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RESUMO GERAL

Os residuos e subprodutos agroindustriais sdo considerados importantes substratos
para a microbiologia industrial, com aplicagdo potencial em processos fermentativos.
Entre esses substratos, a biomassa lignoceluldsica e extratos vegetais vém recebendo
cada vez maior ateng¢ao, uma vez que representam fontes alternativas e promissoras
de nutrientes para a produgao de metabdlitos microbianos. Diversos compostos
economicamente importantes podem ser produzidos a partir de residuos
agroindustriais e de extratos vegetais, como o etanol. O caldo do mamoeiro (Carica
papaya) contém agucares e outros nutrientes que suportam o crescimento microbiano,
assim pode ser empregado como fonte de nutrientes em processos fermentativos.
Neste trabalho, foi avaliado o extrato liquido do mamoeiro como fonte de nutrientes
para a producado de metabdlitos microbianos, utilizando as leveduras Aureobasidium
pullulans EBJ31, Candida pseudointermedia CACO01, Rhodotorula mucilaginosa
CCC31, Saccharomyces cerevisiae comercial, Trichosporon asahii EPB13 e

Whickerhamomyces anomalus CCC32.

Palavras-chaves: Inovagao tecnoldgica; biotecnologia; substratos naturais.
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INTRODUGAO GERAL

A Biotecnologia remonta as culturas antigas, que utilizavam leveduras na
fermentacdo de uvas e gréos para fabricar vinho e cerveja. Esses processos
fermentativos, desde a preparagao e estabilizacdo de alimentos e bebidas, foram
desenvolvidos muito antes da industrializacdo e sem o0s conceitos modernos de
biotecnologia e quimica (ERTL; GLOYNA, 2003).

Com o desenvolvimento de novas técnicas, surgiu a biotecnologia industrial,
também conhecida como biotecnologia branca, que compreende a aplicagdo moderna
da biotecnologia. O processamento biotecnoldgico envolve a utilizagdo de enzimas e
microrganismos para geragao de produtos quimicos, materiais e combustiveis uteis a
uma vasta gama de setores industriais a partir de fontes renovaveis (WOHLGEMUTH,
2009).

Devido a sua associagao com o consumo reduzido de energia, emissoes de
gases de efeito estufa e geragao de residuos, muito interesse foi gerado neste campo
principalmente porque a biotecnologia industrial pode permitir a mudanga do
paradigma de producdo baseada em combustivel fossil para obtengdo de produtos
quimicos com valor agregado (TANG; ZHAO, 2009).

Desde o século XVIII, apds a primeira revolugao industrial, os seres humanos
vém explorando os recursos naturais de maneira insustentavel. Isso causou alguns
impactos irreversiveis ao meio ambiente (FASCIOTTI, 2017). A redugéo das reservas
de combustiveis fésseis e seu crescente custo, aquecimento global, pregos das
mateérias-primas, politicas governamentais, conscientizagdo dos consumidores e
avanco tecnolégico adicional estdo entre os fatores que influenciam grandemente o
crescimento da biotecnologia industrial. Assim, a demanda crescente por energia e a
intensa busca pela sustentabilidade tem se tornado um grande desafio para a
sociedade atual. O desenvolvimento tecnolégico necessario para estabelecer uma
matriz de energias renovaveis se mostrou crucial. Na agricultura, melhorias na area
da genética asseguraram a produgdo de variedades de cana-de-agucar mais
resistentes e com mais sacarose. Os avangos da bioquimica nas ultimas décadas
proporcionaram a visao de uma nova maneira de produzir etanol (RAELE et al., 2014).

Atualmente, a producgao de etanol é feita a partir de matérias-primas como a

cana-de-agucar e o milho. Entretanto, a comunidade cientifica tem se esforgado no



desenvolvimento de novos processos utilizando a biomassa lignocelulosica,
proveniente da industria agricola; tais substratos tém demonstrado alto potencial em
processos fermentativos, além de serem economicamente  viaveis
(THAMMASITTIRONG et al., 2017), uma vez que paralelamente a contribuicdo da
producdo de biocombustiveis, 0 aumento no preco dos alimentos tem sido objeto de
debate (ROSEGRANT, 2008). Isto é atribuido ao uso de culturas alimentares,
particularmente do milho na producédo de biocombustiveis. Diante disso, materiais
lignocelulosicos, matérias-primas nao alimentares, atraem uma enorme atencao a
pesquisa como substratos alternativos para a produgdo microbiana de bioetanol e
produtos de valor agregado (ROSA; GARCIA, 2009). Com isso, as pesquisas
relacionadas a possibilidade de produzir etanol a partir da celulose vegetal, isto é, a
conversao da celulose em agucares simples, através da acao de enzimas e processos
bioquimicos, possibilitando a fermentacéo. Este novo modo de produgao é chamado
de producao de etanol de segunda geragao ou etanol celulésico (WYMAN et al., 2004).

A biomassa lignocelulésica, como os residuos agricolas e remanescentes
florestais, sdo considerados materiais potenciais para a produgéo comercial de etanol
de segunda geragao (2G). Estas matérias-primas sao rentaveis em comparagdo com
amido e agucar, ricos em carboidratos de primeira geragcdo (1G) e sé&o
fundamentalmente ndo comestiveis por humanos devido a lignocelulose, evitando
assim o conflito entre alimentos e combustivel. Além disso, certas variedades de
biomassa lignoceluldsica sdo ricas em toxinas e, portanto, ndo podem ser usadas
como material forrageiro (ALTHURI; GUJJALA; BANERJEE, 2017).

A lignocelulose consiste principalmente em celulose, hemicelulose e lignina. A
efetiva aplicacao desse tipo de material requer uma série de reagcdes que promovam
a hidrélise de seus constituintes. Entdo, métodos de pré-tratamento bioquimico para
conversao de celulose em acucares tém se tornado alternativas atraentes do ponto
de vista econémico e ambiental (ZHANG; JIN; KELLY, 2007).

A utilizagcdo de residuos agroindustriais € uma boa opg¢édo na producido de
metabdlitos microbianos, pois além de gerar resultados tdo bons ou superiores aos de
outras fontes de nutrientes também acarreta um impacto positivo no ciclo produtivo da
agroindustria, gerando valor também aos seus subprodutos (OLIVEIRA, et al., 2013).

O glicerol, por exemplo, é usado em fermentagdes microbianas para produgao
de diversos produtos quimicos valiosos, incluindo 1,3-propanodiol, di-hidroxiacetona,

etanol e succinato. Neste contexto, o glicerol é utilizado como um substituto para



substratos tradicionais comuns, tais como sacarose, de glicose e amido (SUHAIMI,
2012), esse substrato é o principal subproduto gerado na produgédo de biodiesel,
sendo que aproximadamente 10% do volume total do biodiesel produzido corresponde
a glicerol (DASARI et al., 2005) e apesar de possuir inumeras aplicagées industriais,
o glicerol bruto das usinas de biodiesel representa um problema para estas industrias,
pois nao encontra aplicacbées no mercado, sendo desta forma uma promissora fonte
de carbono para a microbiologia industrial (da SILVA et al., 2009). A conversao
microbiana do glicerol por processos biotecnoldégicos em produtos de maior valor
agregado como biomassa e moléculas bioativas, € uma alternativa relevante para
maior valorizagao da produgao de biodiesel (PAPANIKOLAU et al., 2002).

Diversos residuos tém sido estudados pela microbiologia industrial e muitos
destes tém demonstrado ser ricas fontes de carbono e outros nutrientes; o residuo de
soja, por exemplo, quando investigado como fonte de nitrogénio, acrescido na
fermentacao do melago de cana-de-acgucar, demonstrou ser uma fonte viavel e barata
com grande potencial para a producao de etanol (SALAKKAM et al., 2017). Outro
substrato utilizado na produgdo de etanol é a manipueira (SUMAN et al., 2011),
residuo liquido resultante do processamento da farinha de mandioca.

A avaliagao da producgao de etanol a partir de syngas pela linhagem Clostridium
P11 utilizando milhocina (Agua de Maceragéo de Milho, AMM) como substituto para o
extrato de levedura demonstrou que a AMM pode ser usada como uma fonte de
nutrientes de baixo custo na fermentacdo de syngas. Alta densidade celular e fase
estacionaria foram alcangadas no fermentador de 7,5 L com 10 e 20 g/L de milhocina,
0 que resultou em 40% mais producao de etanol em comparagao ao extrato de
levedura (MADDIPATI et al., 2011).

Além dos residuos provenientes da industria agricola, os extratos naturais
também tém demonstrado ser excelentes matérias primas como fonte de nutrientes
em fermentagdes microbianas para producao de etanol, como o caldo de beterraba
(TAN et al., 2015), caldo de sorgo (APPIAH-NKANSAH et al., 2018) e caldo do
tubérculo de alcachofra (MATIAS et al., 2015).

Em um estudo utilizando Saccharomyces cerevisiae para producao de bioetanol
e biobutanol a partir do extrato de milho suplementado com 3 g de extrato de
levedura/L, foi produzido 45,6 g de etanol/L em 72 h de fermentagdo. Para a
fermentacdo de biobutanol, uma cepa esporogénica de Clostridium beijerinckii foi

cultivada anaerobicamente no mesmo meio, obtendo-se uma concentracao de butanol



de 8,3 g/L em 257 h. O gréo de milho é um novo cultivo de energia canadense e uma
fonte de acucares prontamente fermentaveis, que tem o potencial de economizar
energia e custos de enzimas (GOMEZ-FLORES et al., 2018).

O caldo de beterraba sacarina também pode servir como matéria-prima para a
producao de etanol, devido ao seu alto teor de agucares fermentaveis. A fermentacao
etandlica, em batelada, por Saccharomyces cerevisiae do caldo bruto e do caldo
concentrado (thick juice), suplementado com cloreto de calcio, potassio fosfato e
sulfato de magnésio, mostrou que a adi¢gdo de nutrientes minerais ndo melhora a
concentracao final de etanol, mas poderia acelerar a velocidade de fermentacéo. Os
resultados de concentracdo, rendimento e produtividade de etanol em caldo bruto
foram de 70,7 g/L, 89,8% e 21,2 g/L/h, respectivamente, enquanto que em caldo
suplementado foi de 80 g/L, 82,5% e 8,8 g/L/h, respectivamente (TAN et al., 2015).

Além de etanol, outros compostos podem ser produzidos a partir de extratos
naturais, um exemplo € a producdo de biomassa com alto teor de lipideos por
Rhodotorula mucilaginosa TJY15 a partir de hidrolisados de inulina e extrato de
tubérculos de alcachofra de Jerusalém (ZHAO et al., 2010).

Outro estudo utilizando meio de extrato de mamao fermentado por S. cerevisiae
para producdo de proteina celular mostrou que o substrato é rico em nutrientes para
a formacao de biomassa com alto teor de sacarideos e apds analises quimicas da
biomassa seca evidenciaram que a proteina produzida possui alto valor nutricional,
que pode ser usado na alimentagao de gado e de aves de capoeira (MARAGATHAM,;
PANNEERSELVAM, 2011).

Dessa forma, a utilizagdo de extratos naturais e materiais lignocelulésicos,
provenientes da industria agricola resultaria em ganhos ambientais e econémicos,
permitindo a produgado de compostos de valor industrial, principalmente etanol de
segunda geracgdo, que vem sendo objeto de estudo nos ultimos anos, além da

possibilidade de substituir o petréleo por fontes renovaveis.
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CAPITULO 1

CALDO DO MAMOEIRO (Carica papaya) COMO FONTE DE
NUTRIENTES PARA PROCESSOS FERMENTATIVOS

Daiane Alves de Souza, Gervasio Paulo da Silva. Universidade do Estado da Bahia
(UNEB), Senhor do Bonfim, Bahia, Brasil.
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Resumo

Os problemas ambientais relacionados aos combustiveis fosseis tém provocado a
busca por fontes de energia e de matérias primas mais sustentaveis. Os substratos
naturais e os residuos agroindustriais sdo fontes alternativas e promissoras de
nutrientes para a produgao de metabdlitos microbianos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o potencial do caldo do mamoeiro como fonte de nutrientes em processos
fermentativos. As leveduras Aureobasidium pullulans EBJ31, Candida
pseudointermedia CACO01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31, Trichosporon asabhii
EPB13, Wickerhamomyces anomalus CCC32 e Saccharomyces cerevisiae
(Fleichmann) foram utilizadas neste estudo. O caldo do mamoeiro foi utilizado puro e
suplementado com 20 g de glicerol/L. Todos os isolados cresceram no caldo de
mamoeiro puro e suplementado. W. anomalus CCC32 apresentou 0 maior consumo
de glicerol (11 g/L em 120 h). O principal produto da fermentacéo foi o etanol e a maior
producao foi por S. cerevisiae comercial, C. pseudointermedia CAC01 e W. anomalus
CCC32, sendo de 3,85, 3,26 e 3,19 g/L em caldo de mamoeiro puro e de 7,36, 5,84 e
7,70 g/L em caldo de mamoeiro suplementado com glicerol, respectivamente. O caldo
do mamoeiro demonstrou ser rico em nutrientes essenciais ao desenvolvimento

microbiano e com potencial aplicagao na biotecnologia de microrganismos.

Palavras-chaves: Inovagao tecnoldgica; biotecnologia; substratos naturais.



15

INTRODUGAO

A preocupacdo com o meio ambiente vem motivando diversos segmentos
industriais a buscarem novas formas de produgao que atenda aos requisitos exigidos
pelas politicas ambientais, de modo a minimizar os impactos causados a natureza. A
biotecnologia de microrganismos, uma area que vem se desenvolvendo de forma
significativa ao longo dos anos, busca por substratos de baixo custo para obtencéo
destes produtos, como por exemplo, o etanol, uma vez que a busca por combustiveis
alternativos ao petréleo €&, atualmente, um grande desafio mundial, devido a este ser
um combustivel féssil, ndo renovavel e altamente poluente.

A industria de alimentos é responsavel por uma producdo significativa de
residuos e a utilizagdo adequada dos mesmos ajuda a minimizar problemas
ambientais e, além disso, pode gerar produtos com relevantes aplicagdes. Nos ultimos
anos, uma diversidade de residuos da industria agricola tém sido estudados pela
microbiologia industrial. Tais substratos representam uma fonte abundante de
carboidratos, com potencial aplicagdo em processos de conversao microbiana em
produtos de interesse comercial.

A limitagao de fontes de primeira geracao levaram pesquisadores a explorar
novas matérias-primas na producao de bioetanol." A utilizagdo dos biocombustiveis
objetiva a substituicdo de combustiveis fésseis, como a gasolina e consequentemente,
a diminuic&do do uso de recursos nao renovaveis, permitindo a redugcao das emissoes
de gases poluentes. A demanda atual por fontes energéticas eficientes e sustentaveis
projeta a necessidade de aumentar significativamente a produgéo nos préoximos anos.
Esse aumento podera ser alcangado com a utilizagdo de materiais lignocelulésicos,
provenientes da industria agricola para produgao de etanol e outros combustiveis
renovaveis, uma vez que, atualmente, o etanol esta presente na matriz energética de
muitos paises como um dos biocombustiveis mais promissores para diminuir a
dependéncia pelos combustiveis fésseis.

Os residuos lignoceluldsicos tém demonstrado ser excelentes matérias-primas
para processos de bioconversao microbiana, devido principalmente a sua abundancia
e carater renovavel. Esses fatores tém despertado um grande interesse por esses
substratos, uma vez que sao fontes de energia que nao contribuem para o acumulo

de gases de efeito estufa na atmosfera.? Outros residuos também s&do promissores. O
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glicerol € um residuo das industrias produtoras de biodiesel, que representa uma fonte
de carbono potencial em processos da microbiologia industrial.®

A cana-de-agucar € uma das maiores culturas do mundo e também uma das
principais contribuintes para a diversificagcdo energética e no desenvolvimento
sustentavel.# Além da cana-de-acUcar, o etanol pode ser produzido por fermentagéo
de varias culturas como sorgo® e arroz.® Alguns extratos naturais tém demonstrado
alto potencial em processos fermentativos. A selegao do substrato adequado e barato
€ um importante componente de custo para a produgdo industrial de etanol.
Substratos de base agricola sdo substratos mais econémicos e alternativos. O caju,
por exemplo, € um produto agricola com alta concentragcédo de agucares redutores. O
suco de caju pode ser utilizado diretamente para a produgao de etanol sem qualquer
pré-tratamento.” Frutas acidas, como a laranja, possuem menor teor de agulcares, e
consequentemente menor rendimento na produgéo de etanol.®

A beterraba é também uma alternativa para produgéo de energia renovavel. O
processo de producao do etanol a partir da beterraba agucareira € o mesmo que o
etanol de cana-de-agucar, pois a beterraba é uma matéria-prima sacarina, sendo o
etanol produzido a partir da sacarose.® Um substrato ndo avaliado em outros trabalhos
€ o caldo do caule do mamoeiro, um extrato rico em nutrientes e com potencial para
aplicagdes biotecnoldgicas.

A utilizacdo de extratos naturais oriundos da industria agricola resulta em
ganhos ambientais e econdmicos, permitindo a produgao de metabdlitos industriais
de valor. Dessa forma, considerando a necessidade de agregar valor aos residuos
agroindustriais e substratos agricolas, contribuir para a redugao da poluigdo ambiental
e para o desenvolvimento econdmico, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
do caldo do mamoeiro como fonte de nutrientes e de carbono para a fermentacgéao por

leveduras, puro e suplementado com glicerol.
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MATERIAL DE METODOS

Microrganismos e meios

Foram avaliadas as leveduras Aureobasidium pullulans EBJ31, Candida
pseudointermedia CACO01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31, Trichosporon asahii
EPB13, Whickerhamomyces anomalus CCC32, pertencentes a colecédo de
microrganismos do Laboratério de Biotecnologia de Microrganismos (LBM) da UNEB,
Campus Senhor do Bonfim, e Saccharomyces cerevisiae comercial (Fleischmann).
Todos os isolados sédo mantidos em placas e tubos inclinados, em meio agar batata
dextrose (BDA) e também congelados em glicerol 40%. Periodicamente sao feitas
transferéncias para novo meio, visando manter a viabilidade das leveduras.

Foi avaliado o caldo do mamoeiro (Carica papaya), um extrato obtido a partir
do caule desta planta. Para a obtencao do caldo do mamoeiro, a casca foi removida
e a medula caulinar foi ralada e prensada manualmente para extragao do liquido, com
auxilio de flanelas e/ou filtro de café de polipropileno. O caldo foi transferido para
garrafas de plastico e congelado até o momento de utilizacdo. Uma parte da biomassa
celulésica resultante da extragdo do caldo foi seca e guardada em sacos de polietileno.
Outra parte da biomassa fresca e umida foi congelada em sacos de polietileno, para
estudos posteriores de aproveitamento dessa biomassa em processos da

microbiologia industrial.

Fermentagao

O caldo de mamoeiro foi descongelado no momento da utilizagdo. Além da
avaliagao do caldo puro, sem adi¢cao de quaisquer reagentes e nutrientes, também foi
avaliado a fermentacao do caldo suplementado com glicerol puro.

Preparo dos inéculos: O in6culo foi preparado em meio YM, composto de
extrato de levedura (3 g/L), extrato de malte (3 g/L), peptona (5 g/L) e glicose (10 g/L),
autoclavado a 121 °C/15 min. Apos inoculados com as leveduras, os frascos foram
incubados (~16-18 h) em shaker rotatério a 150 rpm e 28 °C. O volume de inéculo

utilizado foi de 5% (v/v) em relagéo ao volume final de fermentagao.
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Fermentacao do caldo de mamoeiro: A fermentagcdo foi conduzida em
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio. Para a fermentac&o do caldo de
mamoeiro puro, 95 mL do extrato foi autoclavado nos frascos. Para a fermentacéo do
extrato suplementado, foi adicionado o glicerol (20 g/L) e o volume foi completado para
95 mL com o caldo de mamoeiro. Os frascos foram autoclavados a 121 °C/15 minutos
e finalmente foi adicionado de 5 mL de in6culo. Os frascos foram incubados em shaker
rotatério a 28 °C, sob agitagcao de 150 rpom. Amostras foram retiradas periodicamente
para determinar o crescimento e quantificar os produtos da fermentagédo. Todos os

experimentos foram realizados em duplicata.

Quantificagao de crescimento

Inicialmente, o crescimento celular foi determinado por espectrofotometria a
600 nm (DOsoo). Considerando as dificuldades em determinar o crescimento com
precisao por espectrofotometria, passou-se a utilizar a cAmara de Neubauer para
quantificar o numero de células. Para quantificar os produtos da fermentacao,
aproximadamente um mL de amostra foi centrifugado a 9.167 g/5 min e o
sobrenadante foi congelado para posterior analise e identificacdo dos produtos

fermentativos.

Determinacgao dos produtos da fermentagao

Os produtos da fermentagdo foram determinados por cromatografia a liquido
de alta eficiéncia, utilizando HPLC Dionex (Ultimate 3000) equipado com
desgaseificador, amostrador automatico e com detector UV/VIS para analise de
acidos organicos e detector Rl para analise de alcoois e polidis, dispostos em série.
Foi utilizada a coluna Rezex ROA organic acids (300 x 7,8 mm, Phenomenex) em
temperatura de 55 °C e eluente H2SO4 0,005 M a 0,6 mL/min, previamente
desgaseificado em banho ultrassdnico. As amostras foram diluidas no proéprio eluente
e filtradas em filtros de 13 mm em membrana de acetato celulose (0,22 ym). Um
volume de 20 ul foi automaticamente injetado no HPLC e os dados integrados pelo
programa Chromeleon 6.8 (Dionex). Os resultados foram plotados em planilha,
construindo-se graficos, relacionando-se o tempo de fermentagao (h) x produtos da

fermentacao e substrato (g/L).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagcao do caldo do mamoeiro

A avaliagdo dos constituintes do caldo bruto demonstrou que o mesmo
apresenta em sua composi¢ao os agucares sacarose, glicose e frutose, com valores
de 7,08, 3,64 e 0,95 g/L, respectivamente. O caldo de mamoeiro apresenta °brix igual
a 4,0 e pH 5,58. Considerando ser este um substrato natural, a composicao e
caracteristicas podem variar por varios motivos, como variedade, idade da planta,
partes do caule, tipo de solo, clima etc. O rendimento médio de caldo foi de 75,3 mL
para 100 g de caule sem casca, enquanto que 100 g de caule rendeu 19,48 g de
bagacgo umido. O peso do caldo foi de 99,64 g para 100 mL de caldo.

O potencial do caldo do mamoeiro em processos fermentativos foi determinado,
utilizando-se o caldo puro ou suplementado com 20 g de glicerol/L, como fonte de
nutrientes e de carbono para a fermentacgao pelas leveduras Aureobasidium pullulans
EBJ31, Candida pseudointermedia CACO01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31,
Trichosporon asahii EPB13, Whickerhamomyces anomalus CCC32 e Saccharomyces
cerevisiae comercial.

Na figura 1 estdo apresentados os dados de crescimento das leveduras no
caldo puro. A DO600 mostrou-se alta no tempo inicial. Por se tratar de um substrato
natural bruto, a alta concentracdo de particulas oriundas do processo de extracao
levou a leituras muito altas da densidade 6ptica, além de grande variagao entre as
amostras. Assim, nos experimentos posteriores foi adotada a contagem de células em
céamara de Neubauer. As leveduras W. anomalus CCC32, R. mucilaginosa CCC31 e
S. cerevisiae comercial apresentaram maior crescimento no caldo puro, atingindo
DOso0 de 14,57, 13,80 e 8,21, respectivamente. A DO600 para os demais
microrganismos foi relativamente menor, sendo de 3,40 para T. asahii EPB13, 4,69
para A. pullulans EBJ31 e 4,49 para C. pseudointermedia CACO1.

Diversos estudos evidenciaram que W. anomalus (anteriormente Pichia
anomala) possui boa capacidade de crescimento em uma gama de condi¢des
ambientais, como diferentes temperaturas e pH, além de conseguir assimilar uma
variedade de fontes de carbono e nitrogénio. Esses sao fatores que contribuem para

a capacidade competitiva da levedura.™
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A producéo de biomassa por Rhodotorula sp. em meios de cultura de baixo
custo foi observada em outros estudos'"'2, Essa levedura mostra-se promissora para
a produgao de biomassa em meio sintético atingindo altas concentragdes de células
em poucos dias.'3

No extrato liquido do mamoeiro suplementado com glicerol, o maior
crescimento foi observado com W. anomalus CCC32; o numero total de células foi de
1,4 x 10° células/mL. R. mucilaginosa CCC31 apresentou 1,1 x 10° células/mL; C.
pseudointermedia CACO01 e A. pullulans EBJ31, 7,0 x 108 células/mL; S. cerevisiae
comercial, 6,1 x 108 células/mL e T. asahii, 4,4 x 108 células/mL, conforme mostrado
na figura 2. O glicerol, subproduto das usinas de biodiesel, € considerado uma fonte

versatil de carbono e energia com muitas aplicagdes na fermentagao industrial.3
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Figura 1. Crescimento das leveduras C. pseudointermedia =m= R. mucilaginosa == W. anomalus
, S. cerevisiae ==fe= | A. pullulans === ¢ T. asahi em extrato liquido do mamoeiro puro,
em shaker a 150 rpm e 28 °C.
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Figura 2. Crescimento das leveduras C. pseudointermedia =m= , R. mucilaginosa ===, W. anomalus
, S. cerevisiae ===, A pullulans === e T asahi em extrato liguido do mamoeiro
suplementado com glicerol, em shaker a 150 rpm e 28 °C.

Produtos da fermentacao

Em caldo de mamoeiro puro, etanol foi o principal produto da fermentagado. As
leveduras que produziram etanol mais eficientemente em caldo puro foram S.
cerevisiae comercial (figura 3 A), C. pseudointermedia CACO1 (figura 3 B) e W.
anomalus CCC32 (figura 3 C) correspondendo a 3,85 g/L; 3,26 g/L e 3,19 g de
etanol/L, respectivamente, em um periodo de 12 horas. Essa eficiéncia de etanol em
poucas horas de fermentacao sugere a absorg¢ao acelerada dos agucares. A levedura
€ afetada por condicbes de ambiente, nutricdo e tipo de gene, portanto, tentam manter
sua viabilidade e atividade metabdlica quando excessivamente exposta a qualquer um
desses fatores.™

Houve também uma pequena producgado de glicerol durante a fermentagao
alcodlica, além de outros compostos como acidos organicos, porém, em pequenas
quantidades, fato comum, uma vez que as leveduras durante o processo fermentativo
produzem além de etanol e gas carbbnico, compostos secundarios como glicerol,
alcoois superiores, acidos piravico e succinico, sendo que o glicerol pode ser

considerado como o mais importante componente do ponto de vista quantitativo.'® As
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leveduras A. pullulans EBJ31, R. mucilaginosa CCC31 e T. asahi EPB13 nao
produziram etanol no caldo do mamoeiro puro.

Em outros estudos realizados com Saccharomyces cerevisiae comercial seca,
a levedura mostrou ter alto potencial para uso na produgao de bioetanol a partir de
outros substratos naturais como, por exemplo, da polpa de banana. Os rendimentos
médios em bioetanol obtidos com a polpa (0,48 + 0,05 g/g™') e com a casca (0,34 +
0,11 g/g™"), ambos in natura, possibilitaram a eficiéncia do processo de conversio, da
ordem de 95% do rendimento tedrico. A produtividade maxima alcangada em
bioetanol foi de 3,0 + 0,7 g L' h' com o uso da polpa e de 1,32+ 0,03gL" h" coma
casca.'®

Verificou-se que R. mucilaginosa CCC31, apesar de ter alcangado um bom
crescimento (DOeoo de 13,80), ndo produziu um volume significativo de etanol. Essa
levedura possui boa aplicacdo em estudos para produgao de carotendides porque o
rendimento geral dos carotendides esta diretamente relacionado com o rendimento
total de biomassa.'”

A levedura ascomicética Wickerhamomyces anomalus, ja conhecida por suas
aplicagbes na biorremediacdo,’® vem se mostrando eficiente em processos
fermentativos. Recentemente foi analisado o genoma de W. anomalus e verificou-se
a base genética de atividades antimicrobianas muito importantes para a

biotecnologia.’®
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Figura 3. Crescimento (=% ) e producdo de etanol ( ) pelas leveduras S. cerevisiae (A), C.

pseudointermedia (B) e W. anomalus (C) em extrato liquido do mamoeiro puro em shaker a 150 rpm e

28 °C.

Na figura 4 é apresentado o crescimento, consumo de glicerol e produgao de
etanol pelas leveduras S. cerevisiae comercial (A), C. pseudointermedia CAC01 (B) e
W. anomalus CCC32 (C) em caldo do mamoeiro suplementado com 20 g de glicerol/L.
A levedura W. anomalus CCC32 apresentou o maior consumo de glicerol,
correspondendo a 11 g/L em 120 h, enquanto que S. cerevisiae comercial e C.
pseudointermedia CAC01 consumiram apenas 2 g/L do substrato no mesmo periodo.
W. anomalus CCC32 apresentou também a maior produgao de etanol, 7,70 g/L em 12
horas de fermentagdo. S. cerevisiae comercial, apesar de nao ser eficiente no
consumo de glicerol, produziu um volume significativo de etanol, 7,36 g/L também em
12 horas, demonstrando que o extrato do mamoeiro € rico em nutrientes. C.
pseudointermedia CACO1 produziu 5,84 g de etanol/L em 48 h de fermentagdo. Nao

houve consumo de glicerol e nem producao de etanol pelas leveduras A. pullulans
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EBJ31, R. mucilaginosa CCC31 e T. asahi EPB13 em caldo do mamoeiro
suplementado com 20 g de glicerol/L.

Em um estudo utilizando o bagago do pedunculo do caju por saccharomyces
cerevisiae, verificou-se que a producdo media de etanol para bagago de pedunculo
de caju pode chegar a aproximadamente 21,80 g de etanol celulésico por litro de licor,
ou seja, 0,13 g de etanol/g de bagago. O rendimento e eficiéncia do processo de
obtencao de etanol celuldsico a partir do processamento do bagaco do pedunculo do
caju seco maximo foi, respectivamente, de 0,445 g de etanol/g de bagaco e 87,1%
para o licor hidrolisado com a adigdo do suco de caju.?’ S. cerevisiae é a levedura
mais utilizada em pesquisas de producao industrial de etanol devido a sua alta
produtividade e tolerancia ao etanol. S. cerevisiae do tipo selvagem, levedura de
padeiro e S. cerevisiae tipo Il podem tolerar etanol até 15%, que é a maior tolerancia

ao etanol entre as cepas isoladas de leveduras desse tipo.?!
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Figura 4. Crescimento (=#=), consumo de glicerol ( =#= ) e producao de etanol ( ) pelas leveduras
S. cerevisiae (A), C. pseudointermedia (B) e W. anomalus (C) em extrato liquido do mamoeiro
suplementado com 20 g/L de glicerol, em shaker a 150 rpm e 28 °C.



25

CONSIDERAGOES FINAIS

Este € o primeiro estudo realizado a avaliar o caldo do caule do mamoeiro como
fonte de carbono e outros nutrientes para microrganismos em processos
fermentativos. Esse substrato natural demonstrou ser rico em nutrientes, adequado
ao desenvolvimento microbiano, suportando o crescimento mesmo sem a adigao de
quaisquer outras fontes. Todas as leveduras utilizadas nesse estudo cresceram bem
neste substrato.

As leveduras S. cerevisiae comercial, C. pseudointermedia CACO01 e W.
anomalus CCC32 produziram etanol como principal produto da fermentacao, tanto em
extrato puro como em extrato suplementado com glicerol, sendo que a maior produg¢ao
de etanol foi no meio com suplementacgao.

E necessario determinar a composicdo nutricional do caldo de mamoeiro.
Novos estudos estdo sendo feitos visando avaliar a fermentacdo do caldo de
mamoeiro suplementado com diferentes fontes de carbono e por diferentes
microrganismos industriais. Para o aproveitamento integral da matéria-prima, estudos
sobre a utilizagdo da biomassa celulésica do caule de maméao também devem ser

feitos, estudos estes que estdo em desenvolvimento.
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