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Resumo

A maior parte de toda a energia consumida no mundo provém do petroleo, do carvio e do gas natural.
Essas fontes sao limitadas e com previsio de esgotamento no futuro, portanto, a busca por fontes
alternativas de energia é de suma importancia. O uso de leveduras para produgio de lipidios vem sendo
fonte de estudos de muitos pesquisadores, ja que esses lipidios podem ser uma boa alternativa para sua
conversio em biodiesel. Hste trabalho foi desenvolvido com a finalidade de avaliar a producio de
biomassa e lipidios por diferentes tipos de leveduras a partir de residuos da agroindustria (vinhaca e
melaco), dgua residudria de esgoto e agua da lavagem de serragem de bambu; tendo em vista o possivel
aproveitamento para geracio de biodiesel.

Palavras-Chave: Leveduras, Lipidios, Vinhaga, Biodiesel.
Abstract

Most of all energy consumed worldwide comes from oil; coal and natural gas. These sources are limited
and estimated to be exhausted in the future. Therefore the search for alternative sources of energy is
paramount. The use of yeasts for production of lipids has been a source of study for many researchers
since these lipids may be a good alternative for conversion into biodiesel. This work was carried out to
evaluate the production of biomass and lipids by different types of yeasts from agro-industrial residues
(vinasse and molasses) wastewater sewer and bamboo water washing sawing with a view to possible
utilization for generation of biodiesel.
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Resumen

La mayor parte de toda la energia consumida en el mundo proviene del petréleo, carbén y gas natural.
Estas fuentes son limitadas y se estima que se agotaran en el futuro, por lo tanto, la busqueda de fuentes
alternativas de energia es de suma importancia. El uso de levaduras para la produccién de lipidos hasido
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una fuente de estidio para muchos investigadores, ya que estos lipidos puede ser una buena alternativa
para la conversion en biodiesel. Este trabajo se llevé a cabo para evaluar la produccién de biomasa y los
lipidos por diferentes tipos de levaduras de residuos agro-industriales (vinaza y melaza), alcantarillado de
aguas residuales y agua de lavado de bambu aserrado, con vistas a La posible la utilizacién para la
generacion de biodiesel.

Palabras clave: Levadura, Lipidos, Vinaza, Biodiesel.
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INTRODUCAO

O consumo de combustiveis fésseis derivados do petrdleo apresenta um impacto
significativo prejudicando a qualidade do meio ambiente (PORTAL DO BIODIESEL, 2011).
Com isso, cientistas procuram desenvolver novos combustiveis derivados de fontes renovaveis
para substituir a energia f6ssil vinda do petréoleo (OLIVEIRA, 2008).

Entre os combustiveis ecologicos, que possibilitam tal alternativa, esta o biodiesel. O
biodiesel produzido a partir de recursos bioldgicos renovaveis tais como 6leos vegetais e gorduras
animais sao biodegradaveis e nao toxico, tem baixa emissao de poluentes, sendo assim vantajoso
ecologicamente (KRAWCZYK, 1996).

Além disso, ha uma diversidade enorme de microrganismos que armazenam lipidios,
como microalgas, fungos, leveduras e bactérias, que sio considerados uma boa alternativa para a
conversao de lipidios em biodiesel.

Para a produciao dos lipidios as leveduras sdo cultivadas em meios que fornecam
condigdes ideais para o seu crescimento e desenvolvimento.

Residuos da agroindistria como melago e vinhaga sio excelentes fontes nutricionais
quando utilizados nos meios de cultura para a produgao dos lipidios.

Mediante o exposto, o presente trabalho visa o aproveitamento de residuos
agroindustriais (melaco, vinhaca) e outros residuos disponiveis como esgoto e agua da lavagem de
serragem de bambu como substratos ao meio de crescimento de diferentes linhagens de
leveduras, tendo por objetivo a produgao de lipidios e se possivel a aplicagao para a produgao de
biodiesel.

Objetivo

Cultivar diferentes leveduras em meios liquidos de cultivo, sendo elas, Cryprococcus laurentii
11, Cryptococeus sp.nov3 52, Lipomyces starkey JAL 425, Lipomyces starkey JAL 572, Lipomyces starkey
JAL 576, Lipomyces starkey JAL 581, Rhodotorula graminis CBS 2826, Tricosporon sp.nov.1 27b1l and
Yarrowia (Candida) lipolytica.

Utilizar residuos da agroindustria canavieira, melaco e vinhaga, e outros residuos
disponiveis como, esgoto urbano e agua da lavagem de serragem de bambu como substrato ao
meio de cultivo.

Produzir lipidios capazes de serem convertidos em biodiesel.
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REVISAO DE LITERATURA
Leveduras

A levedura esta diretamente relacionada a diversos setores da agroindustria, dos quais se
destaca o setor alcooleiro, com producdes anuais de cerca de 15 bilhdes de litros de alcool
(UNICA, 2011).

Atualmente existem muitas pesquisas com leveduras, envolvendo processos como
fermentacao etandlica e também produgao de outros compostos de interesse comercial. Uma das
variantes do metabolismo bioquimico realizado pelas leveduras é a produgao de lipidios.

Entre as leveduras capazes de produzir lipidios, a literatura destaca os géneros Candida,
Lipomyces, Rhodospiridium, Rhodotorula, Saccharomyces, Torulopsis e Trichosporon, capazes de produzir
60% ou mais de gordura (LIMA ez al., 2001).

Lipidios

Componentes do suco celular, os lipidios podem ser sintetizados por microrganismos,
sejam procariotos ou eucariotos. Os procariotos, organismos que nao apresentam membrana ao
redor do nucleo, englobam as bactérias. Os eucariotos possuem um nucleo definido, separado do
citoplasma por uma carioteca. Fungos, leveduras e algas sio componentes desse grupo (LIMA ez
al., 2001).

Sio substancias cuja caracteristica é a pouca solubilidade em 4dgua e em solventes polares e
soluveis em compostos organicos apolares como éter, benzeno, cloroférmio e alcool (PORTAL
DE ESTUDOS EM QUIMICA, 2011).

Podem ser classificados em Oleos (substancias insaturadas) e gorduras (substancia
saturadas), encontrados nos alimentos, tanto de origem vegetal quanto animal, por exemplo: nas

frutas (abacate e coco), na soja, na carne, no leite e seus derivados e também na gema de ovo
(FONSECA, 2010).

Lipidios em Leveduras

A procura de fontes alternativas de energia tem levado a um crescente interesse na
producio de triglicerideos de origem vegetal ou animal. A produ¢ao de forma continua e sem a
necessidade de grande quantidade de terra ou agua utilizando espagos que tornam a produgao da
industria de biodiesel uma forma sustentivel, com custo-beneficio interessante para um
empreendimento em escala industrial coloca os microrganismos oleaginosos como uma
alternativa de processos nao tradicionais de produgao de triglicerideos (RUPCIC; BLAGOVIC;
MARIC, 1996; DYAL e NARINE, 2005).

Segundo Ratledge (19906), as principais classes de microrganismos utilizados para a
producido de lipidios e considerados microrganismos oleaginosos, sio as leveduras e os fungos;
estes podem produzir até 40% de sua biomassa em lipidios. Porém, bactérias e algas também sao
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potencialmente produtivas. Para que um microrganismo seja candidato favoravel aos interesses
comerciais, deve apresentar de 20-25% de lipidios em sua biomassa.

O meio de cultivo e seus constituintes determinam a eficiéncia na produgao de 6leo. Os
meios mais utilizados sao glicose e glicerol (VICTORELLI, 2008). De maneira geral a produg¢ao
de lipidios ¢ maior em meio com alta taxa C:N, ou seja um meio pobre em nitrogénio. Também
ha influéncia na agitagdo e temperatura, que determinam a quantidade de cada acido graxo
insaturado a ser produzido. A oxigenag¢ao, o pH, temperatura e os nutrientes disponiveis no meio
determinam a caracteristica dos lipidios produzidos (VICTORELLI, 2008).

Extragdo dos Lipidios

Algumas amostras requerem cuidados especiais para obtencao de fracao lipidica, pois
alguns fatores podem influenciar a qualidade final da fragao lipidica.

O procedimento de Soxhlet, no qual o tecido ¢ submetido a extracio em um aparelho de
vidro, com refluxo de solvente por muitas horas, devem ser evitados, ja que favorecem as reagoes
de peroxidagiao e de hidrolise, o que compromete a quantificagio de componentes lipidicos ou
nio. Um dos procedimentos de extragdo que supera algumas dificuldades é a metodologia Bligh
& Dyer (1959), uma versao simplificada do procedimento classico usando cloroférmio-metanol
proposto por Folch e al. (1957), modificado por BRUM ez al. (2004).

Vinhaca

O subproduto caracteriza-se por um liquido escuro, viscoso e concentrado, de odor
desagradavel, sem oxigénio dissolvido, alta turbidez e baixo pH (FRANCISCO, 2008).

Este efluente altamente colorido é um subproduto rico em nutrientes, principalmente
matéria organica, tendo um alto potencial poluente quando disposto no ambiente (FERREIRA,
2009).

A riqueza da vinhaga varia em nutrientes de acordo com o tipo de mosto utilizado na
destilaria, sendo a quantidade alta de potassio uma das principais razoes do seu uso como
fertilizante (VOLL, 2005).

O uso da vinhag¢a como substrato para microrganismos também vem sendo bastante
estudada, em que os nutrientes disponiveis sio aproveitados para a obten¢do de biomassa de
valor comercial, entre elas, a produciao de lipidios. O principal motivo para o descarte das outras
formas de uso da vinhaga foi o alto custo tecnolégico (AZANIA, 2003).
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Esgoto

O crescimento populacional e a consequente demanda por bens de consumo, assim como
os aumentos do desenvolvimento industrial geram, principalmente nas regides metropolitanas,
aguas residuais e residuos sélidos (lixos em geral) em quantidades vultosas (CO JUNIOR, 2007).

Segundo a NBR 9648 (ABNT, 19806) esgoto sanitario ¢ o despejo liquido constituido de
esgotos doméstico e industrial, dgua de infiltra¢do e a contribui¢ao pluvial parasitaria.

A composicio média do esgoto sanitario ¢ de 99,9% de agua e 0,1% de sélidos, dos quais
70% sao organicos, incluindo proteinas, carboidratos e gorduras, e 30% sao inorganicos,
contendo areia, sais e metais, entre outros (FRANCA e7 al., 2004).

Bambu

O bambu ¢ uma planta conhecida desde a Antiguidade e tem sido utilizada para os mais
diversos fins, principalmente nos pafses asiaticos (LIESE, 1998).

Entre as qualidades do bambu que tém atraido a aten¢ao de pesquisadores e empresarios,
esta a rapida propagacao e o crescimento acelerado da planta (SILVA, 2007).

O bambu ¢é constituido pelo colmo (tipo de tronco, parte aérea da planta) e na parte
subterranea por rizomas (também tipo de caule) e raizes; os principais constituintes dos colmos
sao: a celulose, hemicelulose e lignina e os constituintes secundarios baseiam-se em resinas,
taninos, ceras, sais organicos e outros extrativos (SILVA, 2007).

O amido presente no bambu pode ser considerado também uma importante fonte de
carboidratos para produgdo de biocombustiveis e outros produtos de alto valor agregado como o
furfural. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas que permitam a extragao
e/ou aproveitamento do amido presente no bambu (COVOLAM ef al., 2011).

Melaco

Diversos subprodutos e matérias-primas da industria de alimentos e¢/ou da agroindustria
tém sido empregados para o crescimento de microrganismos, pela alta disponibilidade e baixo
custo. Exemplificando-se, o soro de leite, agua de macera¢ao de milho, xarope de milho, levedura
de destilaria e melagos (MORAES; CAPALBO; MORAES, 1991).

Dentre estes, os melagos destacam-se como meio de cultivo nos processos fermentativos,
em virtude do alto teor de agucares, nitrogénio e vitaminas. Devido sua composi¢ao rica em
acucares fermentesciveis (LIMA; AQUARONE; BORZANI, 1975), seu baixo custo (R$
0,15/Kg) e alta disponibilidade no tertitério brasileiro, o melaco de cana-de-acucar é sugerido
como substrato para crescimento de culturas de microrganismos (HAULY e7 a/., 2003).
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METODOLOGIA
Seleciao das Leveduras

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecologia Aplicada, CENA-USP,
Piracicaba e no Laboratério de Quimica da FATEC, Piracicaba-SP.

Microrganismos

As leveduras utilizadas foram doadas pelo Departamento de Bioquimica e Microbiologia
da UNESP/Campus Rio Claro, sendo elas: Cryptococcus lanrentii 11, Cryptococcus sp.nov3 52, Lipomyces
starkey JAL 425, Lipomyces starkey JAL 572, Lipomyces starkey JAL 576, Lipomyces starkey JAL 581,
Rhbodotorula graminis CBS 2826, Tricosporon sp.nov.1 27b1l and Yarrowia (Candida) lipolytica,

Foram mantidas em meio liquido YEDP, composto por g L.-1: extrato de levedura 10 g;
peptona 20 g; glicose 20 g; dissolvidos em 4gua. Apds acerto do pH para 6,5, o meio foi entao
autoclavado a 121°C e 1 atm de pressao, durante 20 min (BARNETT ez 4/, 1983).

Meio de crescimento do inoculo

Apobs a autoclavagem, os tubos foram colocados no fluxo laminar horizontal - Pachane,
com a luz UV ligada, para a protegao contra agentes contaminantes durante a manipula¢ao. Em
seguida, com a luz desligada as leveduras foram inoculadas, sendo que cada uma em um tubo, e
incubadas (BOD -Biochimical oxygen demand - Incubadora, modelo TE-381. Tecnal) a
temperatura de 28°C (+ 2°C), durante trés dias, quando foram utilizadas para inoculagdo em
meios produtores de lipidios BARNETT e7 al., 1983).

Experimento: Meio de cultivo contendo dgua de lavagem de serragem de bambu, esgoto,
vinhaca e extrato de levedura

A vinhaca utilizada nos experimentos foi cedida pela RATZEN, Usina Costa Pinto,
Piracicaba, SP. O bambu moido, Bambusa vulgaris, foi cedido pelo Instituto Agronémico de
Campinas. O Esgoto foi coletado na ETE Piracicamirim, Piracicaba, SP. O meio foi preparado
utilizando 20 g de bambu, 25 mL de vinhaga, 25 mL de esgoto e 0,5 g de extrato de levedura,
para cada 100 mL -1 de 4gua destilada.

Ap6s feita a mistura do bambu, da vinhaga, do esgoto e do extrato de levedura, ajustou-se
o pH para 6,5. Foram feitas trés repeti¢oes para cada uma das nove leveduras testadas, colocando
aproximadamente 60 ml em cada frasco Erlenmeyer com capacidade de 125 ml., que foram
esterilizados em autoclave por 20 minutos a 121°C, em latm, adaptado de Cazetta et a/l. (2005).
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Desenvolvimento das leveduras

As leveduras foram incubadas com agitacio (mesa com agitacio orbital 180 RPM.
MARCONI), por sete dias quando foram centrifugadas (centrifuga Excelsa Baby 1I, modelo 206-
R. FANEM) e separada a biomassa para determinaciao da massa de matéria seca a 105°C (estufa
de secagem e esteriliza¢do, modelo 315 SE. FANEM)

A biomassa seca foi avaliada por gravimetria e enviada para extragdo e quantificacio de
lipidios neutros e polares na empresa Algae, Ecogeo, Sio Paulo, conforme metodologia adaptada
de Bligh & Dyer (1959).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Tabela 1, as leveduras,
Cryptococcus lanrentii 11, Cryptococcus sp.nov3 52, Lipomyces starkey JAL 425, Lipomyces starkey JAL 572,
Lipomyces starkey JAL 576, Lipomyces starkey JAL 581, Rhodotorula graminis CBS 2826, Tricosporon
sp.nov.1 27b1 and Yarrowia (Candida) lipolytica apresentaram valores proximos quanto a produgao de
biomassa, entre 2,8 ¢ 4,3 g'I.", apresentando um rendimento de producio de lipidios totais que
variou entre 3 e 25%.

Tabela 1 - Peso seco das leveduras selecionadas (g) cultivadas com agitagio e sem
agitagdo, meio de mistura de subprodutos. Média de trés repetigoes

. Biomassa %Lipidios | %Lipidios | %Lipidios
Levedura Meio (g L-1) NeEtros Poﬂres T(})tais
R. Graminis CBS 2826 1 2,8044 0,55 25,14 25,69
L. starkeyi — JAL 572 1 3,1038 1,38 8,54 9,92
L. starkeyi — JAL 425 1 2,8911 0,85 9,11 9,96
L. starkeyi — AL 581 1 3,300 0,19 8,28 8,47
C. sp.nov3 — 52 1 3,0972 2,01 5,47 7,48
L. starkeyi — JAL 576 1 3,0222 0,57 11,56 12,13
T. sp. nov.1 — 27b1 1 4,2827 1,25 6,50 7,75
Y. lipolytica 1 3,5511 0,94 15,28 16,22
Y. lipolytica 1* 3,4933 2,59 2,77 5,36
C. lanrentii — 11 1 3,3844 0,59 9,21 9,80

Meio 1: Esgoto, vinhaga, caldo de bambu e extrato de levedura; com agitacao.

Meio 1*: Esgoto, vinhaga, caldo de bambu e extrato de levedura; sem agitagao.
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Para que um microrganismo seja candidato favoravel aos interesses comerciais, deve
apresentar 20-25% de lipidios em sua biomassa Ratledge (1996), sendo assim, pode-se considerar

como oleaginosa a levedura R. Graminis CBS 2826, que apresentou maior produgdo de lipidios
totais, acima de 20%, respectivamente.

A levedura Yarrowia lipolytica foi cultivada com agitacao e sem agitacio. O objetivo desse
teste foi avaliar o desempenho da levedura em ambas as situagoes, para que fosse possivel levar
em consideragao o custo-beneficio do processo.

Por meio dos resultados obtidos, percebe-se que os dois meios apresentaram valores
relativamente iguais quanto a produgao de biomassa. Os lipidios totais produzidos apresentaram
valores muito diferentes, sendo gerado em maior quantidade no meio com agitagao, 16,22%.

Contudo, o objetivo do trabalho é produzir um lipidio com propriedades que fornecam
condig¢oes ideais para a sua conversio em biodiesel. Dessa maneira, os lipidios polares nao sao
interessantes, visto que apresentam solubilidade em agua. Ja os lipidios neutros se enquadram
perfeitamente na proposta de trabalho.

Assim sendo, quanto aos lipidios neutros, a levedura Yarrowia lipolytica (meio sem agitacao)
¢ a levedura ideal para a produgao de biodiesel.

CONCLUSAO

De acordo com os referenciais teéricos e com as pesquisas desenvolvidas, as leveduras
apresentam potencial lipidico em sua biomassa, sendo que a espécie Yarrowia lipolytica (meio sem
agitacao) foi a levedura que mais produziu lipidios neutros. Contudo o meio deve ser ajustado
para uma maior produ¢ao de biomassa e maior obtenc¢ao desses lipidios.

A composi¢ao da biomassa e a sintese lipidica produzidas pelas leveduras podem ser
melhoradas por meio dos estudos e adequacdes do meio de cultivo.
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