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Aproveitamento do melaco e vinhaca de cana-de-agcucar como
substrato para producio de biomassa protéica e lipidica

por leveduras e bactéria

Use of sugar cane molasses and vinasse for proteic and lipidic biomass

production by yeast and bacteria
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Resumo

Este trabalho avaliou a capacidade de crescimento ¢ sintese de lipideos e proteinas por Saccharomyces
cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, Candida lipolytica, uma levedura isolada das lagoas de vinhaga
e Corynebacterium glutamicum, em melaco a 10% e vinhaga bruta de cana-de-agticar. Todos os
microrganismos apresentaram crescimento tanto em melago quanto em vinhaga. Em vinhaca bruta, a
levedura que apresentou maior crescimento foi R. mucilaginosa, com 7,05 g/L; em meio de melago foi C.
lipolytica, com uma produgdo de biomassa de 6,09 g/L. O maior teor protéico da biomassa em vinhaga foi
obtido por S. cerevisiae (50,35%) e em melago por C. glutamicum (46,16%). C. lipolytica e R. mucilaginosa
foram as leveduras que apresentaram a maior producao de lipidios, acima de 20% e 18%, respectivamente,
tanto em melago quanto em vinhaga.
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Abstract

This work evaluated the lipid and protein growth and synthesis capacity by Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotoruda mucilaginosa, Candida lipolytica, a yeast isolated from vinasse lakes and
Corynebacterium glutamicum in 10% molasses and sugar cane crude vinasse. All microorganisms grew
both in molasses and vinasse. The highest growth in crude vinasse was performed by R. mucilaginosa
(7.05 g/L), and in 10% molasses, by C. lipolytica, yielding 6,09 g/L. In vinasse, the highest protein
content in the biomass was produced by S. cerevisiae (50.35%) and in 10% molasses, by C. glutamicum
(46,16%). C. lipolytica and R. mucilaginosa showed the best lipid production, above 20% and 18%,
respectively, both in vinasse and in molasses.
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Introducao

O interesse por residuos ou subprodutos industriais
vem aumentando, devido a utilizagdo dos mesmos
como substrato para producao de proteina microbiana
ou “single cell protein”, um produto com elevado valor
nutricional (NAVARRO; SEPULVEDA; RUBIO,
2000; EMTIAZI; ETEMADIFAR; TAVASSOLI,
2003; PARASKEVOPOULOU et al., 2003).

Entre os subprodutos mais abundantes, podem ser
citados: o soro de queijo ou de leite
(PARASKEVOPOULOU et al., 2003), e os
residuos da produgdo do glutamato (ZHENG et al.,
2005), material celulosico de origem vegetal (DIAZ
et al., 2003). Também merecem realce o melago ¢ a
vinhaga de cana-de-agucar, que podem ser
empregados para o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos de interesse industrial (ALTAF etal.,
2005) por muitos microrganismos como leveduras,
algas, fungos e bactérias (ARNOLD; KNAPP;
JOHNSON, 2000; ANUPAMA; RAVINDRA,
2000). Além disso, ha um crescente interesse por
novas fontes de acidos graxos essenciais ¢ muita
atencdo tem sido voltada para os microrganismos
denominados oleaginosos, que representam fontes de
6leos e gorduras (RUPCIC; BLAGOVIC; MARIC,
1996; DYAL; NARINE, 2005).

O melago ¢ um subproduto da agroindustria,
freqlientemente utilizado como substrato para a
produgdo de etanol (JIMENEZ; BORJA; MARTIN,
2004) pois, devido a presenca de grande quantidade
de agucares fermentesciveis em sua composicao, ele
constitui uma boa fonte de carbono para o
metabolismo microbiano. Além disso, em sua
composicdo estdo presentes nitrogénio, fosfatos,
calcio e magnésio bem como zinco, manganés, cobre
e ferro (WALISZEWSKI; ROMERO; PARDIO,
1997; CORTEZ; BROSSARD-PEREZ, 1997),
nutrientes importantes para o metabolismo celular.

A vinhaga, por sua vez, ¢ o maior efluente da
industria do etanol, representando um grande
problema ambiental. Este liquido escuro ¢ produzido
auma taxa de 10 a 15 litros para cada litro de etanol,
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sendo composto principalmente de 4gua e compostos
organicos e inorganicos (MENEZES, 1980;
ANCIAES, 1980; POLACK; DAY; CHO, 1981).

No Brasil, grande parte da vinhaca estd sendo
utilizada como fertilizante devido ao seu conteudo
em material organico ¢ a elevada concentragdo de
nutrientes como potassio e nitrogénio (30gKg! de
peso seco) (DIAZ et al., 2003). O problema ocorre
quando alguns solos ndo respondem positivamente a
aplicacdo desse material acido (WARD, 1991;
CORTEZ; BROSSARD PEREZ, 1997), o que reduz
a alcalinidade do solo e prejudica a colheita
(KUMAR; VISWANATHAN, 1991), ¢ essa causa
deficiéncia em manganés no solo (AGRAWAL;
PANDEY, 1994) e inibe a germinacdo de sementes
(KANNABIAN; PRAGASAN, 1993).

Assim, o presente trabalho teve por objetivo
estudar a aplicabilidade do melago e vinhaga de cana-
de-acucar como substrato para producdo de proteinas
e lipidios de origem microbiana por quatro leveduras
¢ uma bactéria.

Material e Métodos

Microrganismo: Foram utilizadas as leveduras
Candida lipolytica, Rhodotorula mucilaginosa,
Saccharomyces cerevisiae e a bactéria
Corynebacterium glutamicum. As culturas foram
mantidas em meio s6lido (meio de preservagao) sob
temperatura de 4°C, e renovadas a cada quatro

s€manas.

Meio de preservagdo: as culturas foram
mantidas em meio solido YEPD (yeast extract peptone
dextrose) composto de (g/L): extrato de levedura 5,0;
peptona 5,0; glicose 10,0; fosfato dibasico de potassio
0,5; agar 20,0.

Meio de adaptagdo: antes de iniciar os cultivos,
os microrganismos foram cultivados em meio
contendo (g/L): extrato de levedura 5,0; peptona 5,0;
sacarose 10,0 e fosofato dibasico de potassio 0,5.

Meios de cultivo: Utilizaram-se, como meios de
cultivo, melago e vinhaga bruta cana-de-agtcar,
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cedidos pela Cooperativa Agricola de Rolandia -
COROL - Parana, Brasil.

Inéculo e fermentagoes: O inoculo foi mantido
em mesa agitadora “over night” a 180rpm sob
temperatura de 28 + 2°C. As fermentagdes foram
realizadas em frascos de 250mL contendo S50mL de
meio de cultivo, 28 + 2°C e agitacdo de 180 rpm.
Para os cultivos, a vinhacga foi utilizada na forma
bruta, que apresentou cerca de 2% de agucares
redutores totais. O melago foi diluido até a
concentragdo de 10% de agtlicares redutores totais.
Os ensaios foram realizados em duplicata.

Meétodos analiticos:

Determinag¢do da proteina total: O teor de
proteina total foi expressa como nitrogénio total (N)
multiplicado por 6,25. O nitrogénio total foi
determinado pelo método de Kjeldahl, de acordo com
Association of Official Analytical Chemists (1984).
Apos a lavagem, a biomassa foi seca em estufa a
105°C, até o peso constante, e quantificada por
diferenga de peso. Os calculos foram realizados
através de fatores obtidos de uma curva de calibracao
cuja densidade optica (DO) foi correlacionada com
0 peso seco.

Determinacdo dos acucares redutores totais
(ART): Os acgucares redutores totais (ART) foram
determinados, apo6s hidrolise com HCI 2M e
neutralizados com NaOH 2M, pelo método de
Somogy (1945) e Nelson (1944).

Extrag¢do e determinag¢do dos lipidios
totais:Para a extragdo dos lipidios foram utilizados
10g de biomassa lavada com metanol:cloroférmio
1:1(v/v) em aparelho Soxhlet durante 13 horas. Em
seguida, os solventes foram retirados por evaporacao

em rota-vapor a 70°C; a camada lipidica retida no
fundo do frasco foi retirada com metanol:cloroférmio
1:1 (v/v), transferida para tubos de ensaio e os
solventes novamente evaporados. Em seguida, os
lipidios foram determinados pelo método de Frings e
Dunn (1970).

Resultados e Discussao
Produgdo de biomassa e proteina em vinhaga bruta

A produgdo de biomassa e proteinas pelas
leveduras e pela bactéria C. glutamicum em vinhaga
esta descrita nas Figuras 1A e 1B, respectivamente.
A maior producdo de biomassa foi obtida por R.
mucilaginosa, 7,05g/L. C. lipolytica e apresentou
um conteudo de proteina pouco acima de 5,0 g/L.
Embora a produ¢ao de biomassa por S. cerevisiae
tenha sido de apenas 4,55 g/L, a maior producao de
proteina da biomassa foi atingida por esta levedura,
2,29 g/L, o0 que correspondeu a 50,35%. Esse resultado
¢ comparavel pois com os encontrados na literatura,
na qual os resultados da producdo de biomassa por
leveduras se encontra entre 50-70% (ANUPAMA;
RAVINDRA, 2000). R. mucilaginosa atingiu um
contetido protéico um pouco maior, de 2,43 g/L.

As bactérias também despertam interesse por
apresentarem biomassa com altos valores nutritivos,
além de alta velocidade de crescimento e elevado
conteudo protéico, variando de 47 a 87% (BU’LOCK;
KRISTIANSEN, 1991). Além disso, segundo
Dabbah (1970), metionina, triptofano e cistina, que
sdo aminoacidos deficientes em leveduras e fungos,
podem ser encontrados nas proteinas de bactérias.
Neste trabalho, a menor produgao de biomassa foi
obtida pela bactéria C. glutamicum, 3,46 g/L,
embora sua biomassa tenha apresentado um bom
contetdo protéico, 41,96%.
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Figura 1.B) Produ¢do de proteina (g/L) das
leveduras e da bactéria em vinhaga bruta.

A producao de biomassa acompanhou o consumo
eC.
mucilaginosa e S. cerevisiae consumiram acima

de acucares do meio, lipolytica, R.

de 50,0%. A bactéria C. glutamicum consumiu 39,8%
e a levedura isolada, 27,19% (Figura 2).
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Figura 2: Consumo de substrato pelas leveduras e
bactéria em meio de vinhaca bruta apds 48 horas.

Producao de biomassa e proteina em melago a 10%

Em meio de melaco, C. lipolytica foi a levedura
que apresentou a maior produgdo de biomassa, 6,28
g/L, seguida por S. cerevisiae com 5,46 g/L. A
bactéria C. glutamicum atingiu 2,79 g/L. de biomassa;

R. mucilaginosa produziu apenas 1,62 g/L (Figura
3A)

A maior produ¢do de proteina na biomassa foi
obtida por C. lipolytica, 2,11 g/L. A levedura S.
cerevisiae ¢ a bactéria C. glutamicum produziram
pouco acima de 1,0 g/L e R. mucilaginosa apenas
0,68 g/L (Figura 3B).
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Figura 3. A) Producao de biomassa (g/L)
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Figura 3. B) Producao de proteina (g/L) pelas
leveduras e bactéria em melago a 10%.

O consumo de agtcares foi pequeno no meio de
melago, apresentando valores abaixo de 10% para
C. lipolytica e C. glutamicum, R. mucilaginosa
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consumiu 11,30%. Apenas S. cerevisiae apresentou
um consumo elevado, 96,52%, mas que nao refletiu
na produgao de proteinas ou lipidios (Figura 4). Esse
comportamento pode ter ocorrido devido aos sais e
outras substancias presentes no melago, que afetam
o crescimento de alguns microrganismos.
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Figura 4. Consumo de substrato (g/L) pelas levedura
e bactéria em melaco a 10% apods 48 horas.

Producio de lipideos

Segundo Ratledge (1996), as principais classes
de microrganismos utilizados para a producao de
lipidios, considerados microrganismos oleaginosos,
sdo as leveduras e os fungos; estes podem produzir
até 40% de sua biomassa em lipidios. Porém, bactérias
¢ algas também sdo potencialmente produtivas. Para
que um microrganismo seja candidato favoravel aos
interesses comerciais, deve apresentar de 20-25%
de lipidios em sua biomassa. Sendo assim, pode-se
considerar como oleaginosas as leveduras C.
lipolytica e R. mucilaginosa (Tabela 4), que
apresentaram as maiores produgdes de lipidios, acima
de 20% e 18%, respectivamente, seguidas por S.
cerevisiae que apresentou uma producao lipidida em
torno de 11%. Essas leveduras produziram
quantidades similares de lipidios tanto em melago
quanto em vinhaca. No meio de melago, o conteudo
lipidico da biomassa da bactéria C. glutamicum
duplicou, atingindo 15,87%. Esse valor ¢ superior ao
descrito para outras bactérias como B. subtilis, B.
cereus ¢ E. coli, 8 a 8,5% (KURBANOGLU;
ALGUR, 2002).

Tabela 1: Producao de lipidios pelas leveduras e bactéria em vinhaga e melaco de cana-de-agtcar apos 48

horas de cultivo.

Microrganismo Vinhaca Melaco
Lipidios Lipidios Lipidios Lipidios

(%) (g/L) (%) (g/L)
Candida lipolytica 21,16 0,40 25,59 0,71
Rhodotorula mucilaginosa 18,.38 0,62 18,80 0,60
Saccharomyces cerevisiae 12,31 0,58 10,78 0,53
Corynebacterium 6,17 0,16 15,87 0,10
glutamicum

O estudo de microrganismos para a produgao de
lipidios ¢ alternativa para a substituicdo de fontes
convencionais de 6leos e gorduras. Uma vez que
estes lipidios apresentam composicao semelhante aos
6leos vegetais, poderiam ser empregados para fins
alimentares, combustiveis alternativos, bem como na
produgdo de compostos especificos de uso limitado,
como produtos farmacéuticos (CELLIGOI, 1993).

Considerando a importancia da fonte de carbono
utilizada, bem como a aplicacdo de subprodutos
agroindustriais, o melago de cana de agticar tem sido
alvo de varios estudos na produgdo de biomoléculas
energéticas. Ja Garcia, Angeles e Garrido (1956),
avaliaram a possibilidade de emprego do melago para
aproducdo de lipidios por 22 espécies de Penicillium.
Glatz, Floetenmeyer e Hammond (1985),
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preocupados com a utilizagdo de residuos, testaram
Candida curvata em melago na producdo lipidica.
Aratjo (1997), comparou a produgao lipidica de quatro
linhagens de leveduras em meio de melago com meios
definidos como glicose e sacarose. O autor observou
que 0s microrganismos em melaco apresentaram
teores lipidicos que variaram entre 20 e 40% e foram
superiores aos obtidos nos meios de glicose e
sacarose.

Conclusoes

Para a levedura R. mucilaginosa, o meio de
vinhaca bruta foi mais favoravel para as produgdes
de biomassa e de proteina, sendo 77,0% e 72,0%
maiores, respectivamente, quando comparadas com
o meio de melaco. Para C. lipolytica, S. cerevisiae
e C. glutamicum ocorreram producdes similares de
biomassa tanto em vinhaca quanto em melago. No
entanto o conteudo protéico da biomassa de S.
cerevisiae foi 40% maior em vinhaga bruta. A
producdo de lipidios totais foi similar em ambos os
substratos, com excecdo de C. glutamicum que
apresentou uma produgdo lipidica 2,57 vezes maior
em vinhaca bruta.
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