Original Article

BRAZILIAN

JOURNAL Campinas, v. 21, 2017145, 2018
oF FOOD https://doi.org/10.1590/1981-6723.14517
TECHNOLOGY ISSN 1981-6723 on-line version

Producao de biomassa e lipidios pela levedura Rhodotorula mucilaginosa
utilizando a manipueira como substrato

Biomass and lipid production by the yeast Rhodotorula mucilaginosa using cassava
wastewater as the substrate

Josevan da Silva'*, Flavio Luiz Honorato da Silva', Sharline Florentino de Melo Santos?,
José Evangelista Santos Ribeiro', Lorena Lucena de Medeiros', Andrea Lopes de Oliveira Ferreira?

" Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Centro de Tecnologia, Departamento de Engenharia de Alimentos, Jodo Pessoa/PB - Brasil

2 Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Centro de Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Jodo Pessoa/PB - Brasil

*Corresponding Author

Josevan da Silva, Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Centro de Tecnologia, Departamento de Engenharia de Alimentos, Via Expressa Padre
Zé, s/n, Castelo Branco [Il, CEP: 58051-900, Jodo Pessoa/PB — Brasil, e-mail: josevanufpb@gmail.com

Cite as: Biomass and lipid production by the yeast Rhodotorula mucilaginosa using cassava wastewater as the substrate. Braz. J. Food Technol., v.
21,e2017145, 2018.

Received: Sept. 07, 2017; Accepted: May 30, 2018

Il Resumo

Devido a elevada e intensa atividade industrial, todos os dias sdo gerados milhares de toneladas de residuos
agroindustriais. Um desses residuos, a manipueira, é um liquido obtido durante o processamento da mandioca. Assim, este
estudo objetivou avaliar o efeito da variacdo da concentracdo de manipueira sobre a producao de biomassa e lipidios pela
levedura Rhodotorula mucilaginosa. Foram produzidos 4,1, 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. No cultivo realizado em meio sintético, produziram-se
9,39 g.L" de biomassa e 41,92% de lipidios. O cultivo com 100% de manipueira apresentou o melhor coeficiente de
conversao de agucares redutores em biomassa e o cultivo em meio sintético o melhor coeficiente para lipidios. Dessa forma,
a manipueira mostrou ser um bom substrato para o crescimento da levedura Rhodotorula mucilaginosa e para a produgéo
de lipidios, sendo que essa produc&o ainda pode ser otimizada.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial; Cultivo; Lipidios microbianos, Razdo C/N, Acucares redutores, Glicose.

Il Abstract

Due to elevated and intense industrial activity, thousands of tons of waste are generated every day. One of these wastes,
cassava wastewater, is a liquid generated during cassava processing. Thus this study aimed to evaluate the effect of varying
the concentration of cassava wastewater on the production of biomass and lipids by the yeast Rhodotorula mucilaginosa.
The quantities of biomass produced were 4.1, 6.95 and 5.77 g.L"' plus 13.33%, 7.71% and 8.47% of lipids during the
cultivations with 50%, 75% and 100% of cassava wastewater, respectively. The synthetic cultivation produced 9.39 g.L" of
biomass and 41.92% of lipids. The culture with 100% cassava wastewater presented the best conversion efficiency coefficient
of total reducing sugars to biomass and the synthetic culture, without cassava wastewater, the best coefficient for lipids.
Thus cassava wastewater was shown to be a potential substrate for the growth of the yeast Rhodotorula mucilaginosa and
for lipid production, and this production could be further optimized.

Keywords: Agro-industrial waste, Culture; Microbial lipids, C/N ratio; Reducing sugars; Glucose.

Il 1 Introducao

Aintensa e constante atividade industrial é responsavel  residuos nao é aproveitada, sendo descartada diretamente
pela geracdo de milhdes de toneladas de residuos agroindustriais ~ no meio ambiente e podendo causar danos a flora e fauna
em todo o mundo (MAKRIS et al., 2007). Grande parte desses  presentes, desequilibrando ecossistemas.

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenca Creative Commons Attribution, que permite
= uso, distribuigcdo e reprodugdo em qualquer melio, sem restrices desde que o trabalho original seja corretamente citado.
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Um desses residuos origina-se durante o processamento
das raizes da mandioca (Manihot esculenta Crantz)
sadias, limpas e secas, j& que estas sdo prensadas
e lavadas, resultando um volume extra de um liquido
amarelo claro, conhecido popularmente como manipueira
(BARRETO et al., 2014; BRITO et al., 2015).

A composic¢ao nutricional da manipueira é excelente,
devido a presenca de minerais, como fésforo, potassio,
magnésio; além de a manipueira ser boa fonte de aclcares
fermentesciveis e nitrogénio, favoravel ao crescimento de
micro-organismos, esta pode ser também utilizada como
fertilizante (DUARTE et al., 2012).

De acordo com Sawangkeaw e Ngamprasertsith (2013),
leveduras sdo amplamente utilizadas na biotecnologia, porque
sdo faceis de cultivar e apresentam um bom histérico com
relagdo a segurancga de cultivo, ja que poucas espécies
sdo patogénicas. Sao Uteis também para a producéo
renovavel e sustentavel de 6leos biodegradaveis com
potencial para uso em géneros alimenticios, combustiveis
e produtos quimicos (SITEPU et al., 2014).

Para a producéo 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 néo
produzam substancias indesejaveis e que tenham a
capacidade de metabolizar substratos de custo reduzido
(POLI et al., 2013).

A producéo de substancias de interesse da industria,
utilizando-se residuos agroindustriais, configura-se
como uma importante alternativa para a reducédo dos
impactos ambientais e a agregacé&o de valor ao residuo.
Lipidios microbianos podem ser produzidos utilizando-se
substratos pouco onerosos, como glicerol bruto, soro de
leite, gordura bruta e 6leos originarios de uma pirdlise
(ZHAO et al., 2008).

Quando comparados aos 6leos obtidos de sementes
oleaginosas, os lipidios microbianos apresentam muitas
vantagens, como: i) ciclo de vida mais curto; i) requerimento
de menor mao de obra; iii) ndo sdo afetados pelo local, pelo
clima e pela estacéo; iv) possibilidade de producédo em
sistemas fechados, e v) ampliacéo de escala (THIRU et al.,
2011; LIANG; JIANG, 2013).

Leveduras do género Rhodotorula sao aerdbios
estritos com caracteristicas metabdlicas peculiares. Uma
delas é a capacidade de acumular lipidios durante a
fase estacionaria de crescimento (DWORECKA-KASZAK;
KIZERWETTER-SWIDA, 2011). Entre as leveduras pertencentes
a esse género, a Rhodotorula mucilaginosa tem sido utilizada
pela capacidade de acumulo de lipidios e carotenoides no
interior de suas células (MOLINE etal., 2012; Ll etal., 2010).

Dessa forma, neste trabalho, buscou-se avaliar a
influéncia da concentracdo de manipueira do meio de
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cultivo sobre a producao de biomassa e de lipidios pela
levedura R. mucilaginosa.

I 2 Material e métodos
2.1 Manipueira

A manipueira utilizada foi gentilmente cedida
por uma industria de farinha localizada no Estado da
Paraiba, Brasil, e armazenada a -18 °C logo ap¢s a
coleta. Para remocao dos compostos toxicos e possiveis
inibidores, foi realizado um tratamento térmico durante
20 min, a uma temperatura de 85 °C. Logo em seguida,
a manipueira foi resfriada e centrifugada a 4520 RCF por
10 min, sendo o sobrenadante coletado e utilizado como
meio para os cultivos.

O teor de cianeto livre foi determinado através do
conjunto Quantofix (Sigma- Aldrich - Brasil). As amostras
de manipueira in natura e apds o tratamento térmico foram
submetidas a analise de cianeto livre.

2.2 Micro-organismo

Foi utilizada a levedura Rhodotorula mucilaginosa
CCT 7688, fornecida pela Fundacdo André Tosello, colecao
de culturas tropicais de Sao Paulo. Para o crescimento e a
manutencao da levedura R. mucilaginosa, para facilitar o
repique periédico, as coldnias 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
e, apos trés dias do indculo, para a manutengdo das
colbdnias, as placas foram colocadas em refrigerador a
temperatura de 4 °C.

2.3 Cultivos

Para a obtencao do pré-inéculo, adicionaram-se 5 mL
de agua destilada estéril a uma Placa de Petri contendo
a levedura R. mucilaginosa, raspando-se as células até
formar uma suspens&o. O volume de 5 mL foi transferido
para um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL
do meio utilizado para o cultivo sintético.

O Erlenmeyer foi levado para a incubadora tipo “Shaker”
a 30 °C e 200 rpm. Apos 24 h, o meio foi centrifugado e
0 sobrenadante descartado. Foram adicionados 20 mL
de &gua destilada estéril e a concentracdo celular foi
determinada em camara de Neubauer, para célculo do
volume de inéculo correspondente a 1x 107 células. mL™".

Foram realizados quatro cultivos, sendo trés deles
utilizando-se o0 meio a base de manipueira (50%, 75% e
100%) e um experimento controle (cultivo em meio sintético).
Os meios a base de manipueira foram suplementados com
3 g.L' de extrato de levedura, néo se utilizou glicose nem
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minerais, obtendo-se uma razdo C/N de 8,0 para todos
0S meios com o resfduo.

O cultivo realizado em meio sintético (EC) era
composto de 40 g.L" de glicose, 8,0 9.L " de KH,PO,, 0,5g.L"
de MgSO,.7H,O0 e 3,0 g.L' de extrato de levedura
(FRENGOVA et al., 1994) e uma razdo C/N de 53,0. Todos
os cultivos foram realizados em ftriplicata.

Os meios foram preparados e autoclavados a 1 atm
por 15 min. Aos meios estéreis, foram adicionados volumes
iguais de pré-indculo correspondentes a 1x107 células. mL™.
O cultivo foi mantido em incubadora tipo “Shaker”
(Logen — LS4900 - THZ), a 30 °C e 200 rpm por 120 h.

2.4 Métodos analiticos

2.4.1 Biomassa

Aliquotas de 2 mL foram retiradas durante os intervalos
de tempo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h para andlise de
concentragéo de biomassa (g.L"). Os volumes coletados
foram utilizados para leitura em espectrofotémetro (Bioespectro
SP 220) no comprimento de onda de 600 nm. O valor da
absorbancia foi convertido em concentragdo através de
uma curva padr&o de biomassa. Ao final do cultivo (120 h),
os lipfdios foram extraidos e quantificados. Em nenhuma
etapa, a biomassa foi lavada com agua destilada.

2.4.2 Consumo do substrato

Para monitoramento do processo de consumo de
acucares pela levedura, durante os intervalos de tempo de
0, 24,48, 72,96 € 120 h, foram coletados 2 mL do meio,
sendo centrifugados (mini spin Eppendorf) a 7.300 RCF
por 10 min, sendo o sobrenadante utilizado para anélise de
acucares redutores pelo método de DNS (MILLER, 1959).

2.4.3 Lipidios totais

Para quantificacao 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 2.712 RCF por 10 min. O sobrenadante
foi descartado e a biomassa foi seca, sem ser submetida
alavagem prévia com agua, 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 agdo dos
solventes durante a extracéo.

Primeiramente, a biomassa seca foi tratada com uma
solucdo de HCI 2 mol.L" para rompimento da parede celular.
O teor de lipidios foi determinado através do método de
Bligh e Dyer (1959) adaptado por Manirakiza et al. (2001),
através da extrac&o dos lipidios polares e nao polares
da biomassa, utilizando-se uma mistura de metanol e
cloroférmio. Formaram-se trés fases: a fase superior foi
descartada, a inferior foi evaporada em estufa a 70 °C e
os lipidios, quantificados por gravimetria em massa seca.
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2.4.4 Fatores de conversdo de substrato em biomassa
e lipidios
Foram determinados os fatores de conversao de

substrato em biomassa (Y_, ) e em produto (Yp/s), de acordo
com as equacbes 1 e 2

x/s)

X-Xo
So-S

Yx/s= (1)

P-Po

Yp/s=
P So-S

()

Em que:

X= biomassa final; X = biomassa inicial; S = substrato
inicial; S= substrato final; P= produto final; P ;= produto
inicial.

2.4.5 Andlise estatistica

Os experimentos foram tratados por meio da Andlise
de Variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas pelo
Teste de Tukey, no nivel de significancia de 5%.

I 3 Resultados e discussao

3.1 Biomassa

Na Figura 1, apresenta-se o resultado para a
biomassa produzida pela Rhodotorula mucilaginosa ao
longo do tempo de cultivo.

De acordo com a Figura 1, o experimento com
75% de manipueira apresentou a mais elevada producéao
de biomassa entre os trés experimentos realizados em
meio a base de manipueira; entretanto, sua biomassa
final foi inferior apenas quando comparada a do cultivo
realizado em meio sintético. A menor biomassa foi obtida
quando se utilizou 50% de manipueira e isso pode ser
justificado em func&o da menor concentracao de fonte
de carbono no meio.

Os experimentos com 50%, 75% e 100% apresentaram
taxas de crescimento muito similares nas 24 primeiras horas

Biomassa (g.L1)
o

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)

Figura 1. Biomassa produzida pela levedura Rhodotorula mucilaginosa
ao longo do tempo de cultivo.
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de cultivo e todos atingiram suas respectivas biomassas
maximas em 120 h ap6s a inoculacdo. O teor de cianeto
livre presente na manipueira, inicialmente de 3,0 mg.L™,
foi reduzido para 1,0 mg.L" apds o tratamento térmico.

Lietal. (2010) verificaram que a fonte de carbono néo
influenciou significativamente no crescimento da levedura
R. mucilaginosa. Foram utilizados 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, NaNO,, (NH,),SO, e (NH,),NO, como
fontes de nitrogénio; os referidos autores observaram
que, com o uso de (NH,),SO, e peptona, foram obtidas
as maiores biomassas, 23 e 24 g.L", respectivamente.

As biomassas produzidas no presente estudo sao
semelhantes as encontradas por Reyna-Martinez et al. (2015),
que produziram 6,27 g.L' quando cultivaram a levedura
R. mucilaginosa em um meio sintético a base de glicose,
extrato de levedura e peptona, e aos resultados de Cheng
e Yang (2016), que obtiveram 6 g.L"" de biomassa usando
uma mistura de residuos e melaco de cana, suplementados
com extrato de levedura, como substrato.

No estudo de Wang et al. (2012), um aumento
na concentracdo do hidrolisado do amido de mandioca
provocou uma elevacao da biomassa produzida pela
levedura oleaginosa Rhodosporidium toruloides. A maxima
biomassa, equivalente a 15 g.L, foi alcangada quando
a concentrac&o do hidrolisado foi de 80%.

3.2 Lipidios

Os resultados para a producao de lipidios pela
levedura R. mucilaginosa em manipueira encontram-se
na Tabela 1.

De acordo com a Tabela 1, a concentragdo de
manipueira no meio de cultivo influenciou na producéo
lipidica, ja que houve diferenca significativa (p < 0,05)
entre os experimentos com 50% de manipueira, 75% €
controle. Péde-se constatar uma reducéo na producéo
lipidica quando se elevou a concentragdo de manipueira.

A presenca de nutrientes, como o sulfato de
magnésio e o fosfato de potassio, no cultivo em meio
sintético, pode ter contribuido para a elevada produgéo
lipidica, comparada aos outros experimentos. ions, como

MnSO,, CaCl, ZnS0,.7H,0 e FeCl,.6H,0, exerceram efeitos
positivos sobre a producgéo de lipidios e o crescimento
celular de Rhodosporidium toruloides (WANG et al., 2012).

No cultivo com o meio sintético, conseguiu-se a
maior producéo lipidica e, quanto aos cultivos em meio a
base de manipueira, no experimento realizado utilizando-se
50% do residuo, conseguiu-se 0 mais elevado teor de
lipidios. Nao houve diferenga significativa (p < 0,05) entre
a producdo lipidica usando-se 75% e 100% de manipueira.

No cultivo controle, a alta razdo C/N (53) pode ter
interferido no crescimento celular, em virtude do excesso
de carbono no meio, e favorecido o acumulo de lipidios.
Nos cultivos com a manipueira, pode ter ocorrido o inverso,
devido ao fato de a razdo C/N ser bem inferior (8,0).

Wang et al. (2012) verificaram que um aumento
na concentra¢ao do hidrolisado do amido de mandioca
ocasionou uma elevacao do acumulo de 6leo pela levedura
R. toruloides. Quando foi utilizado um meio contendo
35% do hidrolisado, a producéo lipidica foi equivalente a
15% (massa/massa), producéo esta semelhante a obtida
quando se utilizou 50% de manipueira no presente estudo
(13,33%).

A diferenca no acumulo de lipidios entre o cultivo
controle e 0s meios a base de manipueira pode ser
justificada pela diferenca entre as razdes C/N dos meios
(53,0 versus 8,0), uma vez que a transicdo do crescimento
para 0 acumulo de lipidios normalmente ocorre quando
0 excesso de carbono no meio esta associado a uma
limitag&o de nutrientes, geralmente o nitrogénio. De acordo
com Braunwald et al. (2013), a razao C/N do meio é um
dos mais importantes pardmetros para o acumulo de 6leos
em leveduras, sendo que razées elevadas favorecem o
acumulo.

3.3 Consumo do substrato

O resultado para o consumo da fonte de carbono
durante o cultivo encontra-se na Figura 2.

Na Tabela 2, apontam-se os coeficientes de
converséo da fonte de carbono em biomassa e lipidios.

Nos experimentos utilizando-se 50% e 100% de
manipueira, ocorreram as menores taxas de consumo
de acucar (apenas cerca de 10 g.L" foram consumidos).
O cultivo em meio sintético apresentou a maior taxa de

Tabela 1. Produgéo de lipidios e rendimento em relagdo ao substrato por R. mucilaginosa em manipueira em diferentes concentragdes.

Experimento

Lipidios (g.100 g™')

Biomassa final (g.L™)

50% 13,33 + 1,01 4,1°+ 0,10
75% 7,71°+ 0,81 6,95° + 0,34
100% 8,47° + 1,56 5,77° + 0,47
Controle 41,922 £ 2,13 9,392 + 1,67

Letras superescritas iguais ndo diferem no nivel de 5% de significancia p < 0,05 (Teste de Tukey).

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 21, e2017145, 2018
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Tabela 2. Coeficientes de rendimento da converséo de acucares redutores totais em biomassa e lipidios.

Experimento Y*. (9.97) Y*.s(9.9")
50% 0,4825° + 0,039 0,0637° + 0,005
75% 0,30642 + 0,032 0,0241¢ + 0,003
100% 0,5193° + 0,013 0,0460° + 0,008

Controle 0,2592% + 0,032 0,11042 + 0,006

= Coeficiente de rendimento da convers&o de agUcares redutores totais em biomassa. Y

= Coeficiente de rendimento da conversao de agucares

Y

. T L P/ . L N
rédutores totais em lipidios. *Os coeficientes foram calculados com base no consumo de substrato e na biomassa e nos lipidios produzidos
120 h ap6s o inéculo (biomassa e lipidios, ambos expressos em grama; para lipidios, calculou-se a quantidade presente na respectiva biomassa

obtida, com base no percentual de lipidios obtido).

g.L1)
w W A A~ O
o o0 O o O

25 -

Acucares redutores totais (|

0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)

Figura 2. Consumo de agUcares redutores (g.L") durante o cultivo
de R. mucilaginosa em manipueira com diferentes concentragoes.

consumo, seguido pelo cultivo com o 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 concentracao de acucares (5,77 g.L'"),
120 h apos o inicio do cultivo.

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

Com relacdo ao consumo do substrato, o experimento
com 100% de manipueira apresentou o melhor coeficiente
de rendimento de conversao de agUcares redutores totais
em biomassa (0,5193 g.g™"). Ja para a produgéo lipidica, no
experimento com controle, conseguiu-se o mais eficiente
rendimento (0,1104 g.g™").

Nos cultivos a base de manipueira, obtiveram-se
0s maiores coeficientes de converséo de acucares em
biomassa (Y,), comparados com os coeficientes do
cultivo em meio sintético. Na condicdo em que se utilizou
50% de manipueira, também foi obtido o mais elevado
coeficiente de conversao da fonte de carbono em lipidios
(0,0637 g.g'), comparando-se 0s experimentos que
utilizaram o residuo manipueira como meio.
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Il 4 Conclusoes

A utilizacdo de um meio de cultivo composto de
50% de manipueira proporcionou a mais elevada producéo
lipidica e o melhor coeficiente de conversdo da fonte
de carbono em lipidios, entre as trés concentracdes de
substrato estudadas.

Em todas as concentracdes estudadas, a conversédo
de uma fonte de carbono originaria da manipueira em
biomassa mostrou-se mais eficiente do que a oriunda de
uma fonte tradicional (sintética); entretanto, em relac&o
a conversao de substrato em produto (lipideos), a fonte
controle (sintética) foi mais eficiente devido a sua elevada
razao C/N.

A manipueira configura-se como um substrato potencial
para o cultivo da levedura Rhodotorula mucilaginosa
(biomassa), bem como para a producéo de lipidios, e
essa producéo ainda pode ser maximizada pelo estudo
da razdo C/N no meio que otimize 0 processo.
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