com a intencdo de producdo de biomolécula de interesse
industrial. Uma forma de utilizar esse efluente como fonte de carbono em processos
biotecnoldgicos é a producdo de carotenoides.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis pelas coloragdes vermelho, laranja
e amarela presentes em vegetais, peixes e 6leos. Os carotenoides mais conhecidos sdo: a-
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caroteno, licopeno, zeaxantina, luteina, beta-caroteno e beta-criptoxantina. Os carotenos, no
organismo humano sd8o sintetizados em vitamina A. Essa vitamina tem importancia
principalmente na formacdo da retina, no crescimento, reproducéo e proliferacdo celular e no
sistema imunologico.

Como mencionado anteriormente, esses pigmentos sdo encontrados em alimentos de
origem vegetal e animal, porém eles podem ser sintetizados por microrganismos, como
Rhodotorula glutinis (Figura 3) (KOT et al, 2017; VALDUGA et al, 2009).

Figura 3 — Microrganismo Rhodotorula glutinis

Fonte: Sciec hoto library (2020).

Os carotenoides podem ser utilizados como opc¢éo de substituicdo de corantes na industria
alimenticia, assim como sdo amplamente usados na industria farmacéutica devido as suas
propriedades de prevengdo de doencas degenerativas e do cancer. Além disso os carotenoides
sdo conhecidos como precursores de vitamina A (MESQUITA et al, 2017; UENOJO et al,
2007).


https://www.sciencephoto.com/contributor/dkn/
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia das condigdes de cultivo submerso para producdo de carotenoides
usando manipueira como fonte de carbono, utilizando o microrganismo Rhodotorula glutinis
ATCC 28052.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eEstudar o efeito da concentracdo de substrato (manipueira) no cultivo submerso de
Rhodotorula glutinis para producéo de carotenoides;

e Determinar parametros cinéticos tais como, velocidade especifica de crescimento e
conversdo de substrato em célula (Yys);

¢ Determinar melhores concentracdes de forma a maximizar rendimento e produtividade na

producdo de carotenoide.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Nesse topico sera tratado a producdo mundial e nacional de mandioca no Brasil e no

mundo bem como as caracteristicas do seu subproduto a manipueira e suas possiveis aplicacoes.

3.1 PRODUCAO DE MANDIOCA O BRASIL E NO MUNDO

De acordo com FELIPE et al (2010) a mandioca foi produzida em mais de 100 paises
no ano de 2008. Esse grande alcance é possivel tendo em vista de que a cultura é rustica e ha
facilidade em aplicagdes, que vdo desde alimentacdo humana a insumos na industria quimica.

Dentre os maiores produtores do tubérculo, destacam-se os paises Tailandia e
Indonésia. Esses paises representaram 58% de todo continente asiatico. Na Asia ano de 2017
foram produzidos 85,7 milhdes de toneladas de mandioca, onde sua principal destinacao seria
para exportacdo em forma de fécula e de “pellets”, onde, seus principais destinos de envio sao
a Unido Europeia e China.

Outro destaque na producdo de mandioca se encontra no continente africano. A
Nigéria produz altos volumes de mandioca principalmente para cultura de subsisténcia, ou seja,
0 tubérculo é produzido para o consumo humano, é gerado em propriedades pequenas e com
pouca tecnologia. No ano de 2017, o pais foi responsavel por produzir 59,4 milhdes de toneladas
que representou 38% da producdo do continente e 20% da producdo mundial (SEAB, 2020).

A América do Sul também é um continente de destaque com relacdo a producdo de
mandioca. O continente liderou a producdo mundial da mandioca até a década de 1970, com
uma maior relevancia para o Brasil. Ap6s esse periodo, houve uma queda bruta na producédo do
pais devido a substituicdo da matéria na racdo animal, escassez de mdo de obra devido a
exploracdo de outros produtos, como algodao e soja. Nos Gltimos 4 anos houve um crescimento
na demanda da mandioca, principalmente pelo seu beneficiamento em forma de tapioca.

O pais produz a mandioca em toda as regides, em maiores ou menores proporcgoes. A
regido que mais produziu mandioca no pais no ano de 2017, foi a regido norte com 36,1% da
producdo nacional, seguida da regido nordeste que foi responsavel por 25,1% no mesmo
periodo. A regido sul, segue em 3° lugar com aproximadamente 22% da producéo nacional.

Analisando a produc¢éo de mandioca por estados, no ano de 2017, o maior produtor de
mandioca € o estado do Pard que possui mais de 125 mil hectares de areas destinada a essa

cultura, seguida do Parand com mais de 3 milhdes de toneladas do tubérculo e em 32 posicao o
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estado da Bahia com 192 mil hectares de éareas destinado ao plantio da mandioca e com uma
producédo anual de mais de 2 milhdes de toneladas (EMBRAPA, 2018).

A mandioca no Brasil e principalmente na regido nordeste € utilizada para consumo in
natura. Quando analisado o estado da Bahia, a sua regido sudoeste é responsavel por 10% da
producgdo, principalmente para o municipio de Vitoria da Conquista. O estado cultiva
principalmente para agricultura familiar para o consumo in natura e venda de comida tipicas
para o turismo. Outra forma de comercializacdo da mandioca é seu beneficiamento em forma
de farinha e fécula, principalmente para exportacdo como forma substituta da principal fonte de
amido oriunda do milho (EMBRAPA, 2016) (CARVALHO et al, 2009).

3.2 MANIPUEIRA E SUAS CARACTERISTICAS

O processo de beneficiamento da mandioca € realizado conforme a Figura 4 que

descreve esse processo em forma de fluxograma.

Figura 4 — Fluxograma do beneficiamento da mandioca

Colheita e recepgao
das raizes

Limpeza e
descascamento

Raizes e agua Cascas e agua
de lavagem

«-s =
lavagem

Prensagem

Crueira

Torracio Particulados e
el cinzas

Esfriamento e
ensacamento

Peneiramento

Fonte: Autor, 2022

Do processo de beneficiamento da mandioca sdo obtidos dois tipos de residuos, o
liquido e 0 sélido, além das emissdes atmosféricas provenientes da queima de lenha no processo
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de torracdo. O residuo solido é composto pela parte lenhosa das raizes e de porcdes fibrosas
que ficam retidas no processo de peneiramento. Do processo de prensagem e lavagem do
material para obtencdo de farinha ou fecula, é obtido um residuo liquido. O descarte liquido
dessas etapas do processo chamamos de manipueira (BARRETO, 2014).

A manipueira possui aspecto de um liquido leitoso, amarelo-claro com uma alta carga
orgénica e nutrientes minerais. Outra caracteristica desse residuo é a alta concentracdo de
linamarina que é altamente soltivel em agua. A linamarina € um glicosideo cianogénico que
quando hidrolisado se transforma em acido cianidrico.

O processo de descarte da manipueira pode gerar varios impactos ambientais devido a
sua elevada demanda de oxigénio (DBO) e a presenca de compostos cianogénicos, que
caracteriza o efluente como téxico (MELO, 2014). Na Tabela 1 pode-se observar a composi¢do

média da manipueira.

Tabela 1 - Composi¢cdo média da manipueira.

Variaveis CEREDA FERNANDES BARANA BARANA
(1994) JR (1995) (1995) (2000)
Sélidos totais 6,28 6,00 4,51 5,54
Sélidos volateis (% 5,23 5,40 3,83 4,76
MS)
DQO (g/L) 63,0 69,3 60,0 62,3
Cianetos totais (mg/L) 444,00 206,83 140,7 112,2
Nitrogénio (mg/L) 4,900 2,000 3,000 1,242
Carbono (mg/L) 37,000 35,000 35,000 12,330
Fosforo (mg/L) 160 250 300 365
Potéassio (mg/L) 1,863 2,810 3,800 1,972
Célcio (mg/L) 227 200 400 838
Enxofre (mg/L) 195 78 200 60
Magnésio (mg/L) 405 290 600 326
Ferro (mg/L) 15,3 7,0 6,4 12,4
Cobre (mg/L) 1,1 1,2 1,4 3,1
Zinco (mg/L) 4,0 3,0 5,0 32,5
Manganés (mg/L) 3,7 3,3 3,5 2,2

Fonte: Autor, 2022.

As casas de farinha, onde ocorrem o processamento da mandioca, podem ser

causadores de grandes impactos ambientais no que se refere ao descarte do residuo liquido do



16

beneficiamento. S&o gerados cerca de 217 L a 419 L de manipueira por tonelada de mandioca
(MELO, 2014). A manipueira, por apresentar alto teor de carbono (agUcares), atraem animais
para seu consumo e isso gera a morte da fauna ao redor dos produtores de farinha. Os impactos
também ocorrem quando ha descarte em leitos de rios e lagos, que, por possuir uma grande
carga de DBO que possibilitam o desenvolvimento de microrganismos anaerdbios facultativo
que consomem o0 oxigénio gerando a morte dos peixes e outros animais.

Os impactos do descarte inadequado desse material resultam também na degradacgéo
do solo, pois, acaba gerando improdutividade (OLIVEIRA, 2013). Esse é 0 maior desafio dos
produtores e casas de beneficiamento da raiz, o seu descarte de forma correta e que cumpram
as leis ambientais. E o desafio desse mercado se torna maior quando e trata da utilizacdo desse

residuo em aplicacoes e geracdes de recurso financeiro.

3.3 APLICACOES DA MANIPUEIRA

Devido a problematica ambiental, vem sendo estudado vérias formas de
aproveitamento seguro da manipueira. Hoje, € possivel avaliar a utilizacdo desse residuo em
diversas aplicacfes, principalmente no agroneg6cio, como por exemplo, em adubacdo de
algumas culturas. Essa forma de reaproveitamento € possivel devido suas concentracfes de
potassio, nitrogénio, fosforo, calcio, magnésio, enxofre e outros micronutrientes presentes
(BARRETO et al, 2013).

Ainda no que se refere ao agroneg6cio, a manipueira vem sendo amplamente estudada
como opcdo de pesticida. Inicialmente foi testada como alternativa contra nematoides das
galhas e se mostrou eficiente como um fungicida. Hoje é possivel avaliar seu poder de pesticida
em outros tipos de pragas, como no combate do oidio da serigueleira (EMBRAPA, 2001).

Seguindo com outras formas de reaproveitamento, é possivel utilizar a manipueira
como material fermentativo para producéo de biogas. Essa € uma possibilidade devido a sua
alta concentracdo de acgucares disponiveis no meio. Para esse tipo de reaproveitamento é
indicado um tipo de biodigestor de duas fases e essa técnica pode ser amplamente aplicada e
em grande escala para tratamento desse efluente, além de gerar combustivel que pode ser
aproveitado no processo de obtencao da farinha.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas j& mencionadas, a manipueira pode ser
amplamente aplicada nas mais diversas areas, principalmente na biotecnologia para obtencao
de biomolécula, onde é possivel utilizar as fontes de carbono como aglcares fermentaveis e

suas concentragdes de micronutrientes diminuindo os custos de obtengdo de meio propicio
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econdmico e ainda como forma de tratamento desse efluente. As biomoléculas séo utilizadas
nas mais diversas inddstrias, como na farmacéutica e alimenticia. As suas principais forma séo

as enzimas, corantes e/ou vitaminas.

3.4 CAROTENOIDES

O nome carotenoide é oriundo do nome cientifico da cenoura (Daucus carote) que foi
determinado por Wackenroder (1931) como a primeira fonte de caroteno. Atualmente temos
conhecimento de cerca de 600 carotenoides que sdo classificados em sete grupos estruturais e
que possuem varias formas isoméricas (MORAIS, 2006).

Os carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis, amarelo, laranjas e vermelho, presentes
em frutas e vegetais. Nas plantas, esses pigmentos se encontram em organelas subcelulares
(cloroplastos e cromoplastos). Nessas organelas subcelulares encontram-se também proteinas e
por isso sua coloracdo é mascada devido a grande concentracdo de outros pigmentos que atuam
como fotoprotetores. Ja no cromoplastos eles se encontram na forma cristalina ou como goticula
de 6leo (SILVA et al, 2010).

Os alimentos de origem vegetal, como fruta e legumes, apresentam uma vasta
variedade de carotenoides, como o tomate (licopeno), milho (luteina e zeaxantina), cenouras
(alfa e beta caroteno). Algumas dessas forma apresentam uma estrutura ciclica que chamamos
de b-ionona e essas por sua vez, sdo precursores de vitamina A como por exemplo a a.-caroteno,
[-caroteno e y-caroteno e B -criptoxanina. Porém, a funcdo dos carotenoides vai além de um
simples pigmento. Sdo molécula que apresentam fungdes no combate a radicais livres,
apresentando, portanto, acdo protetora contra o cancer. Além disso, algumas formas de
carotenoides, cerca de 50 dos 600 ja conhecidos, sdo precursores da vitamina A.

A vitamina A possui como funcdo a formacgdo de pigmentos fotossensiveis da retina
(rodopsina), crescimento, reproducao, proliferacdo celular, diferenciacdo celular e integridade
do sistema imune (WEIL, 2000). Importante ressaltar que essa vitamina sofre degradacéo pela

acdo da luz, oxigénio e altas temperaturas
3.5 CULTIVO SUBMERSO
A fermentacdo estd presente na histéria da humanidade desde os primordios,

principalmente no processamento de alimentos. Atualmente a fermentacéo vem sendo bastante

explorada para produgdo de biomoléculas de interesse industrial como as enzimas. Essa
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atividade abre caminho para utilizacdo de residuos como fonte de carbono e nutriente para
processos fermentativos utilizando microrganismos para obtencéo de biomoléculas (PANDEY,
2003)

Os processos fermentativos se dividem em dois, fermentacdo sélida e fermentagédo
submersa. A fermentacdo sélida ocorre quando existe uma matriz sélida envolvia por
microrganismos e ndo ha &gua livre no meio. Vemos exemplos desse tipo de fermentacdo
quando se utiliza madeira, palha ou residuos agroindustriais para cultivar fungos filamentosos.
Alguma das vantagens desse tipo de fermentacdo € a auséncia de espuma durante 0 processo,
maior controle de contaminacéo e reducédo de custos (ORNELA, 2022).

A fermentacdo submersa ocorre quando ha grande quantidade de &gua livre no meio,
cerca de 95%. Esse tipo de fermentacdo possui grandes vantagens quando comparada ao cultivo
em meio solido, ja que, é possivel realizar um maior controle dos parametros como pH,
temperatura, concentracdo de molécula soltvel em agua, aeragdo. Outra vantagem é a separagao
da biomassa ao final do processo. Por esses motivos, esse é o tipo de fermentacdo mais utilizada
nos processos industriais (MAGANHOTO, 2020).

O processo fermentativo em meio liquido possibilita utilizar residuos agroindustriais
para obtencdo de biomoléculas, como a manipueira, dessa forma pode-se gerar valor agregado
a um residuo que quando descartado de forma errénea pode gerar grandes impactos ambientais

e sociais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 PROTEINAS TOTAIS

Para determinacdo de proteinas totais, seguiu-se metodologia apresentada em Instituto
Adolfo Lutz (2008). Inicialmente, pesou-se 0,5 grama da amostra em papel livre de nitrogénio
(manteiga ou seda), e transferiu-se para o tubo de digestdo Kjeldahl. Em seguida, adicionou-se
de 0,5 g de mistura catalitica e 10 ml de acido sulfdrico concentrado, entdo acoplou-se ao
sistema de digestéo.

A digestdo é conduzida até a solucdo tornar-se incolor ou levemente azulada. Para o
ensaio em branco, o mesmo procedimento foi realizado, porém sem adicao de amostra. Espera-
se esfriar as amostras e 0 ensaio em branco até temperatura ambiente e lava-se com 5mL de
agua destilada as paredes do tubo e adiciona-se 4 gotas de fenolftaleina. O tubo foi entdo
acoplado ao destilador de Kjeldahl. Foi adicionada uma solucédo de NaOH 30%, até atingir pH
alcalino.

Na titulacdo, usou-se uma solucdo de HCI 0,1N padronizado para titular a solucao do
Erlenmeyer, até aparecimento de coloragdo résea. Um ensaio em branco utilizando na digestéo
0 papel de pesagem e demais reagentes, idéntico ao utilizado na amostra, acompanhou a analise.
Os célculos de quantificacdo de proteinas totais foram realizados seguindo a Eq. (1).

Proteinastotaisem% =(VA—-VB)X faXx F X % Q)

Em que:

VA é o volume de &cido cloridrico 0,1N padronizado gasto na titulacdo da amostra;
VB é o volume de &cido cloridrico 0,1N padronizado gasto na titulacdo do branco;
fa é o fator de correcdo da solucao de acido cloridrico 0,1N;

F é o fator de correspondéncia nitrogénio-proteina e

P é a massa da amostra em gramas.

Um ensaio em branco (referéncia) utilizando na digestdo o papel de pesagem e demais
reagentes, idéntico ao utilizado na amostra, acompanhou a analise. Os calculos de quantificacdo

de proteinas totais foram realizados seguindo a Eqg. (1).



20

4.2 DETERMINACAO DE UMIDADE

A determinacdo da umidade foi realizada pela técnica de aquecimento direto.
Primeiramente, tomou-se uma capsula de porcelana que havia passado 1 hora em estufa a
105°C, o seu resfriamento foi realizado em dessecador até temperatura ambiente. Apos isto,
foram pesadas 2 g de amostra nesta capsula, e levou-se a banho-maria para que a dgua em
excesso evaporasse. Por fim, levou-se a amostra sem excesso de agua a estufa por 24h a 105°C,
e, assim como anteriormente, foi levado ao dessecador até a temperatura ambiente. Em seguida
foi pesando a cépsula tarada mais amostra sem liquidos volateis. Para o cdlculo da umidade foi
utilizada a Eq. (2).

%%Umidade = % X 100 )

Em que:
P1 é 0 peso da capsula mais a amostra Umida;
P2 é 0 peso da capsula mais a amostra seca e

Po € 0 peso da capsula.
4.3 DETERMINACAO DE CINZAS

Primeiramente, tomou-se uma capsula de porcelana que havia passado 1 hora em
estufa a 105°C. Apds o tempo, a capsula foi evada ao dessecador até que atingisse a temperatura
ambiente e em seguida foi realizada a pesagem. Apos isto, foram pesadas 5 g de amostra nesta
capsula, e levou-se a banho-maria para que a agua em excesso evaporasse. Entdo, carbonizou-
se a amostra em bico de Bunsen e incinerou na mufla na temperatura de 550°C por 3 horas
periodo esse em que o residuo apresentou coloracdo branca ou cinza claro. Para o calculo das
cinzas foi utilizada a Eq. (3).

P,—P;

%Cinzas = ——x 100 3)

Em que:
P2 é 0 peso da capsula mais as cinzas;

P1 é 0 peso da capsula (tara) e
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P é o numero de grama da amostra.

4.4 DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES

Para a analise de acucares redutores (AR) e agUcares redutores totais (ART) presentes
no substrato, utilizou-se a metodologia do acido 3,5-dinitrosalicilico, segundo MILLER (1959).

Para as andlises de acUcares redutores, foi utilizada a mesma quantidade de amostra e
de DNS, 0,5 mL de cada. Em seguida foi adicionada a banho-maria a 100°C por 5 minutos,
diluida com 9 mL de agua destilada, em seguida foi colocado em banho de gelo para interromper
a reacdo. Apds isso, foi agitado e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro.

Para as andlises de acUcares redutores totais foram adicionados 1 mL de amostra e de
HCL 2M e adicionado em banho-maria a 100°C por 5 minutos e adiciona, em seguida adicionar
3mL de NaOH 1M. Desse processo é retirado 0,5 mL e adiciona 0,5 mL de DNS e repetir o
mesmo procedimento para a determinacdo de AR.

Foram realizados ensaios em duplicata do material bruto assim como para as amostras
retiradas durante o processo fermentativo. As amostras de acgUcares redutores e acucares
redutores totais foram levadas a espectrofotdmetro, em que se realizou as leituras das
absorbancias em 540nm. O célculo das concentracdes de acucares partiu de uma curva de
calibracdo feita com uma solugdo padrdo de glicose, que gerou uma reta que relaciona a

absorbancia com a concentracdo de aclcares.

4.5 DETERMINACAO DO PH

Para analise do pH do substrato, utilizou-se pHmetro digital previamente calibrado

com solucBes tampéo 4 e 7.

4.6 DETERMINAGAO DOS SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (°BRIX)

Para determinacdo dos solidos solUveis totais, utilizou-se um refratbmetro de bancada
tipo ABBE, para leitura do grau °Brix do substrato. A quantidade de sélidos soluveis é o total
de todos os sélidos dissolvidos em agua (agucar, sal, proteinas, acidos, etc.) e o valor medido €
a soma de todos eles.

O procedimento consistiu em colocar uma quantidade pequena de amostra no prisma

do refratdmetro, em seguida observando-se a fronteira claro-escuro, ajustando o dispositivo que
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compensa a dispersdo da luz no liquido de maneira que a fronteira saisse de colorida para uma
linha de contornos bem definidos.

4.7 MICRORGANISMO E MEIO DE CULTURA

Utilizou-se levedura Rhodotorula glutinis ATCC 28052, obtida da Fundagdo André
Tosello (Campinas, SP, Brasil). Para sua manutencéo, foi utilizado meio YMA (Yeast Malt

Extract Agar), de seguinte composi¢ao:

3 g/L de extrato de levedura;
3 g/L de extrato de malte;

5 g/L de peptona;

10 g/L de glicose e

20 g/L de &gar.

Placas de Petri contendo meio YMA foram esterilizadas em autoclave na temperatura
120°C por 15 minutos e a pressédo de 1 atm. Ent&o, o meio foi transferido para as placas. Com
uma alca de pléstico estéril, transferiram-se as leveduras para as placas com o meio de
manutencdo e, em seguida, incubou-se por 72 h a 25°C, para que houvesse 0 crescimento das
leveduras. O estoque dos microrganismos foi feito em geladeira, na temperatura 4°C, realizando

repiques para manutencdo das leveduras.
4.8 PREPARACAO DO INOCULO
Foi feito100mL de meio YM (Yeast Malt Agar) contendo as seguintes quantidades.
3 g/L de extrato de levedura;
3 g/L de extrato de malte;
5 g/L de peptona e

10 g/L de glicose.

Em seguida, o Erlenmeyer foi esterilizado em autoclave por 15 min, 120°C e 1 atm.

Colocaram-se cinco alcadas da levedura estocada no meio e entdo os Erlenmeyers foram
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incubados a 180 rpm e 25°C onde a leitura de absorbéancia obtida proxima a 0,1 em um
comprimento de onda de 650 nm.

4.9 FERMENTACAO SUBMERSA

Para fermentagcdo submersa, utilizou-se como meio de cultivo a manipueira nas
concentracdes de 100%, 75%, 50% e 25% v/v, onde, o pH dos meios foram corrigidos para 7
utilizando solucdo de Hidréxido de sédio (NaOH) 2%. Os meios foram previamente
esterilizados e adicionou-se 1 mL do inéculo. Os cultivos foram levados a incubadora nas
condicGes de agitacao de 180 rpm e temperatura de 25°C. Nos tempos pré-determinados foram
retiradas amostras de 3 mL de cada experimento para analise de crescimento de biomassa
utilizando os métodos de turbidimetria em espectrofotdmetro (600nm), massa seca e
determinacdo de acucares redutores e agucares redutores totais pelo método de DNS segundo
MILLER (19509).

410 CALCULO DOS PARAMETROS CINETICOS: VELOCIDADE ESPECIFICA
MAXIMA DE CRESCIMENTO (pmax) E FATOR DE CONVERSAO DE SUBSTRATO EM
CELULAS (Yxs)

Para o célculo da velocidade especifica maxima de crescimento (Umax), primeiramente,
identificou-se a fase exponencial de crescimento do microrganismo no meio, sendo ela definida
pelo aumento mais acentuado da biomassa naquele cultivo, em que a concentragdo de células
praticamente dobra de um ponto para outro.

Ja para definir o fator de conversdo de substrato em células (Yxss), fez-se uso da Eq.

(5), combinada a os dados de concentracao de biomassa e de substrato:

X—X,
So—S

YX/S = (5)

Em que:
X é a concentracdo maxima de biomassa, em um determinado tempo de cultivo, sendo
proprio para cada fermentacéo;

Xo é a concentracdo inicial de células;
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S é a concentracdo de substrato no mesmo tempo em que se tem a concentragao
méaxima de biomassa e

So € a concentracdo inicial de substrato.

Apos isto, foi feito um gréafico do logaritmo neperiano dessas concentragdes versus
tempo, o que fornece uma curva de equacdo do tipo y = ax + b, sendo o coeficiente angular da

reta 0 pUmax (em h™).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE FiSICO-QUIMICA DA MANIPUEIRA

A Tabela 2 apresenta os resultados fisico-quimicos da manipueira utilizada no
trabalho.

Tabela 2 — Resultados das anélises fisico-quimicas da manipueira.

Parametro observado Resultado
Acucares redutores (AR) 13,07 + 0,48 (g/L)
Acucares redutores totais (ART) 14,1+ 0,0 (g/L)
Umidade 94,03 £ 0,13 (%)
Cinzas 0,56 0,064(%)
Proteinas totais 1,70 £ 0,03 (%)
pH 3,78
Sélidos solaveis totais 7,50 (°Brix)

Fonte: Autor, 2022,

A composic¢do da manipueira pode variar devido a fatores com clima, solo, tipo da
mandioca entre outros, entretanto as caracteristicas sao importantes para a determinacgéo de sua
utilizacdo (SCHMIDT, 2022). Os resultados dispostos na Tabela 2 indicam que os agUcares
redutores totais presentes no material sdo de 14,1 g/L, segundo SCHMIDT (2022), os principais
acucares presentes da manipueira sdo sacarose, glucose e frutose. A maior concentracdo é a de
sacarose que é um acucar simples que € determinado pelo método de AR, e 0s outros agucares
sdo de cadeias mais longas e que é possivel determinar como a diferenca entre 0 ART e 0 AR.
Esses acUcares sao utilizados para crescimento e manutencéo do microrganismo e producéo de
carotenoide. Assim como o nitrogénio é utilizado para desenvolvimento da R. glutinnis. O
nitrogénio presente na manipueira utilizada nesse trabalho encontra-se na forma de proteina e
apresenta o valor de 1,70% do material total.

O material apresentou em sua composicao cerca de 0,5% de cinzas. As cinzas séo 0s
micronutrientes como potassio, fosforo, calcio que estdo presentes no substrato. Os minerais
séo utilizados para o desenvolvimento do microrganismo no meio.

Outro fator que pode ser determinado nas analises realizadas é a quantidade de sélidos

solveis que na manipueira. Os solidos totais foram determinados pela analise de °Brix que
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determina os solidos que sdo sollveis em &gua como 0s aglcares e minerais. A manipueira
utilizada nesse trabalho apresentou o valor de 7,50 °Brix que corrobora com o0s dados
anteriormente, a concentracao de agucares e minerais.

Outra caracteristica obtida ¢ o pH que o material se encontra que é de 3,78,
caracterizando o material como acido. O baixo pH é produzido pela presenca de uma
concentracdo elevada de &cido cianidrico. A caracterizacdo de SCHMIDT foi obtida o pH de
5,8 se encontrando na faixa acida. A diferenca ocorre devido as condi¢cdes ambientais, conforme
citado anteriormente nessa secao.

Para que fosse possivel o desenvolvimento do microrganismo, o pH foi corrigido para
7,0 utilizando solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 2%. Os outros parametros foram mantidos
sem a necessidade de correcdo ou suplementacdo. Dessa forma, pode-se considerar o residuo

econémico para obtencdo de biomoléculas como os carotenoides.

5.2 INFLUENCIA DA CONCENTRA(;AO INICIAL DE MANIPUEIRA NOS CULTIVOS
Nesse trabalho foram feitos experimentos variando a concentracdo de manipueira. As

concentracgdes iniciais da manipueira para o processo fermentativo foram de 25%, 50% 75% e

100% (Figura 5).

Figura 5 — Cultivo de R. glutinnis variando a concentracdo da manipueira

Fonte: Autor, 2022.

A Figura 6 apresenta 0 comportamento de crescimento da levedura, ou seja,

concentracdo de biomassa, utilizando a concentracéo de 25% do substrato.
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Figura 6 — Comportamento do crescimento de R. glutinis versus concentracdo de substrato em cultivo
contendo 25% de manipueira
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Fonte: Autor, 2022.

O comportamento da R. glutinis no cultivo contendo 25% de manipueira possuia
inicialmente a concentracdo de agUcares redutores no valor de 2,01 g/L. Ao longo do processo
fermentativo pOde-se observar que o comportamento da curva de concentracdo de substrato
decai, chegando ao valor de 0,15 g/L ao final de 48h. A concentracdo de agUcar diminui, pois,
0 microrganismo consome, inicialmente para sua manutencéo e em seguida para se multiplicar.

O comportamento da curva de concentracdo de biomassa nas primeiras 12 horas de
fermentacdo ndo é possivel observar um crescimento acentuado, isso pode ser ocasionado
devido a questdes de adaptacdo do microrganismo ao meio. A concentracdo inicial da levedura
é de 0,4 g/L e ao final do processo o valor obtido foi de 2,77 g/L. A Figura 7 apresenta a curva
de crescimento do microrganismo, ou seja, concentragdo de biomassa, utilizando a

concentracdo de 50% de manipueira.
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Figura 7 — Comportamento do crescimento de R. glutinis versus concentracdo de substrato em cultivo
contendo 50% de manipueira.
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Fonte: Autor, 2022.

Comportamento similar ao cultivo contendo 25% de manipueira € visto também para
a concentracdo de 50% de manipueira. A concentracao inicial no cultivo foi de 1,94 g/L e ao
final do processo fermentativo encontrava-se em 1,13 g/L enquanto para a biomassa a
concentracéo inicial foi de 1,37 g/L e ao final do processo a concentracdo de biomassa era de
3,57 g/L.

A Figura 8 apresenta o comportamento de consuma do substrato e o crescimento de
biomassa, utilizando a concentracao de 75% do substrato.

Para o cultivo contendo 75% do volume de manipueira, pode-se observar no gréfico
da Figura 8 que nas primeiras 12 horas de fermentacdo praticamente tornou-se constante em
gue sua concentracdo inicial foi de 3,27 g/L de R. glutinis ap6s esse periodo é possivel perceber
um crescimento exponencial do microrganismo e ao final do processo fermentativo obteve-se
a concentracdo de biomassa no valor de 3,97 g/L.

Para o substrato comportamento inverso ao de biomassa € visto ja que o0
microrganismo se utiliza dessa fonte de carbono para se desenvolver, manutencao, assim como
producdo da biomolécula em questdo que é o carotenoide. O valor inicial do substrato nesse
cultivo foi de 5,51 g/L e ao final do processo o valor da concentracdo da fonte de carbono foi
de 0,49 g/L.
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Figura 8 — Comportamento do crescimento de R. glutinis versus concentracdo de substrato em cultivo
contendo 75% de manipueira.
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Fonte: Autor, 2022.

No grafico da Figura 9, observa-se 0 comportamento do microrganismo em um cultivo
com manipueira concentrada. A concentracdo de agUcares presentes no substrato inicialmente
era de 7,23 g/L e ap6s 48 horas de fermentacdo o valor dos agucares redutores foi de 2,28 g/L.
Enquanto a curva de substrato decai a de biomassa cresce, sendo sua concentracéo inicial 5,73
g/L e ao final obteve-se a concentragdo de microrganismos 7,47 g/L.

Fazendo um comparativo entre os cultivos onde houve a variagdo da concentracédo de
substrato apresentado nas Figuras 6, 7, 8 e 9, € observado que a concentra¢do que possui maior
variacdo da concentracdo de biomassa foi o cultivo contendo 50% manipueira onde em 24 horas
do processo fermentativo obteve um pico de concentracdo no valor de 5,23 g/L. Ja no cultivo
de 100% manipueira onde ndo ocorreu a diluicdo do substrato, pode-se observar no grafico da
Figura 9 que a curva de crescimento da levedura tende ao crescimento assim como a curva de
substrato € visto que ainda possui uma quantidade de aglcar possivel de ainda ser metabolizada.
Logo é possivel perceber que o processo fermentativo pode ndo ter alcangado seu pico de
producéo de biomassa. Ja para o cultivo de 25% manipueira a quantidade residual de acUcares
€ minima entéo e possivel concluir que o processo para esse cultivo chega ao final no periodo
de 48 horas.
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Figura 9 — Comportamento do crescimento de R. glutinis versus concentracdo de substrato 100%
manipueira.
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Fonte: Autor, 2022.

A determinacdo de carotenoide foi feita indiretamente, a partir da concentracdo de biomassa ao
longo do processo fermentativo. Ao final da fermentacdo o substrato fermentado foi
centrifugado e houve a separagédo dos sedimentos e do sobrenadante para que em estudos futuros
fossem caraterizados os tipos de carotenoides presentes.

A determinacao indireta da producdo de carotenoide se faz necessaria pois, os carotenoides sdo
biomoléculas que ndo sdo excretadas pelo microrganismo, ficando alocada internamente da

levedura e caracterizando a coloracéo alaranjada mais forte.
5.3 PARAMETROS CINETICOS DO CULTIVO DE R. glutinis COM MANIPUEIRA

A partir dos graficos obtidos para cada cultivo onde houve a varia¢do da concentracéo
do substrato foi possivel obter os parametros cinéticos referentes a velocidade especifica
maxima de crescimento e o fator de conversdo de substrato em célula. A velocidade especifica
méaxima foi obtida a partir do grafico formado pelo logaritmo natural da concentracéo celular a
partir da fase exponencial, ou seja, onde hd um crescimento acentuado, para cada um dos
cultivos em relacéo ao tempo de fermentacdo. Os dados obtidos para 0s experimentos podem

ser observados na Tabela 3. Nessa Tabela também é possivel ver a determinacdo de conversao



de substrato em biomassa para cada cultivo realizado.

Tabela 3 — Parametros cinéticos dos cultivos com R. glutinis usando manipueira como substrato.

Concentracao de substrato

Parametros cinéticos

(%) Hmax (h™) Y xis

25% 0,7798 1,270013
50% 0,1487 2,707026
5% 0,1016 0,139637
100% 0,0754 0,004646

O ensaio com a maior velocidade especifica foi o cultivo realizado com a concentracéo
inicial de substrato de 25%, pois como a concentracdo de acucares disponivel era menor

comparado aos outros 3 experimentos, foi possivel consumi-lo mais rapidamente durante o

processo.

O cultivo realizado com concentragéo inicial de 50% de manipueira apresentou a maior
conversdo em biomassa. A conversdo foi maior comparado ao de 25%, pois existia mais

acucares livres para consumo, nao s6 para manutencdo como para proliferacdo e producdo de

carotenoide.

Os cultivos com maiores concentra¢fes podem nao ter alcangado o &pice do processo
de conversao e por isso 0s nimeros sao menores quando comparados a fermentagdo de 50%

manipueira. Seria importante extrapolar o tempo padrdo utilizado nesse experimento para

Fonte: Autor, 2022.

avaliar melhor os parametros de velocidade e conversdo em biomassa.

31
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho utilizou manipueira como fonte de carbono em processos
fermentativos submersos para producdo de carotenoides. As fermentacGes foram realizadas
utilizando o microrganismo Rhodotorula glutinis e mostraram-se como uma promissora
possibilidade de aplicacéo de um efluente sem destinacdo e que pode gerar agravantes em seu
descarte. Para determinar o seu impacto na producdo de carotenoides € necessario a
determinacdo do material ndo excretado pelo organismo por meio de extracdo fisica e/ou
quimica para seguir com andlises cromatograficas. Mas, é possivel observar que por possuir
acucares simples disponivel para fermentacdo e micronutrientes que possibilitam seu uso
economicamente viavel. As pesquisas pode-se aprofundar para demais avaliagbes, como de
outros fatores que possam afetar o desempenho do processo. E importante ressaltar que néo
houve tratamento com relagdo ao &cido cianidrico por meio de aquecimento, apenas no processo
de neutralizacdo utilizando base, ou seja, 0 microrganismo possui uma grande adaptabilidade

ao meio de cultivo.
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