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Resumo:

Os lipidios sdo importantes para diversos ramos da industria, bem como na obtencdo de biodiesel,
utilizado como uma alternativa promissora em substituicdo aos combustivels fosseis. Diante dessa
necessidade, os 6leos microbianos vém sendo estudados como uma alternativa promissora de matéria-
prima para este biocombustivel, assim como para o0 uso em suplementos alimentares. Desta forma, o
presente trabalho visa obter biomassa lipidica, avaliando diferentes estratégias de alimentacdo no cultivo
em batelada alimentada da levedura silvestre R. mucilaginosa em meio a base de glicerol bruto. Os
cultivos foram conduzidos em frascos agitados a 25 °C e 180 rpm, pH inicia de 4,5 e meio de cultivo
composto por: 36,62 g L-1 glicerol bruto, 50 g L-1 KH2PO4, 1,0 g L-1 Na2HPO4, 3,0 g L-1
MgS04.7H20 e 1,2 g L-1 extrato de levedura). Duas estratégias de alimentacdo foram avaliadas para o
processo em batelada alimentada: alimentacéo de 20 mL de meio em 48 h (B1) e alimentacéo de 20 mL
de meio em 48 h e 10 mL em 96 h (B2), sendo que todas as alimentacbes foram 10 vezes mais
concentradas que a do meio inicia. Além disso, também foi realizado o cultivo em batelada simples. Na
batelada simples, os resultados obtidos para conteido lipidico, biomassa e lipidios totais produzidos
foram de 42,9+ 0,8 %, 8,16 + 0,36 g L-1, 3,50 £ 0,14 g L-1 € 0,015 + 0,001 g L-1 h-1, respectivamente.
O melhor resultado foi para batelada-alimentada com alimentacéo em 48 h de 20 mL de meio de cultivo,
sendo obtidos valoresde 42,0 + 1,5 %, 13,42 + 0,58 g.L-1, 5,63 £ 0,11 g.L-1 € 0,020 +
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PRODUGCAO DE LIPIDIOS POR Rhodotorula mucilaginosa EM BATELADA
ALIMENTADA

1. INTRODUCAO

Os lipidios sado importantes para diversos ramos da industria, podendo ser
utilizados na alimentagdo, como suplemento alimentar, bem como na obtencéo de
biocombustiveis, como o biodiesel. Atualmente, a principal matéria-prima para o
biodiesel € de origem vegetal (ANP, 2016), instigando muitas discussdes sobre a
competitividade desta producdo em detrimento do uso para alimentacado humana
(KOIZUMI, 2015). Desta forma, a busca por alternativas para producdo desta
matéria-prima por outras vias se torna atrativa, resultando em diversos estudos
sobre a producéo de lipidios microbianos (CHANG et al., 2013; LI.; ZHAO; BAI,
2007). Estes micro-organismos podem ser microalgas, leveduras oleaginosas,
fungos filamentosos ou bactérias. Entretanto, as leveduras oleaginosas se
sobressaem por apresentar uma alta taxa de crescimento, além de poderem
assimilar uma vasta variedade de fontes de carbono (MOLINE; LIBKIND; BROOCK,
2012). O glicerol bruto, coproduto da produgéo de biodiesel, vem sendo utilizado em
diversos estudos como principal fonte de carbono em cultivos microbianos, isto
porque com a demanda crescente de biodiesel, h4 um aumento também da
disponibilidade deste quimico, sendo necessaria a busca por alternativas para o seu
uso. Neste contexto, Spier (2014) estudou a obtencdo de lipidios pela levedura
silvestre Rhodotorula mucilaginosa em batelada, utilizando como fonte de carbono o
glicerol bruto proveniente da industria de biodiesel.

Além da preocupagdo com a fonte de carbono do cultivo microbiano, é de
interesse estabelecer condi¢cdes que favoregcam o crescimento celular e o acumulo
de lipidios, como o0 modo de cultivo, que pode ser batelada, batelada alimentada ou
continuo. A diferenca entre estes modos € a forma como se alimenta o biorreator.
No processo em batelada alimentada, as alimentacbes sao intermitentes. A
vantagem de se utilizar o processo em batelada alimentada é a possibilidade de
regular a alimentagdo do substrato, impedindo a agéo inibitéria do mesmo sobre o
crescimento de biomassa e o acumulo de lipidios (SHULER; KARGI, 2012).

Desta forma, o presente trabalho propde avaliar diferentes estratégias de
alimentacao no cultivo em batelada alimentada da levedura silvestre R. mucilaginosa
em meio a base de glicerol bruto, verificando os efeitos sobre a biomassa, o teor de
lipidios e os lipidios totais produzidos.

2. METODOLOGIA

A levedura silvestre R. mucilaginosa foi utilizada no cultivo (OTERO, 2011),
estando depositada na Fundagcdo André Tosello (n® 7688). A mesma foi reativada
em agar YM (Yeast Malt), composto por 10 g L' glicose, 5 g L' peptona, 3 g L'
extrato de malte, 3 g L' extrato de levedura e 20 g L' &gar bacterioldgico,
incubando-se em estufa a 25 °C. A partir da raspagem de dois tubos da cultura



microbiana foi preparado o pré-inéculo, com a adi¢do de 10 mL de agua peptonada
0,1% em cada tubo, e posterior transferéncia para 180 mL de caldo YM contido em
um frasco Erlenmeyer. Ap6s incubacdo a 30 °C e 180 rpm em incubadora rotatoria
(Tecnal TE-424, Brasil), por 48 h, 20 mL de pré-in6culo foram transferidos para o
in6culo, mantendo-se as mesmas condi¢cées de incubacdo, até atingir no minimo
1x108 células mL, pelo acompanhamento em camara de Neubauer (SPIER, 2014).

O glicerol utilizado como fonte de carbono foi fornecido da empresa BS Bios
Industria e Comércio de Biodiesel Sul Brasil S/A, localizada em Passo Fundo-RS.

O processo em batelada alimentada foi conduzido em frascos Erlenmeyer
dispostos em incubadora rotatéria a 25 °C e 180 rpm (Tecnal TE-424, Brasil), com
volume inicial de meio de 200 mL, pH inicial de 4,5 e concentracdo de células de 10’
células mL'. O meio de cultivo foi o proposto por Spier (2014): 36,62 g L' glicerol
bruto, 5,0 g L' KH2PO4, 1,0 g L' Na2HPO4, 3,0 g L' MgS04.7H20 e 1,2 g L' extrato
de levedura. As estratégias em batelada alimentada estabelecidas foram B1 e B2,
onde B1 foi com alimentacdo de 20 mL de meio em 48 h e B2 foi com alimentagéo
de 20 mL de meio em 48 h e 10 mL em 96 h, sendo que todas as alimentagdes
foram 10 vezes mais concentradas que a do meio inicial. Além disso, também foi
realizado o cultivo em batelada simples.

Para a determinagdo da biomassa, foi utilizado o método de Choi e Park
(2003). Ao final do cultivo, os lipidios foram quantificados pelo método de Bligh e
Dyer (1959), modificado por Manirakiza, Covaci e Schepens (2001).

Os experimentos foram realizados em ftriplicata, empregando-se o teste de
Tukey para verificacdo de diferengas significativas entre as condigdes de cultivo
testadas, a 95% de confianga (p < 0,05).

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

As curvas de crescimento microbiano estao apresentadas na Figura 1, onde
as setas indicam as alimentacdes, observando-se claramente um prolongamento do
crescimento microbiano nos cultivos em batelada alimentada em comparagcao com a
batelada simples.

Os resultados obtidos para o processo em batelada simples para conteudo
lipidico, biomassa, lipidios totais produzidos e produtividade de lipidios foram
429 + 0,8 %, 8,16 £+ 0,36 g L', 3,50 + 0,14 g L' e 0,015 = 0,001 g L' h™,
respectivamente (Tabela 1). A partir destes resultados, confirmou-se que nao sé a
levedura R. mucilaginosa apresentou a capacidade de crescer em um meio
contendo glicerol bruto como fonte de carbono, como também, a concentracdo de
biomassa e os lipidios totais produzidos foram similares aos valores encontrados por
outros pesquisadores. Li et al. (2010) verificaram que a levedura R. mucilaginosa
TJY15a, quando cultivada em meio contendo hidrolisado de amido de mandioca
como fonte de carbono, apresentou o maior acumulo de lipidios (45,9% de conteludo
lipidico e 10,9 g L' de concentracdo de biomassa) em relagdo a outras fontes de
carbono.

Os resultados dos cultivos estdo apresentados na Tabela 1. Os cultivos B1 e
B2 apresentaram resultados iguais de lipidios totais e conteudo lipidico (p > 0,05).
Desta forma, o cultivo B1 pode ser visto como a melhor estratégia, uma vez que é
possivel afirmar que novas alimentacées no meio nao favoreceram um maior
acumulo de lipidios. O emprego desta estratégia de alimentacéo (B1) comparado ao
cultivo em batelada (Tabela 1) representou um aumento de aproximadamente



64 % na biomassa, 61 % nos lipidios totais produzidos e 33 % na produtividade de
lipidios. Este comportamento pode ser explicado pelo aumento da disponibilidade da
fonte de carbono e nitrogénio, permitindo um maior crescimento microbiano. O
mesmo foi observado por Saenge et al. (2011), que compararam o crescimento da
levedura R. glutinis utilizando glicerol bruto em batelada e em batelada alimentada,
verificando um aumento na produgdo de biomassa de 8,17 g L-'para 10,05 g L', e
também, consequentemente, um aumento nos lipidios totais de 4,33 g L' para
6,10 g L', sendo que em relagéo a produtividade o aumento foi de aproximadamente
46 %.

Tabela 1: Comparacao dos cultivos em batelada simples e batelada alimentada.

Ensaio Lipidios (%) Lipidios totais (g L'') Biomassa (g L)

(gL h)
Batelada 42,92+0,8 3,500 +0,14 8,16 ¢+ 0,36 0,015+ 0,001
B1 42,02+1,5 5632+0,11 13,42° + 0,58 0,020 2 + < 0,001
B2 4252+25 6,722 %0,79 15,76 2 £ 1,00 0,023 2 £ 0,003

B1: alimentacdo de 20 mL de meio em 48 h. B2: alimenta¢do de 20 mL de meio em 48 h e 10 mL em
96 h. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias.
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Figura 1. Curvas de biomassa x tempo. As setas representam os pontos de
alimentagdo. B1: alimentagdo de 20 mL de meio em 48 h. B2: alimentagdo de 20 mL
de meioem 48 he 10 mL em 96 h.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Diferentes estratégias de alimentacdo foram avaliadas no cultivo de R.
mucilaginosa em meio contendo glicerol bruto como fonte de carbono. Dentre estas,
B1, correspondendo a alimentagdo de 20 mL de meio concentrado em 48 h, foi a
que apresentou os melhores resultados, com incrementos de 64 % na concentracao

Produtividade de lipidios



de biomassa, 61 % nos lipidios totais produzidos e 33 % na produtividade de lipidios
quando comparado com a batelada simples.

Desta forma, a producdo de lipidios por R. mucilaginosa em batelada
alimentada pode ser vista como uma alternativa promissora para a produgao de
6leos vegetais. Além disso, o uso de glicerol bruto como fonte de carbono demonstra
que este processo pode agregar valor a cadeia produtiva do biodiesel.
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