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Introducao

A demanda mundial por alimentos tem crescido consideravelmente,
incentivando a pesquisa por fontes ndo convencionais de proteina (Rajoka et al., 2011).
Atualmente, diversas areas agricultaveis tém sido utilizadas para o plantio de matéria
prima para producdo de racdo destinada a animais, competindo com o plantio de
alimentos destinado a populagdo humana. Ante a um quadro de escassez, a biomassa
microbiana pode ser aproveitada com sucesso, quer para alimentacdo animal, quer para
alimentacdo humana. A despeito deste potencial, a utilizacdo da biomassa microbiana
tem como gargalo os elevados custos envolvidos em sua obtengdo. A busca por
substratos e processos que visem minimizar os custos na obtencdo de biomassa

microbiana é, portanto, uma atividade importante (Duarte et al., 2008).

Ao longo das ultimas décadas, pesquisas tém demonstrado que a biomassa
lignoceluldsica é uma alternativa interessante para obtencdo de diversos produtos como
biocombustiveis, biopolimeros, &cidos organicos e suplementos protéicos (Xu et al.,
2003; Pandey et al., 2000; Saha, 2003). Este substrato é derivado da utilizagdo de
recursos vegetais, e constitui residuo de diversos ramos da atividade agroindustrial
como industria madeireira, de papel e celulose, sucro-alcoleira, plantio e beneficiamento
de forrageiras como milho, sorgo, mandioca e soja (Pandey et al., 2000; Goldemberg,
2008). Mais recentemente, a biomassa lignoceluldsica tem sido usada também como
fonte de carbono para producdo de lipidios aplicaveis na obtencéo de biodiesel (Meng et
al., 2009). Considere-se, portanto, a utilizacdo de lignocelulose promissora tanto para

obtencdo proteinas quanto para obtencdo de lipidios.

Estudos recentes apontam que a utilizacdo de fragmentos de madeira para
hidrélise € uma opgdo atraente (Silva et al., 2011). O Brasil € o terceiro maior produtor
de madeira tropical do mundo, estando atras apenas dos paises asiaticos Malasia e
Indonésia (Humell et al., 2010). Dentro do mercado brasileiro, a regido amazonica
responde por 75% da producgéo (Amaral et al., 1998). Segundo Lucas Filho et al. (2010),
estima-se que 50% de todo estoque de madeira tropical do mundo encontra-se nesta

regido.

Segundo Humell et al. (2010), em 2009 o estado do Amazonas produziu 367 mil

metros cubicos de madeira em toras. Admitindo 0os mesmos percentuais observados para
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toda a Amazonia legal, cerca de 60% da madeira extraida é categorizada como entulho,
das quais cerca de 15% sdo queimadas ou abandonadas. Estes residuos podem ser
utilizados para obtencdo de hidrolisado hemicelulésico, a partir do qual podem ser
produzidas diversas substancias com valor de mercado. O aproveitamento de residuos
de industrias madeireiras do Amazonas pode conduzir a obtencdo de um substrato de

baixo custo para cultivo de microrganismos com potencial biotecnoldgico.

Leveduras sdo microrganismos do reino Fungi geralmente unicelulares com
reproducdo assexuada por brotamento (Stajich et al., 2009). Vérias espécies apresentam
potencial biotecnologico, com aplicacdes na panificacdo, producdo de bebidas,
biocombustiveis e suplementos alimentares. A utilizacdo de linhagens de leveduras
habeis em crescer usando hidrolisados hemicelul6sicos como fontes de carbono pode

conduzir a obtencéo de bioprocessos com custos relativamente baixos.

A utlizacdo de leveduras para producdo de biomassa usando hidrolisado
hemicelulésico de residuos da industria madeireira pode constituir agregacao de valor a
este subproduto, podendo elevar os lucros obtidos por metro cubico de madeira

extraida.

O presente trabalho tem como objetivo a obtencéo de hidrolisado hemiceluldsico
de residuos de madeira para ser utilizado como substrato de leveduras, determinando
desta forma condi¢cBes Otimas para cultivo das mesmas no substrato em questdo,
caracterizando assim a cinética do crescimento microbiano. Avaliando a viabilidade

celular e as condicdes 6timas para obtencdo de maior rendimento de biomassa.



Material e Métodos

O bagaco de cana de acucar foi obtido junto a Agropecuaria Jayoro, localizada no
municipio de Presidente Figueiredo, a 120 km de Manaus. Os residuos foram triturados,
lavados, para a remocdo de particulas de sujeira, e desidratados em estufa a 70 °C até
obtencdo de peso constante.

A hidrolise &cida foi efetuada se misturando bagacgo de cana de acgucar desidratado e
triturado a &cido sulfdrico, com razdo sélido : liquido de 1:5. A mistura permaneceu a
temperatura ambiente por 24 horas, sendo autoclavada a seguir por 40 minutos (121 °C).
Apdbs o tratamento térmico, o material foi prensado e a fase sélida descartada. A fase
liquida teve o pH ajustado para 5,0 pela adi¢do de hidroxido de célcio.

Um isolado de Meyerozyma guilliermondii, preservado pelo método Castellani na
colecdo do Laboratério de Genética de Microrganismos (Departamento de Biologia,
Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Amazonas), foi reativado em
Agar Sabouraud (peptona 10 g/L; glicose 40 g/L, pH 5,0) em 72 horas a 28 °C. A
seguir, foram cultivadas em meio liquido composto de extrato de levedura (1,5 g/L),
uréia (1,25 g/L), KH2PO4 (1,1 g/L), glicose (10 g/L) e xilose (30 g/L), por 72 horas a
120 rpm e 30 °C para producdo de biomassa utilizada como in6culo nos cultivos em

hidrolisado hemicelulésico.

Os experimentos foram conduzidos em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de meio liquido composto por hidrolisado hemiceluldsico de bagaco
de cana de acgucar, suplementado com extrato de leveduras (1,5 g/L), KH2PO4 (1,25 g/L)
e uréia em concerntracdes variaveis. Foi utilizado o delineamento central composto
rotacional (DCCR), proposto pelo software Statistica 6.0 (Statsoft ®), com trés

variaveis em 5 niveis, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Variaveis e niveis do planejamento experimental DCCR.

Variaveis Niveis das varidveis
—q -1 0 +1 +a
Tamanho do inéculo (g/L) 1,65 3,0 5,0 7,0 8,35
Concentragéo de Uréia (g/L) 0,33 1,0 2,0 3,0 3,67
Temperatura (°C) 25 25 30 35 35

Um total de 17 ensaios, compostos conforme tabela 2, foram realizados ao longo de
120 horas, mantidos sob agitacdo a 120 rpm. A cada 12 horas uma aliquota de 100 puL

foi coletada de cada frasco e diluida 10 vezes, sendo analisado a densidade otica a



600nm para estimar o crescimento celular ao longo dos cultivos. As amostras foram

preservadas congeladas, a fim de serem analisadas posteriormente.

Tabela 2: Planejamento fatorial para fermentagao de hidrolisado hemiceluldsico em frascos conicos.

Ensaio Irzg;:llj)lo [tjgr/éll{)j‘] Temperatura (°C)
1 3,00 1,00 25,00
2 3,00 3,00 35,00
3 7,00 1,00 35,00
4 7,00 3,00 25,00

50 5,00 2,00 30,00
6 3,00 1,00 35,00
7 3,00 3,00 25,00
8 7,00 1,00 25,00
9 7,00 3,00 35,00

10© 5,00 2,00 30,00
11 1,65 2,00 30,00
12 8,35 2,00 30,00
13 5,00 0,33 30,00
14 5,00 3,67 30,00
15 5,00 2,00 25,00
16 5,00 2,00 35,00

17© 5,00 2,00 30,00

Legenda: (c) Ponto central
Um segundo planejamento fatorial, proposto como ajuste ao longo da execucgéo do

projeto, foi constituido conforme tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Variaveis e niveis do planejamento experimental DCCR, proposto em alternativa ao
planejamento inicial.

Variaveis Niveis das variaveis
—a -1 0 +1 +a
Tamanho do in6culo (g/L) 2,17 3,0 5,0 7,0 7,82
Concentracdo de Uréia (g/L) 0,80 1,0 15 2,0 2,20

Tabela 4: Detalhamento dos ensaios constituidos conforme Planejamento DCCR (tabela 3) para
fermentacdo de hidrolisado hemicelul6sico em frascos conicos.

Ensaio Inéculo [Uréia]
(@/L) (g/L)
1 3,00 1,00
2 3,00 2,00
3 7,00 1,00
4 7,00 2,00
50 5,00 1,50
6 2,17 1,50
7 7,80 1,50
8 5,00 0,80
9 5,00 2,20
10© 5,00 1,50




Resultados e Discussao

Os ensaios foram conduzidos conforme o planejado. As curvas de crescimento dos
17 ensaios sdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1: Curvas de crescimento dos 17 ensaios. Observar as legendas a direita do grafico.

Os ensaios 4, 17 e 14 apresentaram as maiores densidades Oticas, sendo
provavelmente estes os de maior crescimento celular. A caracterizacdo bioquimica da
biomassa microbiana e a analise estatistica dos dados serdo executadas em etapas
posteriores.

A andlise estatistica do ensaio indicou que nenhum dos fatores foi significativo, o
que provavelmente resulta de erros na execucdo do planejamento fatorial inicialmente
estabelecido. Diante de tal fato, um novo delineamento foi proposto, conforme
previamente exposto nas tabelas 3 e 4.

O novo experimento, constituido por 10 ensaios, foi executado conforme planejado,
tendo seus resultados expostos na tabela 5.

A andlise estatistica indicou que o fator “Indculo” foi o unico com efeito
significativo, ndo havendo significancia do fator “Concentracdo de uréia” nem
interferéncia entre os dois fatores, conforme grafico de Pareto apresentado na figura 2.

Este resultado é consonante com o de Betancur (2010), o qual encontrou que

“in6culo” foi o uUnico fator significativo para a produ¢dao de biomassa em hidrolisado
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hemiceluldsico de cana-de-aclcar ao longo do processo fermentativo para producgéo de

etanol.

Tabela 5: Resultado dos ensaios de producéo de biomassa usando M. guilliermondii.

Biomassa
obtida (g/L)

1 5,00
2 4,98
3 5,60
4 5,58
50 3,50
3,64
7,28
3,06
3,30
10© 3,16

Ensaio

O |0 | N[O

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomassa (g/L)

2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=,9764182
DV: Biomassa (g/L)

N -
— // 324289

(2)[Urea](L) / 11071285 i

1Lby2L // 0,

p=,05
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2: Grafico de Pareto de efeitos padronizados. Notar que “indculo” é a Unica variavel com efeito
significativo (seta). Valores significativos somente acima de p (0,05).

A predicdo de otimizacdo indicou que os valores 6timos para obtencdo de biomassa
seriam 2,70 g/L de inéculo e 2,0 g/L de uréia (figura 3). Tendo em vista o fim do
cronograma do projeto, a validacdo destes valores sera executado em um outro

momento.
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Prafiles for Predicted Values and Desirability
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Figura 3: Perfis / predicao de valores desejaveis com fins de otimizacéo do processo.
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Conclusoes e Recomendacoes

O tamanho do in6culo é o Unico fator preponderante para a producdo de biomassa
por Meyerozyma guilliermondii nas condicdes avaliadas.

Diferentemente de ensaios anteriores, esta linhagem apresentou baixa
produtividade, o que indica que pode ter ocorrido um comprometimento da linhagem ao
longo do periodo de estocagem.

Diversos trabalhos cientificos indicam o potencial de Meyerozyma guilliermondii
(sinonimias Pichia guilliermondii e Candida guilliermondii) na producdo de etanol,
xilitol e biomassa microbiana como suplemento proteico. Novos esfor¢os devem ser
empreendidos no sentido de atestar a aplicabilidade industrial da linhagem utilizada

neste projeto.
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