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RESUMO

InvestigagOes foram realizadas com Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 para
producdo de biomassa e lipideos empregando residuos agroindustriais. Os estudos
iniciais envolveram o descarte de cenoura (Daucus carota L.), extrato de levedura e
peptona, uma solucéo rica em sais minerais, em fermentagdo submersa empregando
um planejamento fatorial completo 23, para avaliar a influéncia dos componentes do
meio no rendimento de biomassa e lipideos. Os resultados mostraram na condi¢éo 8
com o maior rendimento de biomassa (8,11 g/L) e acumulagdo de mais de 35% de
lipideos. Contudo, a producao maxima de lipideos foi 64,44%, na condicdo 1 (2% de
cenoura descartada e 1% de peptona), indicando que a cenoura é uma fonte de carbono
promissora para acumulacédo de lipideos. Em seguida, estudos comparativos foram
realizados com a casca de mandioca (Monihot esculenta), residuo da producéo de
farinha e com glicerol bruto, suplementando com substratos convencionais extrato de
levedura e peptona, empregando planejamento fatorial completo 23, para avaliar a
influéncia dos componentes do meio no rendimento de biomassa e acumulacdo de
lipideos por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295. Os resultados indicaram que a
condicao 8 (6% de cascas de mandioca, 1% de extrato de levedura e 3% de peptona)
influenciaram ao aumento da produc¢ao de biomassa (12,92 g/L), observando-se 398,02
mg de lipideos por g de biomassa, correspondendo a 30,42%. No entanto, em
porcentagem a maior acumulacéo de lipideos foi observada na condicdo 7 (2% de
cascas de mandioca, 1% de extrato de levedura e 3% de peptona), com 35,39% de
lipideos. Com o uso de glicerol bruto observou-se maior producdo de biomassa no
ensaio 6 (5% de glicerol bruto e 3% de peptona), produzindo 22,1g/L de biomassa,
699,60 mg de lipideos por g de biomassa, correspondendo a 31,64% de lipideos,
tornando-se eficiente na producdo de biomassa e lipideos, sendo o meio mais
econdmico e eficiente pela auséncia do extrato de levedura. Comparando os resultados
obtidos com residuo de cenoura e de mandioca observa-se que cenoura propiciou
elevada producgéo de lipideos, provavelmente devido ao maior conteddo em carbono,
fonte essencial para acumulacéo de lipideos. As biomassas formadas ricas em lipideos
geram perspectivas de utilizacdo em ragdo animal, na area de alimentos e de

cosmeéticos.
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Lipideos. Acidos Graxos.

ABSTRACT

Investigations were carried out with Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 in the
conversion to biomass and lipid production using agro-industrial residues. The initial
studies with the disposal of carrot (Daucus carota L.), yeast extract and peptone, a
solution rich in mineral salts, in submerged fermentation. Employing a complete factorial
design 23, to evaluate the influence of the components of the medium in the yield of
biomass and lipids. The results showed in condition 8 with the highest biomass yield
(8.11 g / L) and accumulation of more than 35% of lipids. However, the maximum
production of lipids was 64.44%, in condition 1 (2% of discarded carrots and 1% of
peptone), indicating that carrots are a promising carbon source for lipid accumulation.
Then, comparative studies were carried out with the cassava peel (Monihot esculenta),
residue from the indigenous village from the production of flour and with crude glycerol,
supplementing with conventional substrates yeast extract and peptone, using complete
factorial design 23, to evaluate the influence of the components of the medium in the
biomass yield and accumulation of lipids by Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295.
The results indicated that condition 8 (6% of cassava peels, 1% of yeast extract and 3%
of peptone) influenced the increase in biomass production (12.92 g/ L), being observed
398.02 mg of lipids per g of biomass, corresponding to 30.42%. However, in percentage,
the highest accumulation of lipids was observed in condition 7 (2% of cassava peels, 1%
of yeast extract and 3% of peptone), with 35.39% of lipids. The use of crude glycerol was
observed higher biomass production in test 6 (5% crude glycerol and 3% peptone),
producing 22.1 g / L of biomass, 699.60 mg of lipids per g of biomass, corresponding to
31.64% of lipids, making it the most efficient medium in the production of biomass and
lipids, being the most economical medium due to the absence of yeast extract. These
results were confirmed by the Pareto diagrams. Comparing the results obtained with
carrot and cassava residue, it is observed that carrots provided high lipids, probably due
to the higher carbon content, an essential source for lipid accumulation. The biomasses
formed rich in lipids generate prospects for use in animal feed, in the area of food and

cosmetics.

Keywords: Fatty Acids. Renewable Substrates. Biomass. Agroindustrial wastes.



CAPITULO |



21

1 INTRODUCAO

A producao de biodiesel tem sido incentivada por ser um combustivel renovavel,
biodegradavel e nédo téxico obtido pela transesterificacdo de um 6leo ou gordura com
um alcool monovalente, formando ésteres metilicos ou etilicos de &cidos graxos
(biodiesel) e glicerol bruto. Dessa forma, grandes quantidades de glicerol bruto é gerado
na sintese do biodiesel a partir de 6leos vegetais, sendo um dos grandes problemas
enfrentados por esse setor devido ao aumento do uso das areas de oleaginosas para
atender a crescente demanda do mercado, promovendo a competicao pela producéo
de biocombustiveis(BEATRIZ et al. 2011; YANG et al., 2012; POLI et al., 2015).

Neste sentido, torna-se fundamental encontrar estratégias biotecnolégicas que
possam servir de alternativas para converter estes residuos liquidos e sdélidos,
respectivamente, em elevado valor agregado. Dessa forma, os lipidios de fonte
microbiana, ricos em triacilgliceréis, os quais podem ser convertidos em ésteres
metilicos de &cidos graxos (FAME - Fatty Acids Methyl Esters). Averiguou-se também,
gue a producéo de lipidios por fungos possui inimeras vantagens devido ao seu rapido
crescimento, menor susceptibilidade a alteracdes por estacdo, local e clima, maior
facilidade de ampliacdo de escala. (THIRU et al, 2016; BARDHAN et al., 2020).

Assim, a producdo de biocombustiveis de segunda geracao a partir da biomassa
lignocelulodsica, principalmente o bioetanol, continua sendo uma tecnologia desafiadora,
considerando os requisitos especiais de equipamento de custo mais elevado, além do
consumo de 4gua pesada, tornando-se uma tecnologia de producéo complexa (SINDHU
et al., 2016; ABDUH et al., 2017).

Segundo Santos (2013) e Silva (2013), o uso de subprodutos industriais vém se
tornando importante para a economia e 0 meio ambiente, uma vez que podem evitar
possiveis impactos ambientais. Além disso, os residuos agroindustriais podem ser
utilizados para crescimento de micro-organismos e recuperacdo de biomassa em
diversas areas da biotecnologia, como saude, agricultura, energia e meio ambiente.

Contudo, a producéo de etanol celulésico ndo se apresenta economicamente viavel,
e torna-se ambientalmente hostil, demonstrando a necessidade urgente de se identificar
outras fontes e tecnologias com potencial para a producdo de biocombustiveis,
indicando também, o reaproveitamento dos residuos (BANAT et al., 2014; SATPUTE et
al.,, 2017). A biomassa é considerada matéria-prima para a bioenergia, cujas
transformacgdes em energia podem transitar pelas formas de biocombustiveis (biodiesel
e etanol) (SILVA, 2016).

As matérias-primas sao classificadas em duas categorias principais: a) culturas de
cana-de-acucar, amido, sorgo doce, e as lignocelulésicas, culturas oleaginosas, silagem

de grama, culturas marinhas, ou seja, algas; e b) residuos de produtos como 6leo de
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cozinha, sebo, residuo lignocelulésico, residuos ou rejeitos de mandioca, como
resultado do processo de extracdo do amido que ainda pode conter um valor significante
do amido ndo extraido, tornando-se fonte de carboidratos de rapida fermentacao
(CARDOSO, 2004), além da casca de arroz, bagaco de tomate, extracdo de madeira e
residuos orgéanicos industriais. Em termos econémicos, € importante destacar que os
usos de substratos renovaveis oferecem excelente finalizagdo para outros mercados
(BANAT et al., 2014; SATPUTE et al., 2017). A cenoura apresenta-se como substrato
de elevado teor de lignina, hemicelulose e celulose, possibilitando o seu uso como fonte
de carbono e substrato alternativo (OLOFSSON et al., 2017).

Uma grande variedade de substratos ndo-convencionais como residuos ricos em
carboidratos, Oleos vegetais, acidos graxos, n-alcanos, etanol, glicerol e acidos
organicos tém sido utilizados como fontes nutricionais para a produgéo de biomassa rica
em lipideos (PAPANIKOLAOU; AGGELIS 2011). Investigacdes dirigidas para uma
abordagem mais economicamente viavel e ambientalmente amigavel torna-se
fundamental para a producdo de biomassa rica em lipideos, reforcando o conceito da
bioeconomia circular (SATPUTE et al., 2017), por meio da biotransformacéo dos
residuos agroindustriais por via microbiana (XU et al., 2016; OLOFSSON et al., 2017).
A contribuicdo desse estudo esta baseada na literatura que afirma ser uma alternativa
atraente e de baixo custo a producdo de biomassa oleaginosa por fungos filamentosos
(THLVEROS et al., 2014; AURORA et al., 2019). E ainda, € direcionada para a divisao
Mucoromycota, particularmente de fungos oleaginosos os produtores de &cido
araquidbnico e &cidos graxos poliinsaturados, que podem no futuro levar ao
desenvolvimento de produtos farmacéuticos (INNES e CALDER, 2018; KOSA et al.,
2018; PATEL et al., 2020).
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2. OBJETIVOS

2.10bjetivo Geral

Produzir e extrair lipideos obtidos a partir da biomassa de Rhizopus arrhizus var.
arrhizus UCP 1295 em fermentacdo submersa, utilizando substratos agroindustriais,
como fontes de carbono.

2,2 Objetivos Especificos

e Avaliar a produgéo de biomassa por R. arrhizus var. arrhizus usando como
fonte de carbono o descarte de cenoura, caldo das cascas de mandioca e
glicerol bruto em diferentes concentracdes, em fermentagdo submersa;

e Comparar a producao de biomassa por R. arrhizus var. arrhizus utilizando as
diferentes fontes de carbono;

e Extrair lipideos de todos os ensaios realizados a partir biomassa produzida
por R. arrhizus var. arrhizus com diferentes fontes de carbono;

e Avaliar a acumulacado de lipideos por R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295
utilizando as diferentes fontes de carbono;

e Analisar estatisticamente os dados obtidos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Lipideos

Os lipidios sao moléculas criticamente importantes, com muitas funcdes
essenciais. Eles sdo os principais constituintes de todos os compartimentos da
membrana e sdo os principais determinantes das interagdes dentro e entre as estruturas
celulares. As células investem um esfor¢co substancial na producdo de milhares de
espécies lipidicas; no entanto, nosso conhecimento das implicacées dessa diversidade
lipidica esta atrasado em nossa compreensdo de proteinas e acidos nucléicos
(STORCK, OZBALCI e EGGERT, 2018). As propriedades fisico-quimicas dos lipidios
dependem de suas estruturas quimicas, entdo, é crucial primeiro compreender a
extensdo da diversidade quimica de lipidios e como as membranas diferem na
composicao lipidica antes de abordar as consequéncias biolégicas da diversidade
lipidica.

A composicao lipidica afeta as propriedades fisicas da membrana, cuja relevancia
biolégica esta se tornando mais clara. Por exemplo, os acidos graxos poliinsaturados
nos glicerofosfolipidios reduzem a rigidez da membrana e afetam os processos que
acompanham a deformacédo da membrana (HARAYAMA, RIEZMAN, 2018; CASARES,
ESCRIBA, ROSSELLO, 2019).

No Planeta Terra h4 uma pequena gama de micro-organismos eucarioticos, onde
as espécies oleaginosas, podem acumular lipidios de armazenamento celular na
biomassa. Alguns desses lipidios, contém altas proporcbes de acidos graxos
poliinsaturados com uma grande importancia tanto nutricional como comercial; estes
sdo conhecidos como 6leos unicelulares. Os acidos graxos poliinsaturados (PUFAS),
como 4cido araquidénico (ARA), acido gama linolénico (GLA), acido
eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaendico (DHA), tém papéis estruturais e
funcionais cruciais nos eucariontes superiores e sdo recomendados para preveng¢ao ou
tratamento de doengas cronicas, como cardiovasculares e inflamatérias (BELLOU et al.,
2016 ; HULBERT et al., 2005 citados por YAO et al., 2019).

3.2 Acidos Graxos Poli-insaturados (PUFAS)

Os acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) possuem 18 ou mais carbonos,
apresentando dois ou mais metilenos intercalados por uma ligagéo dupla. Dependendo
da posicéo da primeira ligacdo dupla proxima ao grupo metil terminal do &cido graxo, os

PUFAs podem ser designados por 6mega (®-) ou (n-) seguidos de numeros e
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classificados em 2 grupos majoritarios: familia do -6 (ou n-6) e -3 (n-3) (HOU, 2005).
Os produtores de PUFAs sdo plantas, alguns microrganismos (fungos filamentosos,
leveduras, microalgas e bactérias). Algumas espécies de animais como o ser humano,
€ incapaz de sintetizar os acidos graxos poli-insaturados (»-3 e ®-6) pela falta das
enzimas dessaturases e elongases. Na figura 1, séo observadas essas cadeias. Porém,
os mamiferos podem metabolizar estes dois acidos graxos, considerados essenciais,
obtidos da dieta alimentar para formar outros acidos graxos poli-insaturados e mais
longos para necessidades metabdlicas (LEE et al., 2016).

Em mamiferos, os acidos graxos poli-insaturados tém uma importante funcéo
estrutural, modulando a fluidez e a permeabilidade da membrana. Ainda agem
localmente em diversos mecanismos sinalizadores que tém efeitos em fungbes celulares
induzindo quimiotaxia, permeabilidade vascular, inflamagdo, vasoconstricdo entre
outros. Podem esses acidos graxos, ser classificados de acordo com o numero de
duplas liga¢6es entre os carbonos da cadeia (NELSON & COX, 2014). Os acidos graxos
saturados (SFA), como o acido estearico, ndo possuem ligacées duplas. Os acidos
graxos monoinsaturados (MUFA), como o acido oleico, tem uma ligagao dupla. E ainda
segundo, Nelson & Cox (2014), os acidos graxos poli-insaturados (PUFAs), como acido
linoleico, acido araquiddnico (AA) e acido docosa-hexaendico (DHA) tém duas ou mais
ligacGes duplas.

Figura 1- A classificacdo dos acidos graxos ndo esterificados é de acordo com a
presenca, numero e geometria de duplas ligacbes (A). (B) Caminhos metabdlicos da

sintese de acidos graxos o-3 e o-6.
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FONTE:( ELINDEREF; LIIN, 2017, Adaptado pelo autor).

Por ser alto o custo a escassez das fontes convencionais de PUFAs, o uso de 6leos
unicelulares (SCOs), como fonte alternativa de acidos graxos essenciais recebeu
crescente interesse devido a sua alta produtividade e baixa exigéncia de terra (FANG et
al., 2016 citado por YAO et al., 2019), apresentados na tabela 1.

Por ter um consumo pequeno de PUFAS na maior parte do mundo aumenta o risco
de doencas em humanos (SAINI et al, 2018). O cancer, doencas cardiovasculares,
diabetes, obesidade e osteoporose sao as principais doencas crbnicas relacionadas a
dieta e sedentarismo. Como outras fontes alimentares, os lipidios desempenham papéis
criticos na prevencdo e ocorréncia de todas estas doencas (BERQUIN et al, 2008;
FREDMAN & TABAS, 2017). Para aumentar a ingestdo de PUFAs, ha propostas de
estratégias para tal, como: o consumo de peixes marinhos ricos em PUFASs; Ingestao
de alimentos com produtos ricos em PUFAs, como 6leo vegetais, 6leos de castanhas
oleaginosas (SAINI, et al 2018); Aumento da quantidade de PUFAs em plantas
oleaginosas por biotecnologia (GARG, 2006).

Tabela 1 — Principais acidos graxos poli-insaturados que podem ser obtidos a partir da

dieta
Acido Graxo Abreviatura

Familia n-3
9,12,15-Octadecatrienoico (linolénico) C18:3 n-3
5,8,11,14,17-Eicosapentanoico (EPA) C20:5n-3
4,7,10,13,16,19-Decosaexandico (DHA) C22:6 n-3

Familia n-6
9,12-Octadecadienoico (linoleico) C18:2n-6
5,8,11,14-Ecosatetraenoico (araquidbnico) C20:4 n-6

Fonte: Adaptacéo do Autor (2019)

A fonte principal que contém PUFAs é peixe de 4gua marinha e tem sido
amplamente utilizado na indUstria de alimentos em conjunto com os 6leos vegetais para
obter concentrados de PUFAs. Segundo a FAO, consumo mundial de peixe tem
crescido, e em 2016 atingiu o recorde de 20 kg por pessoa/ano. No entanto, a disputa
de mercado do pescado entre o consumo e a suplementacdo dietética, aumenta
substancialmente o pre¢co do peixe e encarece 0s produtos derivados. Outra

desvantagem, é que a grande maioria da producdo de pescado explora 0s recursos
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naturais marinhos, e com o aumento dessa demanda, o0s niveis podem ficar
insustentaveis.

A producdo de PUFAs por métodos alternativos, como a biotransformacao
mediada por fungos filamentosos, pode ser uma das alternativas para suprir a demanda
desses acidos graxos destinados como suplemento na alimentacao.

3.3 Fungos Filamentosos produtores de Acidos Graxos

Fungos sdo organismos eucariéticos, uni ou pluricelulares, heterétrofos e podem
se reproduzir de forma sexuada e assexuadamente. Sendo a maioria anaerdbios, com
temperatura de crescimento entre 25 a 30°C e pH entre 4 e 7. Os fungos sao utilizados
em muitos processos biotecnoldgicos, tais como a producdo de quitina, quitosana,
bioemulsificantes, vitaminas, enzimas, polissacarideos, lipidios, pigmentos e outros
processos de producédo de alimentos (KUO; TSAI,2010; PAREEK et al.; SALAM et al.;
2011;ABU-ELREESH-HALEE, 2014; et al.; PEREIRA et al.; 2017).

Os microrganismos oleaginosos produtores de 6leo microbiano, também conhecido
como SCOs, contém> 20% de lipidios de sua biomassa celular podendo alcancar
acumulo excessivo alterando especificamente a via metabdlica microbiana (KOSA e
RAGAUSKAS, 2011 ; LEDESMA-AMARO, 2015 ; RATLEDGE, 1991 citados por YAO
etal., 2019).

No século XX, o interesse de outros paises e principalmente os EUA e 0 Reino
Unido em relacdo a producdo de SCOs na aplicacdo em industrias de alimentos,
tratamento de 4&gua, farmacéuticas e demais. (WOODBINE 1959 citado por
PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2019). Contudo, no inicio dos anos 50 ocorreu um
consideravel desenvolvimento na pratica agricola, de fato, que os 6leos comuns
derivados de fontes microbianas (ou seja, lipidios ricos em acidos oleico, linoleico
e a- linolénico) nunca seriam capazes de competir economicamente com o0s 6leos
basicos a granel, como 6leo de soja, 6leo de girassol e 6leo de colza (RATLEDGE;
WYNN, 2002 citados por PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2019 ).

Devido a capacidade de crescimento em substratos simples e de baixo custo, e
por produzir diversos metabdlitos, onde sdo utilizados em muitos processos nas
diferentes areas indastria como na producdo de glicolipidios, lipidios, pigmentos,
polissacarideos, enzimas e vitaminas. Portanto pesquisas estdo sendo realizadas por
seu potencial biotecnolégico (MEYER, 2018). Na tabela 2, estudos relatam variedades
de micro-organismos oleaginosoS para o acumulo de lipidios utilizando diferentes fontes

de carbono presentes em substratos de baixo custo. Em termos de produc¢éo de SCOs,
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leveduras oleaginosas tém inumeras vantagens, assim, como bactérias, fungos e
microalgas com base em sua alta taxa de crescimento e rendimento lipidico. InGmeros
esforcos foram feitos na producdo competitiva de lipidios, combinando o uso de
matérias-primas baratas com a casca de mandioca e o glicerol bruto (QIN, Lei et al.,
2017))

Tabela 2 - Quantidade de lipidios acumulados por diferentes espécies de Mucorales

Espécie Fonte de carbono  Lipidio Fonte
(% da biomassa seca)

Thamnidium Glicose 64,1 Papanikolaou et al.

elegans (2010)

Thamnidium Frutose 65,9 Papanikolaou et al.

elegans (2010)

Thamnidium Sacarose 64,6 Papanikolaou et al

elegans (2010)

Mortierella isabelina Casca de arroz 64,3 Economou et al.
hidrolisado (2011)

Mortierella isabelina  Farelo de trigo 53,0 Zeng et al. (2013)

Mortierella isabelina Soro de  leite 21,3 Demir et al. (2013)
coalhado

Fonte: Autoria propria (2019).

As abordagens filogendmicas tém o potencial de melhorar a confian¢ca sobre as
interrelacbes das espécies na ordem Mucorales na arvore fingica da vida. As espécies
de Rhizopus sédo especialmente importantes como patdgenos vegetais e animais e
fermentadores bioindustriais para a producdo de alimentos e metabdlitos. Um conjunto
de dados de 192 genes ortélogos foi utilizado para construir uma arvore filogenética de
21 cepas de Rhizopus, classificadas em quatro espécies isoladas de habitats de
importancia industrial, médica e ambiental. A figura 2 s&o demostradas as semelhancas
das espécies na morfologia e fisiologia. O género Rhizopus consiste em trés grandes
clados, com R. microsporus como espécie basal e linhagem irma de R. stolonifer e duas
espécies intimamente relacionadas R. arrhizus e R. delemar (GRYGANSKYI et al.,
2018).

Figura 2 - Filogenia de méaxima verossimilhanga baseada em genoma e filogenia

de parcimdnia com base em caracteres ndo moleculares. (A) Arvore de méaxima
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verossimilhanca enraizada do género Rhizopus com base em 192 genes ortélogos. (B)
Arvore de parciménia ndo enraizada de 16 caracteres ndo moleculares (14
micromorfolégicos e dois ecoldgicos). Os dados morfologicos e fisiologicos para
diferentes linhagens da mesma espécie sao consolidados na arvore, exceto para
aquelas que diferem em pelo menos um caractere. Ramos grossos indicam valores de

bootstrap estatisticamente significativos.

A. RAXML NRAL 21447, 41Mb B. Parsimony
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M. circinelloides

03 1 change
Fonte: GRYGANSKY!I et al., 2018

Rhizopus (Ehrenb. 1821) € um género de fungos zigomicetos saprotréficos
(Mucoromycotina, Mucoromycota) que é onipresente no solo, excremento de animais e
vegetacdo em decomposi¢cdo (PIDOPLICHKO e MIL'KO 1971). O género é
especialmente relevante para empresas humanas. Por exemplo, certas espécies podem
atuar como patégenos vegetais que afetam as culturas, algumas sao produtoras de
enzimas na biofermentacdo industrial e outras sdo usadas como agentes de
fermentagdo na producdo de alimentos. Além disso, certas espécies sdo agentes
causais de doengas em animais, incluindo seres humanos, e sdo usadas como
organismos modelo no estudo da biologia celular e molecular dos fungos ( ABE et al.,
2006 , OGAWA et al., 2004 , SAITO et al., 2004 , MUSZEWSKA et al., 2014 ).

Durante séculos, as espécies Rhizopus tém sido usadas na produgédo de
produtos fermentados, como tempeh e ragi (OGAWA et al., 2004, DOLATABADI et al.
2016). Dada a importancia do Rhizopus na saude humana e na industria, € necessario

um sistema de classificacdo robusto para refletir as principais diferencas entre as
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espécies e como as relacdes entre as espécies se correlacionam com as propriedades
relacionadas as atividades humanas. Tradicionalmente, as espécies tém sido
diferenciadas com base em caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas discretas, como
temperatura maxima de crescimento, formacdo de estruturas morfolégicas
(clamidosporos, esporangios e rizéides), curvatura da columela, caracteristicas de

esporangiéforos (cor, forma e tamanho), esporangios diametro (INUI et al., 1965).

As espécies do fungo filamentoso Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295
(Figura 3) vem sendo utilizado desde a antiguidade na obtencdo de condimentos e
alimentos, salientando a grande importancia econémica desse fungo, apesar de serem
conhecidos como grandes patégenos oportunistas (DOLATABADI et al., 2015;
LONDONO-HERNANDEZ et al., 2017; DOTIS et al., 2019).

Figura 3- Caracteristicas macroscoépicas de Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295

cultivadas em agar Saboraud. rizéides e esporangios sob 0 microscépio 6ptico.

Fonte: Autoria prépria.

3.4 Substratos Alternativos (Residuos Agroindustriais)

A 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 no meio ambiente e podendo
causar danos a flora e fauna presentes, desequilibrando ecossistemas. Os residuos de
origem agroindustrial sdo considerados promissores nos processos fermentativos, tanto
por fermentacdo submersa, como em estado solido, por possuirem um elevado valor
nutritivo em suas moléculas. Assim sendo, as sobras agroindustriais vém sendo

empregados como fontes de carbono e nitrogénio favorecendo o crescimento
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microbiano e a produgdo de metabdlitos (MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011,
MENESES, 2016 citados por DA COSTA LIMA et al., 2019).

3.4.1 Glicerol Bruto da Sintese de Biodiesel

O Biodiesel, uma mistura combustivel proveniente da reacdo de
transesterificacdo de 6leos vegetais ou gordura animal na presenca de um catalisador
em meio alcodlico, originando alquil ésteres derivados de &cidos graxos e o glicerol
como coproduto (LOBO; FERREIRA, 2009; RAMOS et al., 2009; FELIZARDO et al.,
2006 citados por PEITER, 2016).

O glicerol é o principal coproduto, também chamado de glicerina, na forma pura
possui inUmeras aplicagfes industriais, como por exemplo em aditivos para a inddstria
de cosméticos, de medicamentos, de alimentos e industria quimica em geral
(VASCONCELOS, 2012 citados por PEITER, 2016). A sobra de glicerol gerado como
subproduto do combustivel biodiesel e da producdo oleoquimica esta resultando no
desligamento das plantas tradicionais de producao / refino de glicerol e novas aplicacdes
sd80 necessarias para esta agora abundante fonte de carbono.

Por ser um combustivel renovavel e biodegradavel, o biodiesel passa as ser uma
alternativa. E sua producdo pode cooperar com o desenvolvimento econémico de
diversas regifes do Brasil, sendo possivel explorar melhor cada regido de acordo com
alternativa de matéria-prima. Tendo um impacto social com a geracao de emprego e
renda. A figura 4 demonstra um modelo descritivo geral da producéo de biodiesel, tendo
como base a técnica de modelagem IDEFO (Integration Definition for Function Modeling)
(DE OLIVEIRA; DA ROSA, 2010).

Figura 4 — Cadeia produtiva do biodiesel

Insumos S ] .
Venda lelldo inverso

Produgio da maténa-prima .
Distribuicdo ANP
Producio do dleo

v

Producio de biodiesel I

Consumidor

Fonte: DE OLIVEIRA; DA ROSA (2010
A Lei Federal n°®12.305 / 2010, trata da politica brasileira de residuos sdélidos,

e traz suas diretrizes sobre gestéo integrada e gestao de residuos solidos. O descarte
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correto dos residuos inclui reutilizag&o, reciclagem, compostagem , recuperagao e uso
de energia ou outros destinos permitidos pelas autoridades competentes, incluindo o
descarte final, observando regras operacionais especificas para evitar danos ou riscos
a saude publica, minimizar os impactos ambientais adversos. Compreendendo a
legislacdo, o residuo sélido € um material, substancia, objeto ou o resultante de
atividades humanas (Diario Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 2010
citado por ORO et al., 2019). Sendo a glicerina uma substéncia derivada da producao
de biodiesel, pode ser introduzida como alimento para animais como frangos de corte
devido ao alto nivel de glicerol, um composto de alta energia, representando
possibilidade de reducédo dos custos de producdo (LAGE, 2010; LIMA et al., 2012;
ARAUJO et al., 2019).

3.4.2. Cenoura (Daucus carota) de descarte de feira organica

A cenoura (Daucus carota) é uma planta originaria no norte da Africa, mais
especificamente na regido do mediterraneo, pertencente a familia das Umbeliferas
(Apiaceae). Sua introdugdo no Brasil ocorreu juntamente com o0 processo de
colonizacdo e expansao portuguesa no pais no século XVI. Entretanto, pressupfe-se
gue as primeiras lavouras s6 foram instaladas no século XIX no Sul do pais (VILELA e
BORGES, 2008).

Um dos seus principais componentes € a presenca em grande quantidade de [3-
caroteno, substancia precursora da vitamina A, responsavel por diversas funcdes na
nutricdo humana. A tabela 3 mostra as propriedades nutricionais da cenoura. A
presenca de acucares solUveis (como sacarose, glicose e frutose) também se destaca
em quantidade neste vegetal, chegando a representar 70% da matéria seca das raizes
(FINGER et al., 2005).

Tabela 3- Composicao nutricional da cenoura (100g).

Componentes Unidades Quantidades
Cobre Ug 0,1

Lipidios G 0,2
Carboidratos G 7,7

Fibras G 3,2
Proteinas G 1,3

Sadio Mg 3,3

Potassio Mg 314,8

Célcio Mg 225

Ferro Mg 0,2
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Zinco Mg 0,2
Vitamina C Mg 51
Fosforo Mg 27,9

Fonte: Autoria propria, 2019

As cenouras sao grandes fontes de fibra dietética, antioxidantes, minerais e [3-
caroteno. As cenouras, originalmente, apareciam com cores puarpura, branca e amarela.
E considerado o alimento com maior quantidade de B-caroteno, além disso, tem seu
consumo recomendado por ser uma grande fonte de fibra e potassio (GONZAGA e
RODRIGUES, 2001).

3.4.3. Casca da mandioca (Manihot esculenta) de farinhada em Aldeia indigena

Da familia das Euforbiaceas, a mandioca (Manihot esculenta Crantz), é uma das
culturas mais difundidas no pais devido sua facilidade de cultivo, diversidade genética,
resisténcia a pragas, capacidade de regeneracao e adaptacao ecolégica sendo utilizada
na fabricacdo de produtos alimenticios e uso industrial (EMBRAPA, 2003). A safra de
produtividade média de mandioca no Brasil de 2018/2019 correspondeu a 19.301.000
toneladas (SEAB, 2020).

Parte do processamento é residuo das raizes da mandioca (Manihot esculenta
Crantz) saudaveis, limpas e secas, que sado 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 composicdo nutricional da manipueira é
excelente, devido a presenca de minerais, como fésforo, potassio, magnésio; além de a
manipueira ser boa fonte de acuUcares fermentesciveis e nitrogénio, favoravel ao
crescimento de micro-organismos, esta pode ser também utilizada como fertilizante
(DUARTE et al., 2012).

O vegetal mandioca (Manihot esculenta Crantz) é um arbusto tropical perene da
familia Euphorbiaceae. A mandioca é uma espécie que produz raizes tuberosas com
alto teor de amido, as quais séo utilizadas como alimento por milhdes de pessoas em
diversos paises (SILVA et al., 2011). O Brasil ocupa a segunda posi¢cdo entre 0s
produtores mundiais de mandioca, com produc¢éo estimada de 24 milhdes de toneladas
de raizes frescas de mandioca em aproximadamente dois milhées de hectares (IBGE,
2015). A mandioca (Manihot esculenta Crantz) caracteriza-se por ser uma excelente
opcao para alimentagdo animal, por ser fonte de carboidratos, proteinas, vitaminas,
minerais e carotenoides (MODESTO et al., 2004; MONTAGNAC et al., 2009). A

mandioca é cultivada com foco na producgéo de raizes para consumo proprio ou com
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fonte de renda, enquanto as folhas sao deixadas na prépria lavoura, sem nenhum tipo
de aproveitamento. Por outro lado, diversos estudos tém demonstrado que, dentro de
certos limites, a substituicdo de alimentos convencionais pelos derivados da mandioca,
a exemplo da silagem da parte aérea e feno, ndo afeta negativamente o desempenho
animal em ruminantes. Em diversos paises africanos a mandioca é considerada uma
cultura de seguranca alimentar pela sua ampla adaptacéo a solos marginais e condicdes
irregulares chuvas, condicbes estas que sao limitantes para a maioria das culturas
agricolas convencionais (ADJEBENG-DANQUAH e SAFO-KANTANKA, 2013).

Neste sentido, a Tabela 4 apresenta a composicdo centesimal da raiz de
mandioca, sendo observado que carboidratos (94,10%) é o maior constituinte. Portanto,
o liquido produzido das cascas da mandioca por prensagem € denominado de
manipueira que em tupi-guarani significa “o que brota da mandioca”, com elevado
impacto ambiental e toxidade. O carboidrato obtido € um glicosidio caracteristico da
planta de mandioca a laminarina, que esta presente em todas as partes da planta. A
elevada toxidade da manipueira é devido ao processo de hidrélise da laminarina que
origina a glicose, acetona e o acido cianidrico [28]. O HCN é portanto, um componente
altamente téxico, que apresenta com 38,00% na matéria seca. Observa-se ainda, outro
componente em segundo lugar o 4cido fitico com 76%, seguido de sédio com 56,00%.

Tabela 4- Composicao centesimal da raiz e casca de mandioca (Manihot esculenta)

Componentes da raiz % Componentes | %
da casca
Umidade 71,5 Matéria seca mg/Kg
Matéria seca Manganés 12,00
Proteina bruta 0,43 Ferro 18,00
Carboidrato 94,10 Cobre 8,40
Cinza 2,40 Boro 3,30
Minerais da cinza g/Kg 7,20 Zinco 24,00
Nitrogénio 0,84 Molibdénio 0,90
Fosforo 0,15 Aluminio 19,00
Potassio 1,38 outros -
Calcio 0,13 Oxalato 0,32
Magnésio 0,04 HCN 38,00
(mg/1009)
Sodio 56,00 Acido fitico 76,00

Fonte: Oke [29]
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No nordeste do Brasil, a mandioca é processada em pequenas unidades fabris,
as chamadas “casas de farinha”, situada nas aldeias indigenas, comunidades e
associacfes. Os equipamentos sdo primitivos e, em sua maioria, fabricados & méo, no
proprio meio rural. Todos os membros da familia trabalham na “desmancha” e a forga
humana ainda é largamente utilizada, embora ja existam muitas unidades que dispdem
de motores a explosao (SCHOLZ, 1971). O uso das cascas de farinha é antigo, desde
o periodo dos indios, e até hoje ainda se mantem viva, nas comunidades rurais menos
favorecidas, onde, no Brasil Colonial, a mandioca era transformada em farinha. Na
biotransformacdo para a biomassa € composta por celulose, hemicelulose, lignina,
extrativos, cinzas e outros componentes menos representativos (LIMA, 2013; DA
COSTA et al.; 2020 ), numa estrutura vegetal cristalina altamente estavel que deve ser
rompida, a partir de pré-tratamento a fim de disponibilizar celulose e hemicelulose (DIAS
et al, 2013).

Em muitos locais, a transformacédo da raiz da mandioca ainda é processada por
métodos primitivos, herdados tradicionalmente dos indios, primeiros cultivadores dessa
espécie, onde a casca da mandioca é descartada sem nenhum aproveitamento.
(BEZERRA, 2006).

3.4.3.1 Danos ambientais causados por mandioca (Manihot esculenta)

A mandioca por prensagem produz um liquido denominado de manipueira que
em tupi-guarani significa “o que brota da mandioca”, apresentado grande impacto
ambiental, com elevada toxidade, devido a presenca de glicosidio caracteristico da
planta de mandioca (laminarina), presente em todas as partes da planta e que por
hidrolise origina a glicose, acetona e o acido cianidrico (BRANCO, 1979).

Segundo HESS (1962) uma tonelada de mandioca produz cerca de 300L de
manipueira e uma tonelada de raizes de mandioca/dia equivale a polui¢cdo ocasionada
por 200-300 habitantes/dia.

Recentemente, estudos realizados em processos biotecnolégicos demonstraram
o potencial de Mucor subtilissimus UCP 1262 e Lichtheimia hyalospora UCP 1266, na
bioconversdo de manipueira na producgéo de biomassa e sintese de quitosana (SOUZA
et al., 2020).
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RESUMO

Apesar das vantagens apresentadas pelos lipideos microbianos ndo sdo amplamente
utilizados pelas indastrias devido ao alto custo de producdo, associado a baixa
produtividade e ao uso de substratos caros. Nesse sentido, é crescente o estudo por formas
alternativas para obtencdo dos lipideos microbianos. A utilizacdo de substratos
agroindustriais € uma maneira de reduzir os custos de producéo e valorizar a rica fonte de
nutrientes presentes nesses substratos. Nesse sentido, o presente estudo tem como
objetivo explorar o potencial de producéo de biomassa pelo fungo Rhizopus arrhizus UCP
1295 com aproveitamento na obtencdo de lipideos, utilizando cenoura descartada como
fonte de carbono. A producéo de biomassa fangica ocorreu por fermentagdo submersa e
um planejamento fatorial composto de 23 foi realizado a fim de avaliar a influéncia das
fontes de carbono na otimizagdo do processo. Em seguida a biomassa foi extraida para
avaliar as condigbes onde h& maior producdo de lipideos. No ensaio 8 foi possivel
observar a maior producdo de biomassa, 8,11 g/L. na biomassa fungica, se obteve mais
de 20% de lipideo em todas as condicOes testadas, o que indica que o fungo é micro-
organismo oleaginoso. Contudo, a maior producéo se obteve na condi¢do 1 (64,44%) com
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2% de cenoura de descarte e 1% de petona, 0 que indica que a cenoura ¢ uma fonte de
carbono promissora para acumulacdo de lipideos pelo fungo.

Palavras-chave: Lipideos; fungos Mucorales; residuos agroindustriais, Single Cell Qils
INTRODUCAO
A busca por fontes renovaveis de energia aumentou nos Gltimos anos, devido ao uso
incessante dos combustiveis fosseis que estdo ficando escassos e a crescente poluicdo
ambiental (ATHENAKI et al., 2018). Os 6leos vegetais comestiveis e ndo comestiveis
ricos em triacilglicer6is neutros (TAGSs), sdo fontes convencionais como combustivel
alternativo, o biodiesel. No entanto, essa matéria-prima convencional, ndo ira suprir a alta
demanda de biocombustiveis sem acarretar em valores decrescentes de varios produtos
alimenticios (ATHENAKI et al., 2018; DIWAN et al., 2018). Portanto, a busca de fontes
alternativas, renovaveis e sustentaveis de matérias-primas oleaginosas torna-se
imprescindivel.
Neste contexto, existe um grande interesse na producdo de 6leos microbianos como
alternativa promissora para a obtencédo de biodiesel, podendo alcancar elevados niveis de
lipideos, independentemente de sazonalidade, clima e sem utilizar grandes extensdes de
terra (RATLEDGE, 2004; CERTIK et al., 2006). Diversos micro-organismos sdo capazes
de acumular lipideos, comumente denominados 6leos de células simples (SCO, do inglés
single cell oils), desempenhando papel fundamental na substituicdo do biodiesel vegetal
(VICENTE et al., 2009; LIANG e JIANG, 2013). Tradicionalmente, 0os micro-
organismos que podem acumular mais de 20% de lipideos do seu peso seco, podendo
chegar até 70% durante o periodo de estresse metabolico, sdo considerados micro-
organismos oleaginosos (ROSSI et al., 2011; ZHENG et al., 2012; KOSA et al., 2018).
Por razGes ambientais e econémicas, a obtencdo de biocombustiveis a partir de
biomassa microbiana é considerada uma possibilidade de integracdo dessas tecnologias
nas plantas industriais atuais. Além disso, a producdo destes micro-organismos nao
necessariamente compete com a producdo de alimentos, visto que residuos
agroindustriais e substratos renovaveis podem ser utilizados como fontes alternativas de
carbono, reduzindo também o custo de producio (GALAN et al., 2019). Nesse sentido,
os restos de frutas e legumes como cascas, sementes, e até mesmo descartes em feiras séo
restos de alimentos que contribuem para o aumento de residuos sélidos urbanos no
mundo, porém promissores devido aos altos valores de fontes de carbono e que podem
ser explorados como substratos para a producdo de biomassa lipidica (DIWAN et al.,
2018).
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Varios taxons de fungos da ordem Mucorales sdo relatados como oleaginosos, como
representantes do género Cunninghamella, Mucor e Rhizopus (RATLEDGE, 2005;
BHARATHIRAJA et al., 2017; KOSA et al., 2018), sendo promissores para a exploragao
para producéao de biodiesel, aplicacdes farmacéuticas e cosméticas e aditivos alimentares
(BHARATHIRAJA et al., 2017, ZININGA et al., 2019). Rhizopus arrhizus vem sendo
utilizado desde a antiguidade na obtencdo de condimentos e alimentos, salientando a
grande importancia econdmica desse fungo, apesar de serem conhecidos como grandes
patdgenos oportunistas (DOLATABADI et al., 2015; LONDONO-HERNANDEZ et al.,
2017. DOTIS et al., 2019). Dentre as mais recentes aplicacfes desses micro-organismos,
estdo citados na literatura a producdo de enzimas pectinase, lipase (STRINSKA et al.,
2017, ZHENG et al., 2017); acido fumarico (LIU et al., 2017), producdo de quitosana
(BERGER et al., 2014; PAIVA, SOUZA, BATISTA, 2017) , biossurfactante (PELE et
al., 2018) e lipideos (GALAN et al., 2019).

OBJETIVOS
O objetivo deste estudo foi investigar a producdo de biomassa oleaginosa por

Rhizopus arrhizus UCP 1549 utilizando cenoura de descarte como fonte alternativa de
carbono.
MATERIAL E METODOS
Micro-organismo e condi¢des de manutencgao

O fungo filamentoso Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 foi isolado de
solos da Caatinga e foi depositado na Colecdo de Culturas UCP (Universidade Catolica
de Pernambuco), e registrado no banco World Federation for Culture Collection (WFCC).
Mantido a 5°C em &gar Sabouraud e repiques a cada trés meses para manutencao da
cultura.
Substratos de baixo custo

O substrato utilizado como fonte de carbono para obtencao da biomassa fungica

foi o residuo de cenoura descartada, Daucus carota L. da familia Apiaceae, obtida a partir
do descarte de feira de produtos organicos, a cenoura foi triturada e adicionada ao meio
in natura.
Preparacao do inoculo

O fungo foi transferido para placas de Petri contendo o meio agar Sabourad. As
placas foram incubadas a 28°C, por 96 h. A suspensao de esporos foi preparada em agua
destilada estéril com esporos da cultura jovem numa concentragdo de 107 células/mL.

Condigdes de cultivo e obtencéo de biomassa
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O processo fermentativo para obtencdo da biomassa fungica foi conduzido em
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo cenoura descartada, associado aos substratos
extrato de levedura e peptona. O in6culo foi adicionado na proporcdo de 5% de uma
suspensdo esporica de 107 células/mL de Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295. Os
frascos foram incubados a 28°C, sob agitagdo orbital de 200 rpm por 96 h. A biomassa
foi obtida por centrifugagdo a 5.000g, filtrada, lavada e liofilizada. O teor de biomassa foi
estabelecido em g/L.

Extracédo de lipideos

A biomassa liofilizada (1,0 g) foi extraida com 20 vol. cada um de cloroférmio /
metanol como misturas 2: 1, 1: 1 e 1: 2 (v/ v). As culturas foram suspensas em clorofomio
/ metanol (2: 1 v / v) e homogeneizadas durante 1 h. O extrato foi separado por
centrifugacdo a 5000 x g por 10 min. O sobrenadante foi seco até peso constante sob
vacuo num dessecador (MANOCHA et al., 1980). A porcentagem de lipidios totais
presentes na biomassa foi quantificada pelo método gravimétrico de acordo com a
equacéo 1.

Lipideos

Lipidos totais (%) = x 100 equacéo (1)

Biomassa seca
Avaliacdo da interferéncia dos substratos na producéo de biomassa fangica

Um planejamento fatorial completo 23 foi utilizado para avaliar os principais efeitos e
interacdes das trés variaveis independentes (cenoura de descarte, extrato de levedura e
peptona) sobre o rendimento de biomassa como variavel resposta. Cada variavel
independente foi investigada em trés niveis, minimo (-1), central (0) e maximo (+1),
conforme a Tabela 1. Foram realizados 11 ensaios experimentais e 0s dados obtidos foram
analisados pelo software Statistica®, versdo 10.0 (StatSoft Inc., USA), testando a
significancia dos resultados (p<0,05).

Tabela 1: Variaveis e niveis avaliados no planejamento fatorial completo 23 para

a producdo de biomassa por Rhizopus arrhizus UCP 1295.

o Niveis
Variaveis
-1 0 +1
Cenoura de descarte (%, 2 4 6
Vv/V)

Extrato de levedura (%, v/iv) 0 0,5 1
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Peptona (%, v/v) 1 2 3

Fonte: Autor, 2019

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar das vantagens apresentadas pelos lipideos microbianos ndo sdo amplamente
utilizados pelas industrias devido ao alto custo de producdo, associado a baixa
produtividade e ao uso de substratos caros (CHEIRSILP et al.,, 2013; SATARI
&KARIMI, 2017). Uma possivel estratégia para reduzir os custos da producéao associados
a obtencdo de lipideos microbianos é o uso de substratos alternativos, como os residuos
agroindustriais ou de industrias alimenticias, que geralmente contém altos niveis de
carboidratos ou lipideos necessarios para a biossintese destas biomoléculas (VICENTE
et al., 2009; CHEIRSILP et al., 2013;). Alem disto, o uso de residuos contribui para a
reducdo da poluicdo ambiental e para a valorizacdo econémica destes produtos
(MAKKAR et al., 2011; MONTERO-RODRIGUEZ et al., 2016).

Neste trabalho se avaliou a cenoura descartada de feira como fonte de carbono alternativa
e de baixo custo para a producao de biomassa e lipideos por R. arrhizus UCP 1295 e os
resultados se mostram na Tabela 2.

Tabela 2: Planejamento fatorial completo 23 utilizado para a producgdo de biomassa e
lipideos por Rhizopus arrhizus UCP 1295.

. Cenoura Extrato de Peptona Biomassa  Lipideos
Ensaios descartada levedura (%) (g/L) (%)
(%) (%)

1 2 0 1 1,88 61,66
2 6 0 1 3,60 42,77
3 2 1 1 3,19 50,55
4 6 1 1 6,28 55,55
5 2 0 3 2,90 52,77
6 6 0 3 6,53 39,44
7 2 1 3 5,33 37,77
8 6 1 3 8,11 52,22
9 4 0,5 2 4,63 46,11
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10
11

4 0,5 2 5,17 49,44
4 0,5 2 5,17 40,55

Fonte: Autor, 2019

De acordo aos resultados obtidos, se constatou a produgdo de biomassa em todas as
condicOes testadas, evidenciando que a cenoura descartada constitui uma fonte de
carbono apropriada para o crescimento do fungo. Contudo, o maior rendimento de
biomassa (8,11 g/L) foi obtido na condicdo 8 do planejamento, utilizando as
concentragcfes maximas de cada componente do meio. Esse resultado foi similar ou
superior aos obtidos previamente por outros fungos da ordem Mucorales, utilizando

diferentes substratos agroindustriais (Tabela 3).

Tabela 3: Producdo de biomassa por Rhizopus arrhizus UCP 1295 utilizando cenoura de
descarte comparada com outros fungos da ordem Mucorales.
Micro- Biomassa

. Substratos Referéncia
organismo (g/L)
R. arrhizus Manipueira e milhocina 8,80 BERGER et al. (2011)
Cunninghamella Manipueira e milhocina 5,67 BERGER et al. (2014)
elegans
C. elegans Milhocina 7,54 OLIVEIRA et al. (2014)
Mucor Melaco de cana-de -acicar 7,25 ZHANG et al. (2017)
plumbeus FRR
2412
C. echinulata Milhocina, éleo de soja p6s- 8,56 ANDRADE et al. (2018)
UCP 1299 fritura e residuo de

macarréo instantaneo

R. arrhizus UCP Cenoura de descarte 8,11 Este estudo
1295

Fonte: Autor, 2019
Por outro lado, se comprovou a acumulacdo de lipideos acima de 20% em todas as

condicdes do planejamento, mostrando que R. arrhizus UCP 1295 é um micro-organismo
oleaginoso com enorme potencial biotecnolégico. A maior producéo de lipideos (61,66
%), se obteve na condicdo 1, no meio constituido por 2% de cenoura descartada e 1% de

peptona. Este resultado foi superior aos alcangados por outros fungos da ordem Mucorales
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referidos na literatura (Tabela 4), indicando que a cenoura descartada é um substrato
promissorio e de baixo custo para a producdo de lipideos microbianos.

Tabela 4: Producdo de lipideos por representantes da ordem Mucorales utilizando
diferentes substratos agroindustriais.

Micro-organismo Substratos I(_O}Op)ldeos Referéncia
Rhizopus microsporus Milhocina, farelo de 69 LIMA et al. (2015)
trigo e manipueira,
Cunninghamella
echinulata - ATHUM 30,7  MOUSTOGIANNI et
4411 Glicerol bruto
. . 32,9 al. (2015)
Mortierella ramanniana
MUCL 9235

C. echinulata UCP 1299 Melago de cana-de - 49,96 LIMA et al. (2017)
acucar e milhocina

Mucor circinelloides Hiodrolisado de -~25 CARVALHO et al.
bagaco de cana de (2019)
agucar

R. arrhizus UCP 1295 Cenoura de descarte 61,66 Este estudo
Analise estatistica

Se realizou a analise de variancia (ANOVA) com os valores de biomassa obtidos,
resultando em um elevado coeficiente de determinagdo (R?=0,96939), demostrando que
0 modelo matematico utilizado esta de acordo aos dados experimentais. O diagrama de
Pareto (Figura 1A) indicou que as trés variaveis foram estatisticamente significativas

sobre o rendimento de biomassa, quando analisados no nivel de confianca de 95%.

Figura 1: Diagramas de Pareto obtidos a partir do planejamento fatorial completo 22 para
determinar a influéncia das variaveis independentes: cenoura descartada (1), extrato de
levedura (2) e peptona (3) sobre as variaveis dependentes rendimento de biomassa (A) e
lipideos (B).

(1)Cenoura gesc ‘1;‘:31- [ -7?75557 { 1724 -4 B7376 4
NEtrato de keved : ] 70 S Barion : ....,‘._,
;-"z_,—,»_.ew“.:z 7777_.1-5!5_7&.9 - 3)F ‘..‘.-v;. -2.23009
3)Peptona ‘, 3 25137805 1 13} 1,181562
} ,4—J | 1}
123 }

-1.40014 | (1cenoura descartada | 1,00523
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Por outro lado, os dados experimentais obtidos de porcentagem de lipideos ndo foram
estatisticamente significativos, quando analisados no nivel de confianca de 95%. O
diagrama de Pareto indicou que nem as variaveis testadas nem a interacdo dentre elas
demostraram efeito significativo sobre a concentracdo de lipideos, nas concentracdes
utilizadas para cada nivel. Assim, sugere-se que um outro planejamento fatorial seja
desenhado, com novas concentragdes de cenoura de descarte, extrato de levedura e
peptona, para analisar a influéncia destes componentes do meio, uma vez que R. arrhizus
UCP 1295 demostrou seu potencial de produzir biomassa oleaginosa utilizando estes
substratos (Tabela 2). O acumulo de lipidios em micro-organismos oleaginosos é
geralmente provocado pela falta de nutrientes, fosforo e especialmente nitrogénio, em
relacdo a fonte de carbono, e/ou pela inducéo de condigdes ambientais adversas, pelo que
estes fatores devem ser considerados (TANG et al., 2016; REIS et al., 2019).
CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demostrou o potencial biotecnolégico de R. arrhizus UCP 1549 na produgéo
de biomassa oleaginosa utilizando cenoura de descarte de feira como fonte de carbono
alternativa e de baixo custo, tornando o processo mais econémico e competitivo para a

industria.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem o suporte financeiro da FACEPE (APQ.0291-2.12/15), da CAPES
e do CNPq (Processo No. 314422/2018-8).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ATHENAKI, Maria et al. Lipids from yeasts and fungi: physiology, production and
analytical considerations. Journal of applied microbiology, v. 124, n. 2, p. 336-367, 2018.
BERGER, Lucia et al. Green conversion of agroindustrial wastes into chitin and chitosan
by Rhizopus arrhizus and Cunninghamella elegans strains. International journal of
molecular sciences, v. 15, n. 5, p. 9082-9102, 2014.

BHARATHIRAJA, B. et al. Microbial oil-a plausible alternate resource for food and fuel
application. Bioresource technology, v. 233, p. 423-432, 2017.

CHEIRSILP, B.; LOUHASAKUL, Y. Industrial wastes as a promising renewable source
for production of microbial lipid and direct transesterification of the lipid into biodiesel.
Bioresource Technology, v. 142, p. 329-337, 2013.



53

DIWAN, Batul; PARKHEY, Piyush; GUPTA, Pratima. From agro-industrial wastes to
single cell oils: a step towards prospective biorefinery. Folia microbiologica, p. 1-22,
2018.

DOLATABADI, Somayeh et al. Food preparation with potentially unsafe fungi: a new
biosafety issue. Mucorales between food and infection, p. 151, 2015.

DOTIS, John et al. Disseminated mucormycosis in an adolescent kidney transplant
recipient. Kidney international, v. 95, n. 1, p. 236, 2019.

GALAN, Beatriz et al. Microbial Oils as Nutraceuticals and Animal Feeds. Health
Consequences of Microbial Interactions with Hydrocarbons, Oils, and Lipids, p. 1-
45, 2019.

KOSA, Gergely et al. High-throughput screening of Mucoromycota fungi for production
of low-and high-value lipids. Biotechnology for biofuels, v. 11, n. 1, p. 66, 2018.
LIMA, J. M. D. N. Potencial biotecnologico de amostras de Rhizopus na producdo de
lipidios e biossurfactante utilizando residuos agroindustriais como substratos, 2015.
LIMA, M. C. et al. Produg&o simultanea de biomassa e lipideos utilizando meios contendo
residuos agroindustriais por Mucor subtilissimus ucp/wfcc 1262, Cunninghamella
echinulata ucp/wfcc 1299 e Rhizopus microsporus ucp/wfcc 1304 isolados do solo da
caatinga de Pernambuco. Engevista, v. 19, n. 5, p. 1417-1430, 2017.

LIU, Huan et al. Production of fumaric acid by immobilized Rhizopus arrhizus RH 7-13-
9# on loofah fiber in a stirred-tank reactor. Bioresource technology, v. 244, p. 929-933,
2017,

LONDONO-HERNANDEZ, Liliana et al. Rhizopus oryzae—Ancient microbial resource
with importance in modern food industry. International journal of food microbiology,
v. 257, p. 110-127, 2017.

MONTERO-RODRIGUEZ, Dayana, et al. Conversion of agroindustrial wastes by
Serratia marcescens UCP/WFCC 1549 into lipids suitable for biodiesel production.
Chemical Engineering Transactions, v. 49, p. 307-312, 2016.

MOUSTOGIANNI, A, et al. Feasibility of raw glycerol conversion into single cell oil by
zygomycetes under non-aseptic conditions. Biotechnology and bioengineering, v. 112,
n. 4, p. 827-831, 2015.

OCHSENREITHER, Katrin et al. Production strategies and applications of microbial
single cell oils. Frontiers in microbiology, v. 7, p. 1539, 2016.



54

PAIVA, W. S.; SOUZA NO, F. E.; BATISTA, A. C. L. Characterization of polymeric
biomaterial chitosan extracted from Rhizopus stolonifer. Journal of Polymer Materials,
v. 34, n. 1, p. 115-121, 2017.

PATEL, Alok et al. Assessment of fuel properties on the basis of fatty acid profiles of
oleaginous yeast for potential biodiesel production. Renewable and Sustainable Energy
Reviews, v. 77, p. 604-616, 2017.

PELE, Milagre A. et al. Development and improved selected markers to biosurfactant and
bioemulsifier production by Rhizopus strains isolated from Caatinga soil. African
Journal of Biotechnology, v. 17, n. 6, p. 150-157, 2018.

REIS, C E R,, et al. Critical applications of Mucor circinelloides within a biorefinery
context. Critical reviews in biotechnology, p. 1-16, 2019.

SATARI, B. & KARIMI, K. Mucoralean fungi for sustainable production of bioethanol
and biologically active molecules. Applied microbiology and biotechnology, v. 102, n. 3,
p. 1097-1117, 2018.

STRINSKA, H. N. et al. Isolation and purification of lipase from Rhizopus arrhizus by
ultrafiltration and fractional precipitation. Bulgarian chemical communications, v. 49,
p. 137-143, 2017.

TANG X et al. Proteomics analysis of high lipid-producing strain Mucor circinelloides
WIJ11: an explanation for the mechanism of lipid accumulation at the proteomic level.
Microbial Cell Factories, v.15, p. 15-35, 2016.

VICENTE, G et al. Biodiesel production from biomass of an oleaginous fungus.
Biochemical Engineering Journal, v. 48, n. 1, p. 22-27, 2009.

ZHENG, Yu-xi et al. Semi-continuous production of high-activity pectinases by
immobilized Rhizopus oryzae using tobacco wastewater as substrate and their utilization
in the hydrolysis of pectin-containing lignocellulosic biomass at high solid
content. Bioresource technology, v. 241, p. 1138-1144, 2017.

Concomitant production of chitosan and lipids from a newly isolated Mucor circinelloides
ZSKP for biodiesel production. Bioresource technology, v. 272, p. 545-551, 2019.



CAPITULO Il

microorganisms

IMPACT FACTOR 4.152 -
Qualis: B1

55



56

Uso de Caldo de Residuo da Mandioca e Glicerol
Bruto como Estratégias de Baixo Custo na Producao
de Biomassa e Lipidios por Rhizopus arrhizus var.
arrhizus UCP 1295

Camila Freire Novaes ; Ana Paula Bione2. Amanda Barbosa?; Rosileide Fontenele da Silva
Andrade 34 Galba Maria de Campos-Takaki +*

1 Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais, Universidade Catodlica de

Pernambuco, 50050-900, Recife-PE, Brasil, E.mail: novaesmila@hotmail.com.

?Doutorado da Rede Nordeste de Biotecnologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, E.mail:
anapaulabione@hotmail.com ; amanlins@hotmail.com

3 Programa Nacional de Pos-Doutorado PNPD-CAPES, Mestrado em Desenvolvimento de
Processos Ambientais, Universidade Catolica de Pernambuco, 50050-900, Recife-PE, Brasil,
rosileide fontenele@yahoo.com.br

4 Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB), Universidade
Catdlica de Pernambuco, 50050-900, Recife-PE, Brasil, galba_takaki@yahoo.com.br

* Correspondence: galba.takaki@yahoo.com.br.com ; Tel.: (55 81 21194044 ( G.M.C.T. ) 50050-590 (Recife-
PE, Brazil)

Resumo

Estudos foram dirigidos para o desenvolvimento de um meio alternativo de producéo
de biomassa rica em lipideos por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 isolado de
solo da Caatinga, comparando os substratos caldo de cascas de mandioca Manihot
esculenta (Crantz) oriunda da farinhada de aldeia indigena da etnia Pankara e glicerol
residual da producéo de biodiesel, utilizados como fontes de carbono, mantendo a fonte
de nitrogénio, em cultivo submerso. Os efeitos da inducdo das duas diferentes fontes de
carbono na producdo de biomassa e acumulacdo de lipideos foram investigados
empregando um planejamento factorial completo de 23. Os resultados obtidos indicaram
que o meio suplementado com o caldo de cascas de mandioca no ensaio 8 (6% de cascas
de mandioca, 1%de extrato de levedura e 1% de peptona) apresentou maior producao
de biomassa (12,92%), maior contetudo de lipideos na biomassa correspondendo a
393,02 mg/g e 30,0% de lipideos totais. No ensaio 7 (2% de cascas de mandioca, 1%de
extrato de levedurae 1% de peptona) demonstrou maior contetdo de lipideos totais
correspondendo a 35,0%, porém menor contetdo na biomassa (211mg/g). A estratégia
de uso de glicerol bruto indicou o ensaio 6 (6% de glicerol bruto e 3% de peptona) com
a maior producdo de biomassa (22,10g/L), 699,60mg/g de biomassa é 31,64% de
lipideos. Os estudos realizados indicam omeio utilizando glicerol bruto como o mais
eficiente e baixo custo, possibilitando valorizacdo do glicerol bruto e ampla
aplicabilidade industrial.

Palavras-chave: fungos filamentosos, residuoas agroindustriais, biomassa, alimentos
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A busca por fontes renovaveis de energia para 0s meios de cultura aumentou nos
ultimos anos, devido ao uso crescente de combustiveis fosseis estéo ficando escassos [1].
Os 0leos vegetais comestiveis e ndo comestiveis ricos em triacilglicerdis neutros (TAGS),
sdo fontes convencionais importantes para alimento, bem como para combustivel
alternativo, o biodiesel. No entanto, essa matéria-prima convencional, ndo ira suprir a alta
demanda de biocombustiveis sem acarretar valores decrescentes de varios produtos
alimenticios [2]. Portanto, a busca de fontes alternativas, renovaveis e sustentaveis de
matérias-primas oleaginosas torna-se imprescindivel.

Neste contexto, existe um grande interesse na producdo de 6leos microbianos como
alternativa promissora para a obtencdo de biodiesel, podendo alcancar elevados niveis de
lipideos, independentemente de sazonalidade, clima e sem utilizar grandes extensdes de
terra [3, 4].

Diversos micro-organismos sdo capazes de acumular lipideos, comumente
denominados 6leos de células simples (SCO, do inglés single cell oils), desempenhando
papel fundamental na substituicdo do biodiesel vegetal [5, 6]. Tradicionalmente, 0s
micro-organismos que podem acumular mais de 20% de lipideos do seu peso seco,
podendo chegar até 70% durante o periodo de estresse metabdlico, sdo considerados
micro-organismos oleaginosos [7,8,9].

Por razdes ambientais e econdmicas, a obtencdo de biocombustiveis a partir de
biomassa microbiana é considerada uma possibilidade de integracdo dessas tecnologias
nas plantas industriais atuais. Alem disso, a producdo destes micro-organismos nao
necessariamente compete com a producdo de alimentos, visto que residuos
agroindustriais e substratos renovaveis podem ser utilizados como fontes alternativas de
carbono, reduzindo também o custo de producdo. Neste sentido, os residuos de frutas e
legumes, como cascas, sementes, e até mesmo descartes de alimentos contribuem para o
aumento de residuos sélidos urbanos no mundo, porém séo subprodutos promissores que
podem ser explorados como substratos para a producdo de biomassa lipidica,
considerando os elevados valores de fontes tradicionais [11].

Vaérios taxons de fungos da ordem Mucorales sdo considerados oleaginosos, como
espécies dos géneros Cunninghamella, Mucor e Rhizopus [3, 9,12], sendo promissores
para producéo de biodiesel, aplicacdes farmacéuticas, cosméticas e aditivos alimentares
[13].

Rhizopus arrhizus vem sendo utilizado desde a antiguidade na obtencdo de
condimentos e alimentos de grande importancia econémica, apesar de ser conhecido
como patodgeno oportunista [14,15,16]. Dentre as mais recentes aplicacdes de R. arrhizus
sdo citados na literatura a producédo da enzima pectinase e lipase [17, 18], acido fumarico
[19], producéo de quitosana[20,21], biossurfactante [22] e lipideos [23,24].

Neste sentido, investigacdes comparativas foram realizadas avaliando o potencial
biotecnoldgico de Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 na utilizacéo de subprodutos
de cascas de mandioca e glicerol bruto, como fontes de carbono para producdo de
biomassa e sintese de lipideos em fermentacdo submersa.

2. Materiais e Métodos
2.1 Micro-organismo e manutencao

O fungo filamentoso Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 foi obtido da solos da
Caatinga e foi depositado na Colecdo de Culturas UCP (Universidade Catdlica de
Pernambuco), e registrado no banco World Federation for Culture Collection (WFCC).
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Mantido a 5°C em &gar Sabouraud e repiques a cada trés meses foram realizados para
manutencgéo da cultura.

2.2 Produtos quimicos e substratos alternativos

Os componentes utilizados como fonte de nitrogénio no meio de cultura foram extrato de
levedura e peptona universal da Merck, suplementado com o caldo de cascas da
mandioca, de acordo com o desenho experimental.

O substrato utilizado como fonte de carbono para obtencéo de biomassa e lipidios foi a
casca, entrecasca e ponta transformada em caldo extraido de mandioca, Manihot
esculenta Crantz da familia Euphorbiaceae, obtida a partir do descarte de farinhada de
uma aldeia indigena (etnia Pankara), em Carnaubeira da Penha, sertdo Pernambucano,
Brasil.

2.3 Condicdes de preparo do caldo da casca de mandioca

Para obtencéo do caldo 100 g da casca, entrecasca e pontaa mandioca seca a 38° C, em
seguida triturada, peneirada para particulas da casca (32 Mesh). As cascas trituradas
foram colocadas em Erlenmeyer com 1.000mL de capacidade contendo 500mL de agua
destilada em seguida foi levado a autoclave em vapor fluente por 15 minutos. Apos
filtracdo em filtro de papel Whatman o filtrado foi utilizado na prepara¢do do meio de
cultura. As concentracOes de agua e o caldo da casca de mandioca foram aplicados de
acordo com o planejamento fatorial de 23

2.4 Condicdes de cultivo: Producéo de biomassa

O pré-inoculo foi realizado transferrindo R. arrhizuz var. arrhizus UCP 1295 para placas
de Petri contendo o meio agar Sabouraud, incubadas a 28°C, por 96 h. A suspenséo de
esporos foi preparada em agua destilada estéril com esporos da cultura jovem na
concentracio de 107 células/mL.

O processo fermentativo para obtencdo da biomassa fungica foi realizado em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL de capacidade, contendo 4% de fonte de carbono (caldo da casca
da mandioca), associado ao extrato de levedura (0,5%) e peptona (2%) conforme o
planejamento fatorial. O indculo foi adicionado na proporcdo de 5% de uma suspenséao
esporica de 107 células/mL do fungo. Os frascos foram incubados a 28°C, mantidos sob
agitacdo orbital de 200 rpm por 96 h. A biomassa foi obtida por centrifugacdo a 5.000g,
filtrada em papel Whatman, lavada e liofilizada. O teor de biomassa foi determinado por
gravimeria e expresso em g/L.

2.5 Extracédo de lipideos totais

A biomassa liofilizada foi submetida a extracédo de lipideos pelo método de Manocha et
al., [25]. Cerca de 1,0 g da biomassa liofilizada foi submetida ao tratamento com 20
volumes dos sistemas de solventes cloroférmio / metanol, com proporcées 2:1,1:1e
1: 2 (v/v). Cada tratamento biomassa e sistema de solvente foi submetido a agitacdo de
150 rpm por 1 h. O extrato foi obtido por centrifugacdo a 5000 x g por 10 min. Ao final
0s sobrenadantes foram reunidos, seco por evaporacdo e mantidos a vacuo em dessecador
até peso constante. A porcentagem de lipideos totais presentes na biomassa foi
determinada por gravimetria, e calculado de acordo com a equagéo 1.

Lipideos totais (%) = Lipideos/(Biomassa seca) x 100 equacéo (1)
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2.6 Avaliagdo da interferéncia dos substratos na producdo de biomassa e de lipideos
totais

Um planejamento fatorial completo 22 foi utilizado para avaliar os principais efeitos e
interacOes das trés variaveis independentes (caldo da casca de mandioca, extrato de
levedura e peptona), sobre o rendimento de biomassa e do teor de lipideos como variaveis
respostas. Cada variavel independente foi investigada em trés niveis, minimo (-1), central
(0) e méximo (+1), conforme a Tabela 1. Foram realizados 12 ensaios experimentais e 0s
dados obtidos foram analisados pelo software Statistica®, versdo 10.0 (StatSoft Inc.,
USA) [26], testando a significancia dos resultados (p<0,05).

Tabela 1: Variaveis e niveis avaliados no planejamento fatorial completo 23 para a
producéo de biomassa por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295

Variaveis Niveis

-1 0 +1
Caldo da Casca de
Mandioca de 2 4 6
descarte (%, p/v)
Extrato de levedura 0 0,5 1
(%, p/v)
Peptona (%, /v) 1 2 3

3. Resultados e Discussao

3.1 Cascas de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) € uma cultura de alimentos basicos em
muitas areas dos tropicos, principalmente na regido Nordeste do Brasil. O processamento
da mandioca para obtencdo de amido envolve varias operacGes unitarias: lavagem,
ralagem, moagem, peneiracdo, descoloracdo, prensagem e secagem. Na producdo de
amido é utilizado grandes volumes de agua, resultando na descarga de grandes
quantidades de agua residual.

3.3 Utilizacdo de cascas de mandioca na producdo de biomassa e lipideos totais por
Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295

Os estudos realizados com o desenvolvimento de um meio de producdo de
biomassa e lipideos totais por R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295 esta baseado no uso de
caldo da casca de mandioca descartada, como fonte de carbono, associado aos
constituintes extrato de levedura e peptona, como fonte de nitrogénio, visando um meio
de alternativo e de baixo custo. Os resultados do planejamento fatorial estdo apresentados
na Tabela 2.

Conforme os resultados apresentados € possivel observar que houve producéo de
biomassa em todas as condigdes testadas, indicando que o caldo de cascas da mandioca
do descarte constitui uma fonte de carbono promissora para o crescimento do fungo
filamentoso R. arhizus var. arrhizus UCP 1295. O maior rendimento de biomassa (12,92
g/L) foi observado na condi¢édo 8 do planejamento, contendo 6 % de caldo de cascas de
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mandioca, 1% de extrato de levedura e 3 % de peptona. No entanto, a maior produgédo
total de lipideos totais foi observada no ensaio 7 (contendo 2 % de caldo de cascas de
mandioca, 1% de extrato de levedura e 3 % de peptona). Contudo, quando o contetdo de
lipideos € expresso em gramas de biomassa, 0 ensaio 8, corresponde a 39,30 % w/w.
Assim, 0 ensaio 7 apresentou um contetido menor em lipideos totais (21,20% w/w).

Tabela 2. Planejamento fatorial completo 23 utilizando caldo de cascas de
Mandioca (Manihot esculenta) na producdo de biomassa e lipideos por
Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295.

Cascas Extrato

Ensaios de_ de Peptona  Biomassa Li?ri:;/cés Lipideos
mandioca  levedura (%) (g/L™ biomasea) (%)
(%) (%) !
1 2 0 1 297 1,45 4,89
2 6 0 1 10,00 4,92 4,92
3 2 1 1 5 80 4,83 7,04
4 6 1 1 7,04 10,31 14,64
5 2 0 3 5,69 3,55 6,23
6 6 0 3 1,53 2,50 16,19
7 2 1 3 5,97 21,20 35,39
8 6 1 3 12,92 39,30 30,42
9 4 0,5 2 6,66 9,00 13,51
10 4 0,5 2 5,17 7,00 13,46
11 4 0,5 2 7,13 9,63 13,51
12 4 0,5 2 8,24 11,50 13,96

Os substratos séo considerados um dos maiores entraves industriais na producéo
de biomoléculas ativas, como observado na producdo dos lipideos microbianos,
dificultando a sua utilizacdo pelas industrias, devido principalmente, a baixa
produtividade e aos substratos convencionais onerosos [30, 31,32].

Para confirmacdo estatistica foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) com
os valores de biomassa obtidos, resultando em um elevado coeficiente de determinacao
(R2=0,96939), demostrando que o0 modelo matematico utilizado esta de acordo aos dados
experimentais. O diagrama de Pareto (Figura 1A) indicou que as trés variaveis foram
estatisticamente significativas sobre o rendimento de biomassa, quando analisados no
nivel de confianca de 95%.

Figura 1: Diagramas de Pareto obtidos a partir do planejamento fatorial completo 22 para
determinar a influéncia das variaveis independentes: cascas de mandioca (1), extrato de
levedura (2) e peptona (3) sobre as variaveis dependentes rendimento de biomassa (A) e
lipideos totais(B)( Figura 1B).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomassa (g/L) B
27%(3-0) design; MS Pure Error=1,619667 A Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lipideos mg/g biomassa)
DV: Biomassa (g/L) 27%(3-0) design; MS Pure Error=350,4303
DV: Lipideos mg/g biomassa)
2by3 3.278115 (2)Extrato de levedura (%) _ 11,78997
(2)Extrato de levedura (%) 3.205885 2by3 8.761691
(1)Caldo de casca de mandioca (%) 13 072538 (3)Peptona % ‘5»529455

(1)Caldo de casca de mandioca (%) 5.061047
1by3 -1,562238

1by2 4.154489
1by2 147793
1by3 1.400443
(3)Peptona % 0833419

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Os resultados obtidos foram superiores aos alcancados por outros fungos
filamentosos como o Mortierella isabellina utilizando como substrato agroindustrial e
fonte de carbono e nitrogénio amido solGvel, extrato de levedura e peptona,
respectivamente, ocorrendo producéo de lipidios totais de 29,61% [38] (YAOQ et al. 2019).

Neste contexto, uma possivel estratégia para a reducédo dos custos da producao na
obtencdo de biomassa e acumulacdo de lipideos microbianos, vem sendo o uso de
substratos alternativos, sendo indicado os residuos agroindustriais ou de industrias
alimenticias, que geralmente contém elevados contetidos de carboidratos ou substratos
necessarios para a biossintese das biomoléculas bioativas [30,33]. Além disto, os
resultados com o uso de cascas de mandioca confirmam [34, 35, 36,37], uso eficiente
dos residuos na reducdo da poluicdo ambiental possibilitando a valorizacdo econdmica
desses substratos alternativos, além de minimizar os custos de producéo.

3.4 Avaliacéo do uso do glicerol bruto na producdo de biomassa e lipideos totais por
Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295.

Na tabela 3 o resultado mais satisfatorio de producéo de lipideos pelo fungo filamentoso
por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295 foi da condi¢do 6 de acordo com o
planejamento, onde tem 6% de glicerol residual, inexistentente de extrato de levedura e
3% de peptona.

Tabela 3. Planejamento fatorial completo 22 utilizando glicerol residual para a
producdo de biomassa e lipideos por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP 1295
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Ensaios ?elsi?ci;gll Ex(tj;ato Peptona  Biomassa Ll?rlr?ge/zs Lipideos
(%) levedura (%) (/L) biomassa) (%)
(%)
1 2 0 1 3,70 82,00 22,17
2 6 0 3,98 94,17 23,66
3 2 1 1 15,98 491,54 30,76
4 6 1 1 13,25 337,61 25,49
5 2 0 3 8,76 177,91 20,31
6 6 0 3 22,11 699,60 31,64
7 2 1 3 10,57 164,90 15,60
8 6 1 3 20,47 604.70 29,54
9 4 0,5 2 16,58 351,70 21,21
10 4 0,5 2 16,83 332,06 19,73
11 4 0,5 2 16,50 332,97 20,18
12 4 0,5 2 16,41 358,06 21,82

O emprego de substratos de baixo custo para a producdo de lipideos € de
importancia crucial para minimizar o custo, e a0 mesmo tempo, remover o impacto
negativo causado ao ambiente pela presenca de residuos altamente poluidos, que podem
ser oriundos de diferentes atividades agroindustriais. Neste sentido, a utilizacdo dessas
matérias-primas, principalmente o glicerol bruto (subproduto de varios processos
agroindustriais como o da producdo de biodiesel), torna-se necessario alternativas para o
seu uso considerando o excedente formado a partir do processo de transesterificacdo
(Huang et al. 2013; Qin et al. 2017).

Neste contexto, 0 uso do glicerol bruto por Rhizopus arrhizus var. arrhizus UCP
1295 empregando um planejamento fatorial de 23 utilizando extrato de levedura e
peptona demonstrou elevada producdo de biomassa (22,11 g/L) no ensaio 6 (6% de
glicerol e 3% de peptona), sendo observado também a acumulacéo de lipideos (70,00%
w/w), além de 31,64% de lipideos totais.

A confirmacgdo estatistica dos resultados obtidos foi demonstrada pelo
diagrama de Pareto, figura 2, indicando a excelente interacdo entre o glicerol e peptona
nos niveis mais elevados e auséncia do extrato de levedura. Por outro lado, o extrato de
levedura quando presente no nivel maior, associado aniveis mais elevados de glicerol e
peptona induz a sintese de lipideos.

Outro aspecto importante dos estudos com glicerol bruto, trata-se da exigéncia
fisiologica de R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295 pelo excesso da fonte de carbono ou
nitrogénio e a deficiéncia de algum outro nutriente, geralmente nitrogénio, como
observado no ensaio 6. Durante essas condi¢Bes utilizadas no Planejamento Fatorial é
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possivel que tenham ocorrido Vérias alteracGes fisiologicas e metabolicas na inibi¢éo de
biomassa e ou de lipideos, Segundo observacdes da literatura (Ratledge,1988, 2011,
2013; Bellou et al. 2012;n

Figura 2: Diagramas de Pareto obtidos a partir do planejamento fatorial completo 23 para
determinar a influéncia das variaveis independentes: glicerol bruto (1), extrato de
levedura (2) e peptona (3) sobre as variaveis dependentes rendimento de biomassa (A) e
lipideos totais(B).

A

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomassa (g/L) Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lipideos mg/g biomassa)
2%(3-0) design; MS Pure Error=,0326 2**(3-0) design; MS Pure Error=173,6107
DV: Biomassa (g/L) DV: Lipideos mg/g biomassa)

1by3 -50,32448 1by3 :29,60334
(3)Peptona % ;48_95378 (1)Glicerol residual (%) 21,99569

2by3 ‘—20 4168

(2)Extrato de levedura (%)

-

é 4253104

| ] (3)Peptona % ‘17,22105

2by3

L

(2)Extrato de levedura (%) 14,62578
(1)Glicerol residual (%)

L]

40,72954

1by2 ‘-6‘65428

1by2 12,6497

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Por outro lado, os dados experimentais obtidos por porcentagem de lipideo total
foram estatisticamente positivos, quando analisados no nivel de confianga de 95%. O
diagrama de Pareto indicou que as varidveis testadas houve interacdo entre elas e
demostraram efeito positivo sobre a concentracéo de lipideos e biomassa utilizadas para
cada nivel. Assim, o planejamento fatorial com as concentracdes de casca de mandioca
de descarte, extrato de levedura e peptona, para analisar a influéncia destes componentes
do meio, uma vez que R. arrhizus UCP 1295 demostrou um alto potencial na producéo
biomassa oleaginosa utilizando estes substratos (Figura 2). O acimulo de lipidios em
micro-organismos oleaginosos é geralmente provocado pela falta de nutrientes, fosforo e
especialmente nitrogénio, em relacéo a fonte de carbono, e/ou pela inducéo de condicbes
ambientais adversas, pelo que estes fatores devem ser considerados (TANG et al., 2016;
REIS et al., 2019).

4.Consideracdes Finais

Os Estudos realizados com R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295 investigando a produc¢éo
de biomassa e lipideos usando dois substratos caldo de cascas de mandioca e glicerol
indicaram como meio alternativo o glicerol e a casca de mandioca, considerando a
elevada producdo de biomassa, com acumulacdo de SCO (single cell oil) de 70%,
demonstrou ser um fungo oleaginoso e de elevado potencial biotecnoldgico.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As investigacdes realizadas com a linhagem R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295
demonstraram que: Os substratos cenoura de descarte, cascas de mandioca e glicerol
bruto podem ser usados como fontes renovaveis de carbono; Producédo de biomassa e
lipideos utilizando cenoura e caldo das cascas de mandioca indicam elevada producéo
de biomassa lipidica; O uso do glicerol bruto como fonte de carbono apresentou maior
producdo de biomassa quando comparado aos outros substratos cenoura e cascas de
mandioca; Contudo a producéo de lipideos mais expressiva foi observada com glicerol
bruto, possibilitando maior economia, considerando auséncia de extrato de levedura;
A linhagem de R. arrhizus var. arrhizus UCP 1295 demonstrou excelente potencial
biotecnoldgico, e por fim, os estudos indicaram o desenvolvimento de novos meios de
cultura eficientes e de baixo custo na producado de biomassa oleaginosa e de lipideos

totais.
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