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SILVA JUNIOR, Fébio Ribeiro da; SELECAO E AVALIACAO DE LEVEDURAS ISOLADAS DO
FRUTO DO PEQUI (Caryocar Brasiliense) PARA A PRODUCAO DE LIPIiDIOS
COMO MATERIA-PRIMA ENERGETICA. Palmas-TO; Programa de Pos-Graduagio em
Agroenergia, Universidade Federal do Tocantins, 2023, 60 p. Dissertacao (mestrado).

RESUMO

Devido ao aumento do uso das fontes de energia fossil, ao aumento dos precos € a preocupacio
ambiental. Uma alternativa promissora é a extragao de lipideos de microrganismos, como algas,
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que oferecem varias vantagens em relacdo as fontes vegetais.
O objetivo dessa pesquisa ¢ apontar as usalidades das leveduras oleaginosas isoladas do fruto do pequi,
com potenciais em acumular lipidios em suas celular, a fim de apontarmos uma alternativa sustentavel
de utilizagdo de residuos agroindustriais para uma nova fonte energética. O experimento foi conduzido
em condicdo in vitro, no Laboratério de Microbiologia Geral e Aplicada - LMGA, na Universidade
Federal do Tocantins - UFT, campus Palmas — TO. Os frutos coletados foram devidamente identificados
e separados e apos o isolament, foi realizado o teste de coloragao utilizando o corante Sudan B. para a
quantificacdo das leveduras oleaginosas. J4 para a extragcdo do lipideo, o meio foi preparado utilizando
25 mL de soro de leite, 25 mL de manipueira e 0,5 g de extrato de levedura, para cada 100 mL -1. A
extracdo de lipideos contidos na biomassa das leveduras, foi realizada utilizando a metodologia proposta
por Bligh e Dyer (1959); onde a biomassa seca, previmanete centrifugada, passou por digestdo acida
para rompimento da parede celular da levedura. A extragdo dos lipideos foi realizada pela solugdo de 10
ml de cloroférmio e 5 ml de metanol na proporcao de 2:1. Foram obtidas 15 leveduras isoladas do fruto
do pequi com caracteristicas de microorganismos oleagindsos com a técnica de coloragdo sudan blcak.
Onde, a levedura 22 isolada da polpa do pequi, foi a que apresentou um maior percentual de acimulo
de lipideos, utilizando o soro de leite ¢ a manipueira como meio de crescimento para a obtengdo de
biomass; Dessa forma, a conversao de uma fonte de carbono originaria do soro do leite ¢ da manipueira

em biomassa e lipidios, mostrou-se bastante eficientes, com resultados positivos e satisfatorios.

Palavras-chaves: Extracdo de Lipidios, Biomassas, Residuos agroindustriais, Soro de leite,
Manipueira, Sudan Black.
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SILVA JUNIOR, Fabio Ribeiro da; SELECTION AND EVALUATION OF ISOLATED YEASTS
FROM PEQUI FRUIT (Caryocar Brasiliense) FOR THE PRODUCTION OF LIPIDS AS AN
ENERGY RAW MATERIAL. Palmas-TO; Graduate Program in Agroenergy, Federal University of
Tocantins, 2023, 60 p. Thesis (Master's degree).

ABSTRACT

Due to the increased use of fossil energy sources, rising prices and environmental concerns. A promising
alternative is the extraction of lipids from microorganisms, such as algae, bacteria, yeasts and
filamentous fungi, which offer several advantages over plant sources. The objective of this research is
to point out the uses of oleaginous yeasts isolated from the pequi fruit, with the potential to accumulate
lipids in their cells, in order to point out a sustainable alternative for the use of agro-industrial residues
for a new energy source. The experiment was carried out in in vitro conditions, at the General and
Applied Microbiology Laboratory - LMGA, at the Federal University of Tocantins - UFT, Palmas
campus - TO. The collected fruits were properly identified and separated and after isolation, the staining
test was performed using the Sudan B. dye for the quantification of oleaginous yeasts. For lipid
extraction, the medium was prepared using 25 mL of whey, 25 mL of manipueira and 0.5 g of yeast
extract for each 100 mL -1. The extraction of lipids contained in the yeast biomass was carried out using
the methodology proposed by Bligh and Dyer (1959); where the dry biomass, previously centrifuged,
underwent acid digestion to break the yeast cell wall. The lipids were extracted using a solution of 10
ml of chloroform and 5 ml of methanol in a 2:1 ratio. Fifteen yeasts isolated from pequi fruit with
characteristics of oleaginous microorganisms were obtained using the sudan blcak staining technique.
Where, the yeast 22 isolated from the pequi pulp, was the one that presented the highest percentage of
lipid accumulation, using whey and manipueira as a growth medium to obtain biomass; Thus, the
conversion of a source of carbon originating from whey and cassava into biomass and lipids proved to

be quite efficient, with positive and satisfactory results.

Keywords: Lipid Extraction, Biomass, Agroindustrial residues, Whey, Manipueira, Sudan Black.
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1- INTRODUCAO

Devido ao aumento do uso das fontes de energia fossil, ao aumento dos precos e a
preocupacao ambiental, os biocombustiveis tém sido considerados uma alternativa para mitigar
esses problemas, oferecendo potencial para suprir as necessidades humanas com menor impacto
ambiental (SOUZA et al., 2020).

O biodiesel ¢ um biocombustivel obtido por meio da interagdo quimica entre
triglicerideos e um alcool de cadeia curta, na presenca ou auséncia de um catalisador. Entre
seus principais beneficios estdo a alta biodegradabilidade, a ndo toxicidade, a baixa emissao de
poluentes em comparacao com o diesel de petrdleo e a compatibilidade com motores de injegdo
de diesel convencionais (DE OLIVEIRA et al., 2020).

Existem quatro geracdes de biocombustiveis, conhega um pouco mais sobre cada uma
delas: Primeira Geracdo: Para a producdo dos biocombustiveis de primeira geracdo sao
utilizados agticares, amidos ou 6leos vegetais; Segunda Geragdo: E possivel utilizar todas as
formas de biomassa lignoceluldsica (macromoléculas organicas complexas), inclusive residuos
agricolas e industriais, arvores ¢ determinadas espécies de grama. Os biocombustiveis de
segunda geragdo podem reduzir em 90% as emissdes de gas carbOnico na atmosfera, em
comparagdo aos combustiveis fosseis; Terceira Geragdo: O foco dos biocombustiveis de
terceira geragao € a intervengao direta na producdo de biomassa no campo da gendmica; Quarta
Geragao: Os biocombustiveis de quarta geracdo tém foco na retirada de gés carbonico da
atmosfera, armazenando-o em seus troncos, galhos e folhas. A biomassa abundante em carbono
¢ transformada em combustivel e gases utilizando técnicas de segunda geragao. Além de serem
combustiveis e gases renovaveis, sdo considerados carbono-negativo, pois retiram gas
carbonico da atmosfera (APROBIO, 2016).

Uma alternativa promissora ¢ a extragdo de lipideos de microrganismos, como algas,
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que oferecem vérias vantagens em relagdo as fontes
vegetais. Esses microrganismos ndo estdo restritos a condi¢des climaticas especificas,
permitindo produgdo o ano todo, requerem menos espaco € mao de obra e tém um ciclo de
producdo mais curto, devido ao ciclo de vida da biomassa microbiana ser menor em comparagao
com as fontes vegetais. Além disso, como meio de cultura, ¢ possivel utilizar aguas residuais
ou residuos agroindustriais, contribuindo para uma destinacdo adequada desses residuos e
promovendo a economia circular.

Uma estratégia para aumentar a competitividade na produgdo de biodiesel € o uso de

meios de cultura para as leverduras, de baixo custo, como o carogo do pequi. Embora a
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composi¢ao do carogo seja considerada de baixa qualidade devido ao alto teor de acidos graxos
livres, € possivel produzir ésteres por meio da reagdo de esterificacao (SOUZA et al., 2020).

O bioprocessamento de residuos agricolas ¢ de grande interesse econdomico, ambiental
e social. Entre estes, destaca-se a manipueira, que ¢ um residuo da industria processadora de
mandioca, produzida em grande quantidade no Brasil e apesar dos nutrientes que possui ¢ um
residuo pouco aproveitado e muitas vezes descartado de forma incorreta no meio ambiente.
(BORGHETTI, 2009).

O soro de leite ¢ o subproduto liquido obtido quando a caseina e gordura sdao separadas
a partir da coagulacao do leite (FRIGON et al., 2009). Trata-se do principal subproduto gerado
na produ¢do de queijos ndo s6 pela elevada carga organica como pelo grande volume,
relacionado com a produtividade de cada tipo de queijo e também com o tipo de leite processado
(CARVALHO et al., 2013).

Ja os lipidios das leveduras lipogénicas, utilizados na producdo de biodiesel, sdo
compostos por triglicerideos, fosfolipidios, esterois e acidos graxos livres. A composi¢ao
especifica desses lipidios pode variar de acordo com a espécie de levedura e as condigdes de
cultivo. O conhecimento detalhado da composigao dos lipidios dessas leveduras ¢ fundamental
para otimizar a producdo de biodiesel e desenvolver estratégias de engenharia metabdlica
visando aumentar a eficiéncia e a produtividade desse biocombustivel sustentavel (SOUZA et
al., 2020).

O bioma cerrado ¢ uma area de destaque na preservacdo da biodiversidade global e
possui uma flora extremamente rica, incluindo diversas espécies frutiferas com alto potencial
de aproveitamento tecnoldgico. Uma dessas espécies € o Caryocar brasiliense Cambess,
conhecido como pequi ou piqui, que ocorre em varios estados brasileiros. Essa arvore oferece
multiplas formas de aproveitamento, como madeira para mdveis e construcao civil, casca para
tinturaria, folhas na medicina popular e alimenta¢do animal, améndoa e fruto para uso culinario,
medicina popular e extracdo de 6leo, que pode ser empregado em cosméticos e saboaria
(TRAESEL & OESTERREICH, 2018; DE ALMEIDA et al., 2018).

Assim, a fim de reduzir a dependéncia de fontes fOsseis de energia e minimizar os
impactos ambientais associados a produgdao de biocombustiveis, o objetivo dessa pesquisa €
apontar as usalidades das leveduras oleaginosas isoladas do fruto do pequi, com potenciais em
acumular lipidios em suas celular, a fim de apontarmos uma alternativa sustentavel de utilizagao

de residuos agroindustriais para uma nova fonte energética.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Geral

Isolar leveduras oleaginosas do fruto do pequi (Caryocar brasiliense) e selecionar as

com potenciais para a produzir lipidios capazes de serem convertidos em fontes energéticas.

2.2 - Especificos

e [solarleveduras oleaginosas da polpa e semente do fruto do pequi;
e Selecionar as leveduras oleaginosas com a técnica de coloracdo Sudan Black;

e Avaliar o acumulo de lipidios das leveduras isoladas do pequi utilizando soro de leite e

manipueira como meio de crescimento para obtengdo de biomassa;

e Apontar a usabilidade das leveduras oleaginosas do fruto do pequi.
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3 -REFERENCIAL TEORICO
3.1 - Biodiesel

Os investimentos na diversificacdo da matriz energética abrangem a busca por fontes
preferencialmente renovédveis e mais baratas devido aos aspectos econdmicos e
ambientais. Nesse contexto, o biodiesel, por ser um combustivel alternativo e renovavel, merece
atencdo e surge como uma alternativa para atender a demanda energética mundial e substituir
o 6leo diesel. O biodiesel ¢ um combustivel que pode ser produzido a partir de 6leos vegetais,
gorduras animais e 6leos de origem microbiana (algas, fungos e bactérias). As matérias-primas
sdo convertidas em biodiesel por meio de uma reagdo quimica envolvendo alcool e um
catalisador. Atualmente, varios tipos de sistemas tém sido estudados para desenvolver a reagdo
de esterificacdo de forma mais répida e econdmica (GOMES, 2023).

A insercdo da utilizacdo dos biocombustiveis no Brasil vem desde a década de 70, a
priori, objetivando superar crises econdomicas. Devido ao alto preco do petroleo, em 1983 o
governo brasileiro, através do entdo Ministério da Industria e Comércio, criou o Programa
Nacional de Energia de Oleos Vegetais (Projeto OVEG) com o intuito de realizar pesquisas de
adicdo de niveis de biodiesel puro ao diesel de origem mineral. Em 2002, foi criado o
PROBIODIESEL, coordenado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia, visando mobilizar
todos os setores envolvidos no desenvolvimento de biocombustiveis para avaliar a viabilidade
técnica, econdmica e socioambiental, entretanto, foi descontinuado, pois ndo priorizava a
agricultura familiar, sendo ajustado posteriormente (RAMOS et al., 2011).

Em 2003, teve inicio os primeiros estudos para a criagdo de uma politica para a producao
do biodiesel no Brasil, através da Comissdao Executiva Interministerial do Biodiesel (CEIB) e
do Grupo Gestor (GG) pelo governo federal. Em dezembro de 2004, foi lancado o Programa
Nacional de Producao e Uso do Biodiesel (PNPB), objetivando introduzir o biodiesel na matriz
energética brasileira resultando na primeira fase, a definicdo de um arcabouco regulatorio
fomentando a inclusdo social e o desenvolvimento regional (ANP, 2022).

A comercializagdo até entdo era opcional, porém, a partir da Lei n® 11.097/2005 em seu
artigo 2°, tornou-se obrigatorio a introdugdo do biodiesel na matriz energética brasileira,
inicialmente, com mistura de 2% no diesel f6ssil a partir de 2008 (ANP, 2022).

No decorrer dos anos, esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE). A série histérica de ampliagdo e perspectiva do percentual de biodiesel na
producao de oleo diesel tipo B, conforme estabelecido pela Lei n® 13.263, 23/03/2016 e pela
Resolu¢ao CNPE n° 16, de 29/10/2018, ¢ explanada na Figura 1.
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Figura 1: Linha do tempo de ampliagdo e perspectiva obrigatoria do percentual de biodiesel
na produgao de oleo diesel tipo B estabelecido na Resolugao CNPE n° 16, de 29/10/2018.

11%
a
15%
2020 Mar/2022

Jul/2008 Jan/2010 Nov/2014 Mar/2018 Mar/
Jan/2008 Jul/2009 Ago/2014 Mar/2017 Set/2019 | Mar/2021 Mar/2023

Fonte: ANP, 2021.

Como forma de mitigar os impactos na economia devido a pandemia de Covid-19,
foram realizadas alteragdes dos percentuais obrigatdrios de Biodiesel no 6leo Diesel B ora
estabelecidos pelo CNPE nos anos de 2020, 2021 e 2022. Com isso, através da Resolugdo n°
824, de 13 de agosto de 2020, ficou estabelecida a reducdo excepcional e temporaria do
percentual de mistura obrigatoria do biodiesel ao 6leo diesel dos atuais 12% (B12) para 10%
(B10) no bimestre de setembro e outubro, sendo que a partir de novembro o incremento foi de
11% (B11) como medida de manuten¢do da continuidade do abastecimento nacional (ANP,
2020).

Ja no ano de 2021, até o final do primeiro trimestre, ocorreu o aumento do percentual
de mistura mandatorio no diesel oriundo de petroleo para 13% em volume, sendo que em maio,
este percentual foi reduzido para 10% (B10) e em setembro para 12% (B12) e, por fim, 10%
(B10) em novembro (EPE, 2022).

Em 2022, como forma de proteger os interesses do consumidor quanto ao preco,
qualidade e oferta dos produtos, o Ministério de Minas e Energia (MME), através do CNPE,
decide manter o percentual obrigatorio de biodiesel no diesel em 10% (B10), sendo que, pelo
cronograma estabelecido na resolu¢ao 16/2018 do proprio CNPE, em 2022, o percentual
deveria subir para 14% (B14) a partir de margo até atingir 15% (B15) em 2023. O MME
justificou tal decisdo baseada na implantacdo de medidas para a conteng¢do do prego do diesel
com a manuten¢do da Politica Nacional de Biocombustiveis, RenovaBio, um programa do
Governo Federal regulamentado em mar¢o de 2018 para expandir a producdo de

biocombustiveis no Brasil, baseada na previsibilidade, na sustentabilidade ambiental,
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econdmica e social, e compativel com o crescimento do mercado, conferindo previsibilidade,
transparéncia, seguranca juridica e regulatoria ao setor (EPBR, 2021). Para o ano de 2023, foi
prevista a mistura obrigatéria de 15% (B15) a partir de abril, cumprindo assim, o cronograma

estabelecido na resolucdo 16/2018 do CNPE (BIODIESELBR, 2023).

3.2 - A cadeia produtiva do biodiesel

O Biodiesel ¢ uma mistura de ésteres de cadeia longa derivado de acidos graxos obtidos,

na sua grande maioria, por meio de reacdes de transesterificagao em 6leos vegetais ou gorduras
animais com alcoois na presenca de um catalisador (SANTIN, 2013). Possui propriedades
similares ao 6leo diesel mineral, sendo um produto atéxico, biodegradavel e renovavel, sendo
considerado menos prejudicial ao meio ambiente quando comparado com o diesel, pois ndo ¢
utilizado enxofre no processo produtivo (CANESIN et al., 2014).
Por ser detentor de uma grande extensao territorial, o Brasil apresenta uma ampla diversidade
de matérias-primas para a producdo de biodiesel, como a soja, o girassol, a mamona, o milho,
o pinhdo-manso, o caro¢o de algoddo, a canola, o babagu, o buriti, 0 dendé, a macauba e o
amendoim, além das de origem animal como o sebo bovino e as gorduras de frango e de suinos.
Oleos de descarte, dleos de visceras de peixes e 6leos usados para cocgdo de alimentos (6leo de
fritura) também sdo utilizados como matérias-primas alternativas.

No entanto, ¢ importante ressaltar que as propriedades quimicas e fisicas da matéria-
prima estdo diretamente associadas a tecnologia e ao rendimento do processo de conversao e,
por conseguinte, as variacdes na qualidade final do produto para fins combustiveis. Mais de
350 espécies de plantas com potencial para utilizagdo na produgdo de biodiesel ja foram
identificadas globalmente (ATABANI et al., 2012).

A cadeia produtiva do biodiesel envolve diversas etapas, desde a selegdo e cultivo de
matérias-primas até a producao e distribuicdo do biocombustivel final. Aqui estd uma descrigao
detalhada das principais etapas da cadeia produtiva do biodiesel (PORTAL BIODIESEL,
2019). Com referéncia a fontes consultadas:

e Selecdo das matérias-primas: A escolha das matérias-primas ¢ um passo
fundamental na producdo de biodiesel. Diversas fontes vegetais e animais podem
ser utilizadas, sele¢dao leva em consideragdo fatores como disponibilidade, custo,
teor de lipidios, qualidade do 6leo, sustentabilidade e impacto ambiental.

e Cultivo e colheita das matérias-primas: Para as matérias-primas de origem

vegetal € necessario o cultivo agricola. Isso envolve preparacao do solo, plantio,



17

irrigacdo, controle de pragas e doengas, e colheita das plantas. No caso de matérias-
primas de origem animal, como gorduras animais, a obtengdo ocorre por meio de

processos de abate e processamento de animais.

o Extracdo dos é6leos ou gorduras: Apos a colheita ou obtengdo das matérias-
primas, € necessaria a extragdo dos 6leos ou gorduras. Isso pode ser feito por meio
de métodos mecanicos, como prensagem ou moagem, Ou Por Processos quimicos,
como a extracao com solventes. O objetivo € separar os lipideos das partes solidas
ou liquidas indesejadas.

e Refino dos dleos: Os oleos ou gorduras extraidos passam por um processo de
refino para remover impurezas, como residuos solidos, acidos graxos livres,
pigmentos e compostos indesejaveis. O refino geralmente envolve etapas como
degomagem, neutralizagdo, descoloracdo e desodorizacdo, garantindo a qualidade
do oleo a ser utilizado na producao de biodiesel.

e Transesterificacido: A transesterificacdo ¢ a reagdo quimica responsavel pela
conversdao dos 6leos ou gorduras em ésteres metilicos ou etilicos, que sdo os
principais componentes do biodiesel. Nessa etapa, os lipideos reagem com um
alcool de cadeia curta, geralmente metanol ou etanol, na presenga de um
catalisador, como hidroxido de potassio ou hidréxido de sédio. A transesterificagdo

produz biodiesel e gera glicerina como subproduto.

e Purificacio do biodiesel: O biodiesel produzido na etapa de transesterificagao
passa por um processo de purificagdo para remover impurezas remanescentes,
como catalisadores, glicerina residual, dgua e sabdes. Isso pode ser feito por meio
de lavagem, decantacdo, centrifugagcdo ou processos de filtragao.

e Armazenamento e distribuicdo: O biodiesel purificado ¢ armazenado em tanques
adequados para garantir sua qualidade e estabilidade. Em seguida, o
biocombustivel ¢ distribuido para postos de combustiveis, indistrias ou outros
consumidores. A logistica de distribui¢do envolve transporte, armazenamento
intermediario e abastecimento dos pontos de venda.

Essa ¢ uma visdo geral da cadeia produtiva do biodiesel, mas vale ressaltar que pode
haver variagdes e diferentes abordagens em termos de processos e tecnologias utilizadas,
dependendo da regido e das especificidades de cada planta de produgdo de biodiesel (PORTAL
BIODIESEL, 2019).

A produgdo de biodiesel pelo método de transesterificacdo, representando as trés
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reagoes reversiveis e consecutivas, que ocorre a formacao do di- e mono-acil-glicerideos como
produtos intermediarios a partir de um tri-,seguem ilustradas na figura 2. Esse exemplo ¢ via

rota metilica, mas também pode ser realizado via rota etilica (SILVA, 2019).

Figura 2: Reacdo de transesterificagdo para producao de biodiesel.

CHz-00C-R; Ri-COOCH; CH-OH

. catalisador |
CH-00C-R: + 3CH.OH {—3’ R.-COOCH; + CH-OH

CH,-00C-R: R3-COOCH; CH;-OH

Triglicerideo Metanol Biodiesel Glicerol

Fonte: SILVA, 2019.

A reacdo de transesterificacdo produz glicerol, sua produgdo corresponde a equivalente
10% em volume do total produzido na reacao, logo um co-produto do biodiesel que possui um
valor comercial, que pode ser aproveitado por industrias, tais como a de produtos de limpeza e
cosméticos (CHOEDKIATSAKUL et al., 2014; SILVA et al., 2017).

Segundo Bergmann e colaboradores (2013), em geral, pode-se afirmar que ésteres
alquilicos de acidos graxos podem ser produzidos a partir de qualquer tipo de matéria-prima
oleaginosa, mas nem toda matéria-prima pode ser utilizada para a obteng¢do de um produto que
atenda as especificacoes internacionais do biodiesel. Isso ocorre porque algumas delas
apresentam propriedades ndo ideais que sdo transferidas para o biocombustivel, o que o torna
inadequado para uso direto (B100) em motores do ciclo Diesel.

Para que seja feito numa escala industrial, serd preciso ter uma estrutura minima de
equipamentos que possam reproduzir o processo de producdo de biodiesel da forma mais
comumente praticada pela industria no Brasil e no mundo, com base na literatura cientifica
(KNOTHE, 2017).

A matéria-prima (ou 6leo de entrada) ¢ adicionada ao reator junto com o alcool e o
catalisador (que podem ser previamente misturados, antes do inicio da reagdo, como mostra o
fluxograma da figura 3 abaixo, ou podem ser adicionados ao reator de forma separada). Apods a
finalizagdo da reacdo, a mistura ¢ enviada para o tanque de separacdo e apOs O processo

de decantacdo, o glicerol ¢ separado do éster, no qual o glicerol é separado do éster (nome
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técnico dado ao biodiesel antes do processo ser concluido) (DE OLIVEIRA, 2021).

Figura 3: Processo de transesterificagao para a producao de Biodiesel no Brasil
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Fonte: De Oliveira, 2021.

Segundo Quitella e equipe (2009), um dos biocombustiveis que mais tem sido
utilizados/pesquisados por varios paises ¢ o biodiesel, que ¢ uma fonte renovavel e
biodegradavel; se alicerca num tripé:

e 1 - Ambiental (melhoria das condi¢des climaticas por redugdo das emissdes e

utilizacdo de gases de efeito estufa pela matéria-prima);

e 2-Social (desenvolvimento rural associado a produg@o de matéria-prima);

e 3- Energético (independéncia de fornecedores - consumidores produzindo sua
propria energia).

Neste sentido, o Brasil possui um leque de diversidades regionais referentes a clima e
solo, tornado uma condigdo satisfatdria para o cultivo de varias oleaginosas, sendo a soja a mais
produzida no pais. Entretanto, a maior parte das oleaginosas com potencial para produzir
biodiesel sdo de origem alimenticia podendo estes causar impactos negativos devido a

concorréncia e a escassez de alimentos, tornando-os mais caros (MELLO et al,, 2020).
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3.2.1 — Biodiesel a base de lipideos

Os lipideos s@o compostos encontrados nos organismos vegetais, animais ¢ também nos
microrganismos. Baseados nas diferengas estruturais, existem trés categorias principais de
lipideos: os triacilglicerois, os fosfolipideos e os esterdis (PELCZAR JR et al., 1997).

Os lipideos encontram-se enquadrados em duas fragdes: os saponificaveis e o0s
insaponificaveis. Os mono, di e triacilglicerdis pertencem aos saponificaveis, cuja hidrolise
resulta na formagdo de acidos graxos e glicerol, os monoacilglicer6is contém uma Unica
molécula de acido graxo ligada ao glicerol, os diacilglicerdis contém duas moléculas e os
triacilglicerdis contém trés moléculas de acidos graxos ligadas ao glicerol. Os carotenoides,
esterois, alcoois e hidrocarbonetos pertencem a classe dos insaponificaveis (SILVA, 2014).

Os triacilglicerdis sdo a classe mais abundante dentro do grupo dos lipideos e s3o uma
importante fonte de reserva de energia para os animais, principalmente nos adipdcitos que sao
células especializadas no armazenamento de gorduras. Sao lipideos formados pela ligacao de
trés moléculas de éacidos graxos com o glicerol, um tridlcool de trés carbonos, através de
ligagdes do tipo éster encontrados em gorduras e 6leos (PELCZAR JR et al., 1997).

Os fosfolipideos sdo lipideos complexos encontrados na membrana celular, onde
desempenham importante papel estrutural. Diferem dos triglicerideos pelo fato de somente duas
moléculas de acidos graxos estarem ligadas a molécula de glicerol e por um grupo fosfato estar
ligado ao glicerol (PELCZAR JR et al., 1997).

A relagdo entre a quantidade dessas classes de compostos, bem como os tipos de 4acidos
graxos dos quais sdo formados, depende da fonte do 6leo ou da gordura e da regido onde foram
produzidas. Os Oleos e gorduras também sdo fontes de acidos graxos essenciais como o
linoleico, linolénico e araquidonico (CASTRO et al., 2004).

De um modo geral, biocombustivel pode ser definido como todo produto util para a
geragdo de energia, e pode ser obtido total ou parcialmente de biomassa, de fontes renovaveis,
de produtos vegetais ou compostos de origem animal (TOLMASQUIM, 2003).

A selecdo de matéria-prima ¢ imprescindivel para defini¢do do custo-beneficio do
biodiesel produzido, pois influenciara em diversas varidveis como rendimento, composi¢do e
qualidade. Outro fator importante a ser considerado ¢ a disponibilidade e fonte da matéria-prima

a ser utilizada (SILVA, 2019).

3.3 —Residuos agroindustriais com potencial de potencializar fontes energéticas.

A industria de alimentos tem favorecido o desenvolvimento do setor industrial



21

brasileiro, tendo como destaque o setor de laticinios devido ao crescimento constante e
contribuicao para o progresso econdmico. O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais
de leite, sendo produzidos mais de 34 bilhdes de litros por ano, com produgdo em 98% dos
municipios brasileiros, e com maior presenca entre as pequenas ¢ médias propriedades (MAPA,
2022). Entretanto, esse avango industrial resulta na gera¢ao de grandes quantidades de residuos
solidos e liquidos que necessitam de tratamento antes de serem langados no meio ambiente.

O setor de laticinios apresenta uma diversidade de derivados do leite, e devido suas
possibilidades, a industria lactea apresenta destaque dentre os outros setores industriais que
contribuem para o desenvolvimento economico do pais. A produ¢cdo mundial estimada para
2022 ¢ de 937 milhodes de toneladas, um aumento expressivo em relagao a 2021 (887 milhdes
de toneladas), para 0 mesmo ano ¢ esperado que a producao de lacteos alcance um total de 88
milhdes de toneladas (FAO, 2022).

J& a utilizacdo da manipueira como meio de cultura em processo biotecnologico para a
obtencdo de lipidios, resulta em agregacdo de valor ao residuo e consequentemente reduz o
descarte inadequado no ambiente, favorecendo desenvolvimento sustentdvel nas industrias
geradoras deste substrato. Além disso, contribuiria com a reducdo do impacto ambiental
ocasionado pelo seu descarte inadequado na natureza. O baixo custo deste substrato de
fermentagdo também ¢ um fator de destaque, sendo fundamental para assegurar a viabilidade
econdmica do processo, permitindo com que os lipidios de origem bioldgica possam competir

no mercado com os seus analogos quimicos (SILVA, 2016).

3.3.1 - Soro de leite como meio de crescimento para leveduras oleaginosas

O acido latico possui ampla aplicagdo como matéria-prima para varias industrias de
alimentos, farmacéutica, de couro e industrias téxteis. No entanto, o preco do acido latico ¢
ainda elevado para a sua utilizacdo econdmica na produ¢do como meio de cultura. Desta forma,
diversos pesquisadores tém se dedicado ao desenvolvimento de abordagens efetivas para a sua
producdo, buscando substratos de baixo custo, microrganismos eficientes e a otimizagdo do
processo de fermentagao (TOSUNGNOEN et al., 2014; PINHO et al., 2019).

O custo da matéria-prima ¢ considerado um dos principais fatores que interferem na
producdo de 4cido latico. Assim, varios materiais tém sido considerados como substratos
alternativos, incluindo subprodutos de industrias agricolas, de alimentos e biomassas naturais
nao utilizadas (BAI et al., 2016; BONK et al., 2017). Residuos agroindustriais vém sendo
utilizados, ndo s6 como fonte de carbono, mas também como fonte orgéanica de nitrogénio, o

qual ¢ utilizado nos processos anabdlicos e catabolicos, e estd disponivel na forma de
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aminoacidos, peptideos e componente inorganicos (PINHO et al., 2019).

Nesse sentindo, o soro de leite se apresenta como uma boa alternativa, uma vez que
apresenta uma composi¢cdo rica em lactose, proteinas, gorduras, vitaminas e sais minerais,
atendendo a maioria dos requisitos nutricionais dos microrganismos fermentadores,
especialmente as bactérias do acido latico (PINHO et al., 2019).

Virios estudos utilizam o soro de leite para viés biotecnoldgicos e alimentar, como por
exemplo a produgdo de enzima lactase (BOSSO et al., 2019), aplicagdo em espessantes (FANG
etal., 2019), producao de bioetanol microbiano (MURARI et al., 2019), produgao de hidrogénio
(RAMA et al., 2019) e substrato para crescimento de bactérias probiodticas (KRUNIC et al.,
2019).

Com o desenvolvimento de novas técnicas, o soro de leite vem sendo estudado e tratado
como substrato alternativo para a produgdo de coprodutos de alto valor comercial (etanol,
proteina de célula unica, acido latico, butanol e outros bioprodutos) utilizando microrganismos
capazes de metabolizar diretamente o soro de leite, como por exemplo, levedura pertencente ao

género Kluyveromyces sp (MURARI et al., 2019).

3.3.2 - Manipueira como meio de crescimento para leveduras oleaginosas

A manipueira, que em tupi-guarani quer dizer “o que brota da mandioca”, ¢ o residuo
liquido originado a partir do processo de prensagem da raiz da mandioca durante a fabricagdo
da farinha. A composi¢do quimica da manipueira ¢é varidvel, dependendo da espécie da
mandioca, das condi¢des climaticas do local, o que ocasiona dados contrastantes na literatura
(SANTOS, 2017).

De maneira geral, um ter¢o do amido da mandioca permanece na manipueira. Entdo
encontram-se presentes na solugcdo fosforo, potassio, calcio e magnésio, além de
micronutrientes essenciais para a manutengao da nutri¢do de microrganismos, plantas e alguns
animais (DE JESUS et al., 2016).

Silva et al (2018) avaliou o efeito da variagdo da concentragao de manipueira sobre a

producao de biomassa e lipidios pela levedura Rhodotoorula mucilaginosa, e o cultivo com

100% de manipueira apresentou o melhor coeficiente de conversao de aglicares redutores em

biomassa, mostrando assim que a manipueira ¢ bom substrato para o crescimento de levedura.

A origem da fonte de nitrogénio também interfere ma producao de lipidios durante a

fermentagao, sendo que fontes organicas ou inorganicas sao usadas com diferentes influéncias
sobre o acimulo de lipidios nas células (YAN, 2014).

O nitrogénio proveniente de fontes inorganicas ¢ bom para o crescimento celular,
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porém nao ¢ adequado para a producao de lipidios. Por outro lado o nitrogénio organico,
presente em peptona, ¢ eficiente para o acimulo de o6leos, porém pouco eficazes para o

desenvolvimento da biomassa celular (JHONRAVINDAR, 2018).

3.4 — Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, ndo filamentosos, tipicamente esféricos ou ovais.
Da mesma forma que os fungos filamentosos, as leveduras sdo amplamente distribuidas na
natureza. Podem ser isoladas do ambiente terrestre, aquatico e aéreo. As plantas sdo o habitat
preferido das leveduras, no entanto, ambiente extremos como baixo potencial hidrico e
temperatura baixa pode ser habitado por leveduras (SILVA, 2022).

Esses microrganismos pertencentem ao reino Fungi e apresentam caracteristicas tipicas
como presenca de parede celular rigida, forma oval ou redonda, nicleo organizado com
membrana nuclear, se reproduzem através de reprodugdo sexuada por meio de células
especializadas (formagdo de esporos) e por reproducao assexuada (brotamento) (KURTZMAN
& FELL, 1998).

Existem mais de 700 espécies foram prospectadas a partir de diferentes substratos, seja
no meio ambiente ou até mesmo em seres humanos e animais. As diferentes espécies
apresentam caracteristicas patogénicas ou ndo, diversidade metabolica e sdo capazes de
assimilar diversos compostos organicos, garantindo grande capacidade de manipulacdo para
producao de enzimas (SANTOS, 2012).

E importante ressaltar que diferentes espécies de leveduras tém preferéncias por
diferentes ambientes de crescimento. Algumas sdo mais adaptadas a ambientes aerdbicos,
enquanto outras prosperam em ambientes anaerobicos. Além disso, a sele¢do de nutrientes e a
manipulagdo das condi¢cdes ambientais sdo estratégias comuns para promover o crescimento €
a produtividade das leveduras em diferentes aplicagdes. O crescimento das leveduras €
influenciado por diversos fatores como temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes e
presenca de oxigénio (ALBERTSet al., 2017). Aqui estdo alguns exemplos de ambientes de
crescimento comuns para as leveduras, conforme a literatura consultada:

e Ambientes naturais: As leveduras sdo amplamente encontradas na natureza,
como em solos, dgua doce e salgada, frutas e flores. Elas podem se desenvolver
em ambientes com diferentes niveis de acidez, umidade e nutrientes. Por
exemplo, algumas leveduras sdo capazes de fermentar a frutose presente nas

frutas, o que contribui para a producdo de alcool durante o processo de
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fermentacdo natural.

e Industria de alimentos e bebidas: As leveduras sdo amplamente utilizadas na
industria de alimentos e bebidas para a produ¢do de paes, cervejas, vinhos e
produtos lacteos fermentados. Nesses ambientes, as leveduras sao cultivadas em
condig¢des controladas para otimizar sua capacidade de fermentacdo e produgao
de compostos desejaveis, como alcool e didoxido de carbono.

e Processos de fermentacio: As leveduras desempenham um papel fundamental
em processos fermentativos, nos quais transformam agucares em alcool e
dioxido de carbono. Esses processos ocorrem em ambientes como
fermentadores industriais, tanques de fermentagdo e barris de envelhecimento.
As leveduras sdo selecionadas e cultivadas em condicdes especificas para
garantir uma fermentacdo adequada e a obtengdo dos produtos finais desejados.

e Biorreatores e fermentacio em escala laboratorial: Esses ambientes cultivam
leveduras em escala reduzida. Por ser um ambiente controlado, permite estudar
o crescimento e o metabolismo das leveduras em condigdes precisas, incluindo
temperatura, pH, oxigenagdo e disponibilidade de nutrientes. Essas pesquisas
sdo essenciais para a compreensdo dos processos metabodlicos das leveduras e o

desenvolvimento de aplicagdes industriais.

3.4.1 - Leveduras oleaginosas

Por muitas décadas, a maioria das pesquisas relacionadas ao estudo de leveduras
lipogénica tem sido voltada para espécies como Y. lipolytica, Lipomyces, Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula graminis, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus albidus e Rhodosporidium
toruloides. Entretanto, ha dezenas de espécies oleaginosas que foram descobertas ao longo dos
anos, mas tem sido menos estudadas. Abordando-se uma faixa mais ampla de leveduras
lipogénicas, ¢ possivel realizar a selecdo de leveduras e substratos especificos, tolerdncia a
osmose, ao pH adverso e a inibi¢dao (SITEPU et al., 2014).

O estado Tocantins, por suas caracteristicas ambientais, temperatura, umidade e solo,
favorece o crescimento de microrganismos, como leveduras, sendo, portanto, um ambiente
propicio para a bioprospec¢do de novas cepas. Essas linhagens selvagens podem ser isoladas e
estudadas para obter informagdes sobre suas caracteristicas e possiveis aplicagdes (SILVA et
al., 2019).

As leveduras oleaginosas tém sido estudadas como uma fonte microbiana de 6leo para
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oleoquimicos, incluindo combustiveis, plataformas quimicas através de tecnologias integradas
de biomassa, e ingredientes de alimentacdo (WOODBINE, 1959). Uma levedura ¢ considerada
lipogénica quando a razdo, em peso seco, dos lipidios totais em relagdo a biomassa ¢ igual ou
maior a 20% (SITEPU et al., 2014).

As leveduras lipogénicas t€m recebido um especial interesse devido a sua capacidade
de crescer rapidamente, atingindo elevadas densidades numa variedade de fontes de carbono
(substratos), entre as quais se incluem matérias-primas residuais de baixo custo, provenientes
da agricultura e da industria (LOPES, 2018).

As células das leveduras oleaginosas sdo capazes de acumular lipidios celulares em
quantidades superiores a 20% da sua biomassa quando cultivadas em meios com excesso de
carbono disponivel, mas quantidades limitadas de outros nutrientes, especialmente azoto. Os
lipidios produzidos sdo constituidos em sua maioria por 4acidos graxos insaturados de cadeia
longa, com 16-18 carbonos, semelhantes a composicao de alguns 6leos vegetais (SPIER et al.,
2015; MUNCH et al., 2015).

Os lipidios provenientes de leveduras oleaginosas podem atuar como fonte alternativa
de matéria prima na producdo de biodiesel. Muitas vantagens estdo envolvidas no uso de
leveduras oleaginosas para a producdao de lipidios, como a alta taxa de crescimento em
biorreatores, a capacidade de assimilar diversas fontes de carbono e ndo serem afetadas por
limitagdes de espaco, clima ou variagdes de luz (SILVA et al., 2018). Entre as leveduras mais
citadas na literatura, como oleaginosas, figuram as do género Rhodotorula e da espécie
Yarrowia lipolytica (SIGNORI et al., 2016).

As vantagens das leveduras oleaginosas, estao na sua capacidade de crescimento rapido,
alta produtividade de lipideos, adaptacao para produzir biomassa em biorreatores convencionais
e a ndo concorréncia com espaco e producdo de alimentos, além da flexibilidade de expansao e
facilidade de manipulacdo genética para posterior otimizacdo em escala industrial.
(JOHNRAVINDAR et al., 2018).

Durante a fase de crescimento do microrganismo, o nitrogénio € necessario para a
sintese de proteinas e 4cidos nucleicos, enquanto a fonte de carbono ¢ utilizada para processos
energéticos e anabdlicos. Quando a fonte de nitrogénio cessa, a taxa de crescimento do
microrganismo diminui, € em oleaginosos a fonte de carbono ¢ convertida em lipidios, que sao
acumulados dentro das células (AMARETTTI et al., 2010).

Geralmente almeja-se o uso de linhagens que apresentam uma melhor cinética de
desenvolvimento, com uma maior velocidade de crescimento, necessitando de menores tempos

de cultivo, que ndo produzam substancias indesejaveis e que tenham a capacidade de
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metabolizar substratos de custo reduzido. O uso da biomassa ou de algum metabolito da
fermentagdo, para fins alimenticios, requer a adogao de microrganismos seguros, certificados
como GRAS (Generally Recognized As Safe) (POLI et al., 2013).

Leveduras s3o bastante uteis para a producdo renovavel e sustentdvel de oOleos
biodegradaveis com potencial para serem utilizados em combustiveis, produtos quimicos e
géneros alimenticios. Muitas descobertas foram feitas no inicio da década sobre a producao de
6leo a partir de leveduras, que impulsionaram novos estudos incluindo a descoberta de espécies
que produzem grandes quantidades de lipidios, assim como condigdes que permitem tal
producao, através da conversao de residuos de produtos em o6leos microbianos, no uso de
pequena ou grande escala (SAWANGKEAW, 2013).

Algumas pesquisas tém sido desenvolvidas utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae como modelo genético para melhoria na compreensdo do metabolismo lipidico.
Apesar desta ndo ser uma levedura oleaginosa, as enzimas envolvidas no processo de sintese e
de degradagdo de triacilglicerois sdo muito similares entre as espécies, principalmente em
leveduras (CZABANY; ATHENSTAEDT; DAUM, 2007).

Existem diferentes aplicagdes comerciais para o uso de lipidios sintetizados a partir de
leveduras oleaginosas. A utilizagdo mais comum ¢ a energética, nomeadamente na produgdo de
biocombustiveis, mas também existem outras aplica¢des, por exemplo na industria alimentar.

Segundo Ferreira e colaboradores (2012), que isolou bactérias lacticas e leveduras da
polpa do pequi, onde 25 isolados de leveduras foram identificados por testes bioquimicos.
Identificaram leveduras como Candida, Cryptococcus e Yarrowia com predominancia de
Candida krusei (48% dos isolados). E segundo Soares e colaboradores (2015), que avaliou a
biodiversidade de microrganismo com interesse industrial obtidos do pequi. Isolaram-se na fase
de decomposi¢do do fruto 17 microrganismos e 35 microrganismos foram recuperados da

fracdo solo sob o pequi coletado.

3.5 — Aplicac¢io Biotecnologica das Leveduras Oleaginosas
A biotecnologia surgiu como ferramenta para a fabricagdo de produtos ou processos,

para a utilizagdo especifica que derivam de sistemas biologicos, células vivas, ou seus
derivados. A biotecnologia pode ser usada para converter fontes renovaveis de carbono em
produtos relacionados a transportes, saide e alimenta¢do (D’AMBROSIO et al., 2017).

As leveduras sdo essenciais em diversos processos biotecnologicos devido sua alta
capacidade de fermentagao, versatilidade metabdlica e baixo risco ambiental e a saude humana.

Portanto, as leveduras sdo organismos com grande potencial para diversas aplicagdes, sendo de
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suma relevancia ambiental, econdmica, social e politica (NANDY & SRIVASTAVA, 2018).
Estudos mostram o potencial biotecnoldgico desta ultima espécie quanto a producao de
enzimas, acido citrico e consumo de oleatos, alcanos, acidos graxos e glicerol bruto (MENDES-
SILVA et al., 2018).

O biodiesel derivado de lipidios e os combustiveis para aviagao, recentemente ganharam
muito interesse como combustiveis alternativos sustentaveis, devido a sua alta densidade de
energia, caracteristicas de queima limpa, respeito ao meio ambiente e biodegradabilidade.
Atualmente, os lipidios produzidos em escala industrial sdo os obtidos de plantas e animais. No
entanto, na ultima década, houve um aumento exponencial com foco em microrganismos
capazes de acumular lipidios (ROBLES-IGLESIAS et al., 2023).

Um dos beneficios naturais desses microrganismos, como por exemplo as leveduras
oleaginosas, nao possui influéncias pelas estagdes do ano nem pelo clima. Além disso possuem
propriedades especificas de acumular lipideos dentro de compartimentos celulares em um curto
periodo de tempo, que varia de 5 a 9 dias, dependendo da espécie da levedura. As mesmas,
possuem capacidade de utilizar um grande nimero de substratos renovaveis e materiais baratos,
como residuos agricolas e industriais (YAN et al., 2014; PATEL et al., 2017).

A ideia de explorar a biomassa lignocelul6sica nao comestivel como matéria-prima para
leveduras oleaginosas pode reduzir muito o custo de producdo do biodiesel. Além disso, os
lipidios acumulados pelas leveduras oleaginosas assemelham-se quimicamente aos Oleos
vegetais e gorduras animais (PATEL et al., 2016; PATEL et al., 2017).

Durante anos, sabe-se que as leveduras oleaginosas podem acumular lipidios como
6leos unicelulares. E importante notar também que nem todos os microrganismos podem
armazenar lipidios como triacilglicerol (TAG). Os mecanismos pelos quais as leveduras
lipogénicas podem produzir TAGs através da conversdo de um determinado substrato sao
essencialmente dois: sintese de novo e sintese de ex novo (PAPANIKOLAOU & AGGELIS,
2011).

Quando o microrganismo esté sob estresse, apresentando alta relacdo C/N com caréncia
de nitrogénio, ocorre a sintese de novo. A sintese do ex novo, por outro lado, envolve a hidrolise
de substratos hidrofobicos para produzir acidos graxos e glicerol que sdo entdo transportados
para dentro da célula para serem remontados em TAGs (PAPANIKOLAOU & AGGELIS,
2011; ROBLES-IGLESIAS et al., 2023).

Leveduras sdo bastante uteis para a producdo renovavel e sustentdvel de oOleos
biodegradaveis com potencial para serem utilizados em combustiveis, produtos quimicos e

géneros alimenticios. Muitas descobertas foram feitas no inicio da década sobre a producgdo de
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Oleo a partir de leveduras que impulsionaram novos estudos incluindo a descoberta de espécies
que produzem grandes quantidades de lipidios, assim como condi¢des que permitem tal
producdo através da conversao de residuos de produtos em 6leos microbianos em pequenas e
grandes escalas (SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH, 2013).

As leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os géneros Candida, Cryptococcus,
Rhodotorula e Yarrowia. Estas leveduras sdo capazes de acumular em média 40% de lipidios
com relacdo a sua biomassa, entretanto em condigdes de limitagdo de nutrientes este acaimulo
pode atingir 70%. O conteudo e o perfil lipidico produzido diferem de espécie para espécie.
Cryptococcus curvatus e Cryptococcus albidus acumulam 58% e 65% de lipidios,
respectivamente. A composicao lipidica também difere ja que Cryptococcus curvatus acumula
grandes quantidades de 4cido palmitico, ja o principal dcido graxo acumulado por Crypfococcus
albidus é o acido oleico (BEOPOULOS et al., 2009).

Por muitas décadas a maioria das pesquisas relacionadas ao estudo de leveduras
oleaginosas tem sido voltadas para espécies como Y. lipolytica, Lipomyces, Rhodotorula
glutinis, Rhodotorula graminis, Cryptococcus curvatus, Cryptococcus albidus e
Rhodosporidium toruloides. Entretanto hé dezenas de espécies oleaginosas que foram
descobertas ao longo dos anos, mas tem sido menos estudadas. Abordando-se uma faixa mais
ampla de leveduras oleaginosas, ¢ possivel realizar a selecdo de leveduras e substratos

especificos, tolerancia a osmose, ao pH adverso e a inibicao (SITEPU et al., 2014).

3.6 - A producao de pequi no estado do Tocantins

O pequizeiro ¢ uma arvore tipica do cerrado brasileiro, sendo o seu fruto, o pequi
(Caryocar brasilliense), comestivel e bem aceito pela populagdo deste bioma (RIBEIRO,
2010). Seu potencial como matéria-prima para a produgdo de biodiesel também tem sido
explorado, devido a sua composicao lipidica favoravel. O Cerrado ¢ o segundo maior bioma
brasileiro, ocupando mais de 2 milhdes de quildmetros quadrados, distribuidos por 10 estados
e o Distrito Federal. Concentrado principalmente na por¢do central do pais, o bioma possui
zonas de transicdo com a Amazonia, Mata Atlantica, Caatinga e Pantanal, e suas formacdes
vegetais podem ser agrupadas em trés classes principais: campestres, savanicas e florestais
(SEAGRO, 2021) e a ocorréncia do pequi se da principalmente nos estados de Minas Gerais e
Tocantins.

E de conhecimento popular que muitas familias das regides do estado do Tocantins, tais

como, Paraiso, Pugmil, Chapada de Areia, Babacgulandia, Araguaina e Jalapao, vivem da coleta
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e venda do fruto e produgdo do 6leo de pequi (figura 4). Os valores cobrados pelo 6leo extraido
do pequi podem variar de cidade para cidade, dentro do estado do Tocantins (SILVA, 2017).
No mercado municipal de Araguaina e Babagulandia, por exemplo, 100 mL do 6leo de pequi
custa em torno de R$ 10,00 (dez reais), enquanto no Jalapao o custo ¢ de R$ 20,00 (vinte reais).
A venda do 6leo de pequi nestas trés cidades ocorre durante todo ano, mesmo sendo curta a

temporada de colheita, devido a demanda em toda regidao (SILVA, 2017).

Figura 4: Ranking da extragdo vegetal em toneladas de frutos do pequi no Brasi.

NO BRASIL
1° Santo Anténio do Retiro - MG 9750
2° Paraiso do Tocantins - TO 6500
3° Pugmil -TO 5500
4° Rio Pardo de Minas - MG 5000
50 Chapada de Areia - TO 4500

Fonte: IBGE, 2021.

Foi1 apresentado um projeto de lei a Assembleia Legislativa do Estado do Tocantins, que
torna o Pequi Tocantinense patrimonio cultural, gastrondmico e ambiental do estado.
Ressaltando que o pequi faz parte da identidade cultural do Tocantins e estd presente na mesa
e na vida de grande parte dos tocantinenses (SENADO,2021).

A lista de produtos da sociobiodiversidade, definida pela Portaria Interministerial n® 284
de 2018, compreende 101 espécies, incluindo duas espécies de pequi, Caryocar brasiliense e

C. coryaceum, e sao conceituados como:

Bens e servigos (produtos finais, matérias primas ou beneficios)
gerados a partir de recursos da biodiversidade, voltados a formagdo de
cadeias produtivas de interesse dos povos e comunidades tradicionais e
de agricultores familiares, que promovam a manutengao e valorizagdo de
suas praticas e saberes, e assegurem os direitos decorrentes, gerando

renda e promovendo a melhoria de sua qualidade de vida e do ambiente
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em que vivem (BRASIL, 2018).

No Tocantins, o pequi é encontrado principalmente na regido central, sul e sudeste do
Estado. O fruto possibilita o aproveitamento de diversos formas. As familias costumam usufruir
do fruto em pratos tipicos da culinéria regional e no processamento para fazer doces, licores e
conservas (SEAGRO, 2021).

Com sabor e cheiro peculiar, o pequi fruto tipico do cerrado brasileiro, ganha destaque
na culindria e em seus diversos derivados. A partir do més de outubro comegam a cair os frutos,
que além de enriquecer os pratos, rendem um lucro a mais para muitas familias. O fruto pode
ser encontrado em feiras livres ou nos pequizeiros nas pragas de Palmas e em terrenos baldios.
O pequizeiro, que ¢ uma das espécies mais marcantes da vegetagdo do cerrado, é tradi¢dao na
mesa dos tocantinenses (SEAGRO, 2021).

O pequi ¢ uma arvore que floresce e produz frutos durante um periodo especifico do
ano. O ciclo de floracdo e frutificagdo do pequi pode variar dependendo da regido e das
condi¢des climaticas, mas geralmente ocorre entre os meses de setembro a novembro. A fase
de floragdo do pequi ¢ marcada pelo surgimento de inflorescéncias, que sdo agrupamentos de
flores amarelas em forma de cachos. As flores do pequi sdo pequenas e possuem um aroma
adocicado caracteristico. Durante essa fase, ocorre a polinizacdo das flores, que pode ser
realizada por insetos, como abelhas e vespas, ou por outros mecanismos de polinizagdo. Apos
a polinizacdo, ocorre o dos desenvolvimento frutos do pequi (figura 5). Os frutos sdo
inicialmente verdes e, a medida que amadurecem, adquirem uma coloragcdo amarelo-alaranjada.
Eles t€ém uma casca dura e espinhosa, que protege a polpa interna e as améndoas (SEAGRO,

2021).

Figura 5: Arvore, florescéncia e fruto do pequi.

Fonte: SEAGRO, 2021.
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O periodo de colheita do pequi geralmente ocorre entre os meses de janeiro a marco,
quando os frutos estdo maduros e se soltam facilmente da arvore. E importante destacar que a
floracdo e a colheita do pequi podem variar em diferentes regides e de acordo com as condigdes
climaticas especificas de cada ano. Além disso, existem variedades de pequi, algumas com
ciclos de floragdo e frutificacdo ligeiramente diferentes. Acolheita do pequi ¢ realizada
manualmente, sendo necessario ter cuidado devido aos espinhos presentes na casca do fruto.
Ap6s a colheita, os frutos podem ser consumidos in natura, utilizados na culinaria regional em
diversos pratos tipicos ou processados para a extracdo do 6leo de pequi, que possui diversas
aplicagdes industriais (RIBEIRO, 2021).

A fruta do pequi € pouco explorada em escala agroindustrial e comercial, resultando em
grande perda de safra sob as arvores ou nas estradas do estado. No entanto, alguns extrativistas,
agricultores familiares e vendedores conseguem lucrar com a fruta, especialmente aqueles que
a revendem para caminhoneiros que retornam sem carga do norte do Tocantins, Pard e
Maranhao. Esses vendedores conseguem faturar entre R§ 12 mil e R$ 15 mil diariamente entre
as cidades de Oliveira de Fatima e Gurupi. No norte de Minas, regido de Cerrado, o pequi € o
principal produto florestal ndo madeireiro. A regido possui 55 municipios, cobrindo uma area
de 210 mil hectares (128.602 Km?), o que ¢ cerca de 50% menor em extensdo e numero de
municipios em comparagdo com o Tocantins (figura 6). No entanto, ela responde por 70% da
produgdo nacional, colhendo 203 mil toneladas da fruta em 2019. E importante ressaltar que o

Tocantins produz ainda mais, mas nao possui dados contabilizados (RIBEIRO, 2021).

Figura 6: Distribuicao do fruto do pequi no Brasil.
iz Fﬁ:

Fonte: CNCFlora, 2012.
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3.7 — Potencialidades do pequi

Quanto aos aspectos morfologicos, o pequizeiro se apresenta como uma arvore grande,
medindo de 8 a 12 m de altura. Esgalhada, tortuosa, de tronco curto (5 m de comprimento) e
recoberto por casca espessa (em torno de 10 mm), acinzentada, aspera, e com fissuras. Os frutos
tém a coloragdo verde, globosos, de tamanhos variados, podendo pesar em torno de 100 g. O
pequi pode possuir em seu interior um a quatro carogos, que apresentam um endocarpo de
espinhos delgados e agudos, com polpa de cor amarelo alaranjada, farinhento e oleaginosa
(GUIMARAES, 2015). O fruto do pequi ¢ constituido pelo exocarpo ou pericarpo, de coloragio
esverdeada ou marrom-esverdeada, mesocarpo externo, polpa branca com coloragdo pardo-
acinzentada e mesocarpo interno, que constitui a por¢ao comestivel do fruto, possuindo
coloracdo amarelada (FLAUZINO & MAYER, 2020).

A “casca” do pequi (epicarpo e mesocarpo externo) pode ser utilizada para a fabrica¢ao
de sabdo, racdo animal e tinturaria, necessitando, porém, de pesquisa em métodos tecnologicos
adequados. Processada em farinha, a casca do fruto apresenta teores consideraveis de fibra
alimentar (39,97%), o que sugere potencial para uso como alimento funcional (CAMPOS, et
al, 2019).

O endocarpo, que ¢ espinhoso, protege a semente, ou améndoa, que ¢ revestida por um
tegumento fino e marrom, sendo, também, uma por¢ao comestivel conforme a figura 7. Esta
améndoa ¢ comestivel, mas pouco explorada. As améndoas do pequi possuem fatores
antinutricionais como inibidores de tripsina, taninos e fitatos, entretanto com o processo de
torrefagdo ocorre uma diminuicdo desses compostos, tornando-a uma alternativa alimentar,
bem como uma fonte de renda para as familias que trabalham com o pequi (ANTUNES et al,

2016).

Figura 7: Estrutura morfolégica do fruto do pequi.

Améndoa

Endocarpo
(Espinhos)

Mesocarpo Interno
(Polpa)

Mesocarpo

Exocarpo Externo

Fonte: Guimaraes, 2015.
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A utilizagdo da améndoa em produtos alimenticios ainda ¢ baixa com relagdo a polpa,
porém a mesma pode ser encontrada na produgdo de farofas salgadas, a qual necessita passar
pelo processo de torra para ser utilizada. A améndoa também ¢ utilizada na produgdo de oleo
branco (PRADO, 2019).

O pequi agrega um grande valor econdmico, principalmente devido ao uso na culinaria,
na fabricacdo de polpas, como fonte de vitaminas, e na extragao de 6leos, os frutos sdo utilizados
na alimentacao humana e na industria caseira (CORREIA & DUTRA, 2014)

Atualmente a maior demanda da fruta estd em atender ao setor alimenticio, onde a polpa
¢ consumida e o caroco oleaginoso ¢ descartado, sendo mais um ponto importante para obtengao
de biocombustivel a partir dessa biomassa. Os processos aos quais os rediduos do pequi podem
ser aplicado para obten¢ao de biocombustiveis sdo os mais variados possiveis, dependendo do
produto final desejado e da matéria-prima de origem (SILVEIRA, 2012).

O setor agricola brasileiro produz diversas culturas, que incluem, cereais, leguminosas,
nozes, hortalicas e frutas, sendo que o fruto do pequi tem caracteristicas econdmicas e
importancia cultural para a populagdo do cerrado, principalmente para os que trabalham com
agricultura familiar e comunidades agroextrativistas (IBGE, 2022; GHESTI et al., 2022).
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica- IBGE, a produg¢@o de pequi atingiu
63.520 toneladas em 2020, com grande relevancia nas regides, norte (25.232 toneladas) e
sudeste (32.928 toneladas) (IBGE, 2022).

Devido a complexidade da estrutura morfoldgica do fruto do pequi, por possuir varios
espinhos € menor moagem, a maioria das sementes de pequi ¢ descartada como residuo
agroindustrial, o que representa graves problemas ambientais que exigem alternativas mais
sustentaveis para o gerenciamento do residuo. Portanto a semente do pequi ¢ uma matéria-prima
com potencial para a conversdo em energia (GHESTI et al., 2022) .

O o6leo de pequi possui alta concentracdo de carotenoides. Seu potencial antioxidante
torna o Oleo dessa oleaginosa, uma opg¢do atraente para a producdo de biodiesel e
biolubrificante, uma vez que essas substancias irdo conferir maior estabilidade oxidativa e
térmica aos bioprodutos, mas ainda ha poucas pesquisas na area (FERREIRA et al., 2019).
Dados obtidos pela Embrapa mostram a utilizagdo da cultura do pequi para a producao de
biodiesel aliada a prote¢do do meio ambiente, € motiva a sua utilizagdo como recurso para
biocombustiveis (FERREIRA et al., 2019; ANTUNES et al., 2006).

A aplicacdo de novas tecnologias de conversdo e o uso de combustiveis de base

biologica podem contribuir para a reciclagem do dioxido de carbono atmosférico e o controle
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dos gases de efeito estufa (DE MEIRA et al., 2021). O processo de conversao termoquimica €
facilmente acessivel para transformar frutas oleaginosas cruas em biocombustiveis com maior
poder calorifico (CRUZ et al., 2020).

O pequi, com sua composi¢do rica em lipidios, oferece condigdes favoraveis para o
crescimento de microorganismos lipidogénicos, como as leveduras. A utilizacao desse fruto,
como substrato para a producgdo de biodiesel, apresenta um potencial promissor, permitindo a
producdo de biocombustiveis de forma sustentavel e contribuindo para a busca por fontes
energéticas renovaveis € ambientalmente conscientes (NASCIMENTO, 2018).

Os principais acidos graxos no 6leo da polpa de pequi sdo oléico e palmitico, 60% e
34%, respectivamente e também possui propriedades fitoterdpicas e nutrac€uticas, devido a
presenca de diversos antioxidantes naturais como as vitaminas C e E, compostos fenolicos,
carotenoides e 6leos essenciais, que podem atuar na protecdo do DNA, lipideos e proteinas,
contra os danos causados por espécies reativas (AZEVEDO & RODRIGUEZ, 2004).

Com base nos estudos da literatura, os quatro componentes majoritarios na améndoa de
pequi (Cariocar brasiliense), sdo: os lipideos (51,5%), as proteinas (25,3%), os carboidratos
(8,3%) e a fibra alimentar (2,2%), apresentando um baixo teor de umidade (8,7%) e um teor
elevado de minerais representado pelas cinzas (4,0%). J4 com relacdo a composi¢do quimica
dos triglicerideos referentes aos acidos graxos, sdo encontrados os seguintes: acido oleico (47-
60%) e o acido palmitico (31-40%) como componentes majoritarios, ao passo que o acido
linoleico (0,96-2,38%) e o acido estearico (2,61-4%) sdo encontrados em menor quantidade na

composicao (Figura 8) (LIMA et al., 2007; LIMA, 2019; FERREIRA, 2019).

Figura 8: Composi¢ao de acidos graxos dos 6leos de soja, pequi € mamona.

Oleo de Soja Oleo de Pequi Oleo de Mamona

Acido graxo Yo Wt

Palmitico C16:0 11,69 3553 2
Estearico C18:0 3,14 1.86 2
Oleico C18:1 21.69 59.19 2-7
Ricinoleico C18:1:0OH - - 82-90
Linoleico C18:2 57.28 2.45 2-8
Linolénico C18:3 6,20 - -
Outros - B 0,98 -
Saturado — 14.83 37.38 <14
Insaturado — 85.17 61.64 =86

Fonte: RIBEIRO FILHO & FLEXA, 2023.
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Com rela¢do ao material graxo, altas concentragdes de acido oleico sdo encontrados
tanto no 6leo do carogo quanto da polpa, que devido as suas caracteristicas peculiares de
estabilidade oxidativa e presenca de carotenoides, tornam-se fatores bastante interessantes para
a producdo do biodiesel (GUIMARAES, 2015).

A quantidade obtida do 6leo vegetal do pequi ¢ dependente de alguns fatores como:
fatores climaticos, espécie, colheita ¢ modo de extracdo, sendo utilizado para diversas
aplicacdoes destacando-se a industria de alimentos, aplicagdes medicinais, industria de
cosméticos e de biocombustiveis (OSTER, 2013).

As caracteristicas de atividade antioxidante observadas por substancias constituintes do
seu oleo tornam o uso do pequi bastante interessante para fins de produgao de biodiesel, uma
vez que o processo de oxidagdo € consideravelmente reduzido, sendo destaque em relagdo a
maioria dos 6leos vegetais que apresentam este processo como fator limitante. Com isso, o 6leo
de pequi eleva a estabilidade quimica dos bioprodutos para diversas aplicagdes especificas
(FERREIRA, 2019).
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do experimento e coleta das amostras

O experimento foi conduzido em condi¢do in vitro, no Laboratorio de Microbiologia
Geral e Aplicada - LMGA, na Universidade Federal do Tocantins - UFT, campus Palmas — TO.
Quanto as amostras avaliadas, foram coletadas de modo aleatorio nas proximidades do campus;
onde foram realizadas as coletas em trés arvores.

Cada amostra coletada continha trés frutos, que foram capturados ainda no pé para que
nao sofressem alteragdes de micorganismos e/ou deformagdes coma queda, ¢ locados em saco
pléstico estéril sem que tenham tocados ao chdo e/ou sofridos alguma alteragdo microbioldgica
e mecanica de colheita. As avaliagdes tiveram inicio apos a chegada das amostras no
laboratorio, ndo sendo armazenados para que ndo sofressem nenhuma alteragdo pela liberagao
de etileno durante o armazenamento.

Os frutos coletados foram devidamente identificados e separados. Os mesmos foram
lavados por duas vezes em 4gua corrente e em seguida submersos a solucdo contendo 1% de
hipoclorito de sddio (NaClO) por 10 minutos, em seguida foram lavados novamente em agua
corrente a fim de retirar o maximo possivel de outros microrganismos, como bactérias, que

poderiam influenciar no isolamento das leveduras da casca do pequi.

4.2 Isolamento das leveduras da polpa e semente do pequi

Os materiais, ap6s esterilizados, foram colocados em sacos plasticos estéril devidamente
identificados e submersos em 400 ml de soluc¢do salina (NaCl) para a polpa e 100 ml de solugao
salina para a semente, durante 02 (dois) minutos.

Feito isso, as amostras foram mergulhadas em Banho Ultrassonico (modelo Clean 1600)
contendo agua destilada, por 2 minutos (figura 9). Em seguida foram diluidos em tubos
contendo solucdo salina até alcangarem a concentragdo de 10~ e 10 para serem repassados as
placas de petri em replicata.

Cada placa de petri com meio Sabouraud anteriormente preparado, receberam 10ml da
solucdo contendo o material isolado, onde foi incubado na estufa a 30°C por durante 96 horas
até o crescimento de todas as colOnias possiveis, a fim de obter o isolamento das coldnias de

leveduras com caracteristicas distintas para as proximas etapas de purificagdes.
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Figura 9: Isolamento de leveduras da polpa e semente do pequi. Onde F1: fruto 1 e F2: fruto 2.

Fonte: Autor, 2022.

4.3 Pré-selecao das leveduras

Apds o isolamento das leveduras para a realizagdo do teste de quantificacdo das
leveduras que apresentam caracteristicas oleaginosas, ¢ depois do crescimento de todas as
coldnias possiveis, as leveduras anteriormente purificadas, foram inoculadas novamente em
placas de pétri com meio de cultivo proposto por Evans e Ratledge (1983) composto por (g/L):
30,0 glicerol P.A.; 7,0 KH2PO4; 2,0 NaHPOs; 1,5 MgS04.7H20; 0,1 CaCly; 0,08 FeCls.6H20;
0,02 ZnS04.7H>0; 0,8 extrato de levedura, pH 5,5; utilizando glicerol puro como fonte de
carbono no preparo do meio, acrescidos com 2% de agar, em replicata. As placas foram
incubadas por 96 horas a 30°C até que as colonias atingissem aproximadamente 2-3 mm de

diametro.

4.4 Identificacao das leveduras com caracteristicas oleaginosas

Na identificag@o das caracteristicas oleaginosas, utilizou-se o protocolo segundo Evans
& Ratledge, (1983) que segue descrito:

A solugdo foi preparada conforme recomendacao do fabricante onde foi utilizado 0,8%
de coloragao Sudan Black para 1 litro de éalcool etilico 95% adicionados a um elenmeyer e
agitados até que atingisse uma solucao totalmente homogénea. Onde cada placa receberia 30ml
da solucdo preparada (figura 10):

e Foi pressionado um papel filtro (9 cm de didmetro Whatman N° 1) na placa
original e removida a réplica de impressao.

e O papel de filtro foi levado a estufa por 20 minutos a 50°C para que o papel
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secasse sem a perda do material copiado (figura 10A).

e Em seguida, o papel filtro foi mergulhado em outra placa de pétri contendo 30ml
do corante Sudan Black B (0,08% p/v em 95% dalcool) e deixado corar por 20
minutos (figura 10D).

e Apoés o término, o papel filtro foi lavado com alcool 95%, para a remocao do

excesso do corante, de forma suave por 3 minutos.

e Em seguida, o papel filtro foi colocado em uma terceira placa contendo alcool
95% e deixado para descolorir por 5 minutos (figura 10B)..

e Por fim, o papel foi retirado da placa contendo alcool e deixado na camara de

fluxo laminar para que secasse (figura 10C).

Desse modo, as colonias com alto teor de lipidios apareceram em azul escuro/roxo e as

coldnias com baixo teor de lipidios, azul-celeste ou ndo coradas conforme (figura 10).

Figura 10: Etapas da realizacdo do teste utilizando o corante sudan black para a qualificacdo das
leveduras olegionasa. Onde: 10A: Réplica de impressdo da levedura para o teste. 10B: Placas
contendo o sudan black para identificagdo das leveduras lipogénicas. 10C: Levedura identificada
como lipogénica utilizando a técnica com sudan black. 10D: Levedura identificada como ndo
lipogénica utilizando a técnica com sudan black.
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Fonte: Autor, 2022.
4.5 Preparo e meio de crescimento das leveduras oleaginosas

Apos a qualificacao das leveduras oleaginosas, elas foram mantidas em meio liquido
YEDP, composto por: extrato de levedura 10 g; peptona 20 g; glicose 20 g; dissolvidos em agua
e acerto do pH para 6,5; foram adcionados 5 ml do meio em cada tubo e foram entdo
autoclavados a 121°C e 1 atm de pressao, durante 20 min (BARNETT et al., 1983). Apos a
autoclavagem, os tubos foram colocados no fluxo laminar horizontal (Pachane), com a luz UV
ligada, para a protecao contra agentes contaminantes durante a manipulagao.

Em seguida, com a luz desligada as leveduras foram inoculadas, cada uma em um tubo,
e incubadas em BOD (Biochimical oxygen demand) a temperatura de 28°C (+ 2°C), durante
trés dias, quando foram utilizadas para inoculagao em meios produtores de lipidios (BARNETT

et al., 1983).

4.6 Meio de crescimento contendo soro de leite e manipueira para a determinacido de
lipideos

O meio foi preparado utilizando 25 mL de soro de leite, 25 mL de manipueira e 0,5 g
de extrato de levedura, para cada 100 mL ~!. Para o preparo do soro de leite, foi utilizada uma
proporcao de 1L de leite para 0,0008mL de coagulante lacteo a base de acido acético, acido
citrico e &cido latico. Para o preparo da manupueira, foi utilizado 1kg de mandioca fresca para
1L de agua filtrada. Apos a mistura do soro de leite, da manipueira e do extrato de levedura,
ajustou-se o pH para 6,5.

Foram realizadas duas repetigdes para cada uma das leveduras com caracteristicas
lipogénicas identificadas, colocando aproximadamente 60 mL do meio anteriormente
preparado em cada frasco Erlenmeyer com capacidade de 125 mL, que foram esterilizados em
autoclave por 20 minutos a 121°C, em latm, adaptado de Cazetta et al. (2005). Em seguida, as
leveduras anteriormente crescidas no meio YEDP foram adicionadas junto ao meio contendo

soro de leite, manipueira e extrato de leveduras.

4.6.1 — Selecao das leveduras

As leveduras foram incubadas com agitacdo (mesa com agitacdo orbital 180 RPM.
MARCONI), por sete dias, em seguida foram centrifugadas (centrifuga Excelsa Baby II,
modelo 206- R. FANEM) e realizada uma separa¢ao do meio restante e da biomassa produzida,
onde foi seca a 105°C por 12 horas (estufa de secagem e esterilizagdo, modelo 315 SE.

FANEM).
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4.7 - Extracio e determinacao do aciimulo de lipideos

A extracao de lipideos contidos na biomassa das leveduras, foi realizada utilizando a
metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959); onde a biomassa seca, previmanete
centrifugada, passou por digestdo 4cida para rompimento da parede celular da levedura.

Para a realizagdo da digestdo acida foram utilizados 300 mg da biomassa seca que foi
finamente triturada em um tubo, adicionados 5 mL de HC1 2M e diluidas em banho maria a 80
°C por 1 hora. Logo apds, a biomassa resultante foi resfriada e centrifugada a 2000 rpm por 15
minutos.

A extragdo dos lipideos foi realizada pela solugdo de 10 ml de cloroférmio e 5 ml de
metanol na proporcdo de 2:1, respectivamente. Em seguida, a mistura foi centrifugada e
verificou-se a formac¢do de um sistema trifasico, composto de uma fase inferior liquida
(cloroférmio) um sdélido interfacial (biomassa) e uma fase liquida superior (metanol e 4gua). A

fase inferior do centrifugado foi retirada (figura 11).

Figura 11: Processo de extragao do lipidio da biomassa obtida, resultando em uma solugao
trifasica.

Fonte: Autor, 2022.

O procedimento foi repetido duas vezes para a extragdo dos lipideos remanescentes da
amostra. Ao final, um sistema trifasico foi formado e os lipideos encontravam-se na parte

inferior dissolvidos no cloroférmio, que foi evaporado e os lipideos medidos em peso seco.

4.8 — Analise estatistica

Para a compilagao e comparagdo dos valores obtidos, foi realizada analises estatisticas
no programa SISVAR — 2011, seguidos da analise de variancia do teste TUKEY a 0,05% de

significancia.
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Das leveduras identificadas como oleaginosas

Foram isoladas e identificadas 73 leveduras apds o término da purificagdo com até 96
horas apds o isolamento do material. Sendo 66 leveduras obtidas da polpa e 07 leveduras obtidas
da semente do pequei, onde, foram avaliadas, em duplicatas, no entanto apenas 15 leveduras
foram qualificadas como sendo leveduras lipogénicas, todas isoladas da polpa do pequi. Ja as
leveduras isoladas da semente do pequi, ndo apresentaram caracteristicas macroscopicas de
leveduras oleaginosas (tabela 1). A semente do pequi ¢ dificil de descascar devido a
complexidade apresentada pela estrutura morfoldgica da semente do pequi, que apresenta uma

grande quantidade de espinhos e pelo estagio de maturagdo que a semente se encontrava.

Tabela 1: Desempenho das leveduras isoladas do pequi, em diferentes materiais testados com o
corante Sudan Black. Identificando a quantidade de leveduras que coloriram

A % A TENSIDADE
REGIAO TOTAL NAO IDENTIFICACAO INTENS

ISOLADA ISOLADA COLORIU COLORIU DA DA
LEVEDURA COLORACAO
2 ks
9 ks
13 *
14 kk
21 *
22 skeoksk
26 skeoksk
POLPA 66 15 51 28 ok
36 sk
38 kk
43 *
49 *
55 sk
57 kk
60 sk
SEMENTE 7 0 7 - -
TOTAL: 73 15 58

As diferentes intensidades de coloracao das colonias foram indicadas de maneira
qualitativa por: * fraco; **médio; ***forte para cada uma das duplicatas.
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Através da coloracdo e da microscopia Optica ¢ possivel realizar a andlise de grandes
areas e numeros de amostras em curto espaco de tempo, além de ser de facil manipulagdo e
pouco dispendiosa. A coloracao de corpos lipidicos em fungos usando o corante sudan black ¢
uma analise qualitativa, visando investigar micro-organismos oleaginosos. Embora essa técnica
ndo permita uma visdo precisa do contetido celular lipidico, fornece parcialmente as
informacodes sobre a capacidade de acumulo lipidico das leveduras testadas. Essas leveduras
foram caracterizadas quanto a intensidade da cor.

De acordo com os resultados da tabela 1, € possivel observar que existe uma distribui¢ao
das leveduras com caracteristicas de organismo oleaginoso no ecossistema do cerrado,
destacando-se as leveduras isoladas da polpa do pequi. Podemos notar ainda, que as leveduras
2,9, 22, 26 ¢ 60, apresentaram as maiores intensidades na coloragdo com Sudan Black, em
relagdo as demais.

Cordeiro (1997) isolou leveduras de flores coletadas na China e selecionou, utilizando
Sudan Black, oito que apresentavam potencial para produzir lipideos, estudando a xilose como
substrato.

Com o teste utilizando Sudan Black, podemos detectar leveduras lipogénicas,
representando de forma qualitativa, o acumulo de lipideos nas células, pois o corante se liga aos
lipideos e atravessa a membrana citoplasmatica, tingindo o citoplasma e os corpos lipidicos
(CLs), que sdo inclusdes de reserva lipidica. Assim, as regides com mais lipideos ficam mais
escuras.

Contudo, o corante Sudan Back embora seja lipofilico ndo € especifico para corar os
lipideos ndo polares como os Triacilglicerois (TAG). Em leveduras oleaginosas o TAG ¢
estocado nos CLs. Portanto, o Sudan Back marca tanto o TAG quanto os lipideos estruturais,
tais como, os fosfolipideos. Assim sendo, faz-se necessario uma analise posterior especifica
para corar especificamente o TAG. Uma vez que, os acidos graxos de interesse biotecnologico

para produgdo do biodiesel localizam-se nos CLs (POLI et al, 2014)

5.2 — Da producido de biomassa das leveduras oleaginosas cultivadas no soro do leite e
manipueira.

Apos identificarmos quais leveduras da polpa do pequi possuiam possibilidade de
acumulo de lipideos, estas foram crescidas em meio contendo soro de leite, manipueira e extrato
de leveduras. Segundo Adhikari et al. (2009) observaram um aumento de rendimento das
leveduras com emprego de proteina de soro de leite e caseinato de sodio, como materiais de

crescimentos.
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Segundo os mesmos autores, isso ocorre pelo fato da proteina migrar preferencialmente
para a interface da gota de ar, impulsionada por sua atividade de superficie. Isso corrobora para
que as leveduras tenham sobrevivido crescendo e produzindo biomassas por 96h no meio
contendo soro do leite e manipueira a 30°C. Abaixo, segue a tabela 2 com as médias obtidas na

producdo de biomassa.

Tabela 2: Resultados da produgao de biomassa de leveduras crescidas no meio contendo soro de
leite, manipueira e extrato de levedura.

Biomassa Produzida

Leveduras 2 9 13 14 21 22 26 29 36 38 43 49 55 57 60

(2 083 209 007 1Li6 091 258 047 008 1,02 197 094 004 078 096 088

Fonte: Dados do trabalho, 2023.

Podemos observar que as leveduras 9 e 22 apresentaram as maiores producdo de
biomassas, quando comparada com as demais leveduras. Anupama & Ravindra (2000)
ressaltam a utilizagdo de leveduras por suas altas taxas de crescimento, pela facilidade de
separacao do meio fermentativo, devido as maiores dimensdes celulares e capacidade de
floculagdo, e por suprirem suas necessidades por carbono e nitrogénio a partir de diversas
matérias-primas consideradas residuos das industrias alimenticias e agroindustria.

Giec e Kosikowski (1982) observaram a eficiéncia de dez espécies de levedura que
fermentam a lactose disponivel no permeado do soro de leite, objetivando a produgdo e o
rendimento da biomassa. As leveduras estudadas foram a Kluyveromyces fragilis, K.
bulgarious, K. lactis, Bretanomyces anomalus e a Candida blankii e suas diferentes linhagens.
Os experimentos foram conduzidos em meio suplementado com 0,5% de sais de sulfato de
amonio - (NH4)2S0O4 e fosfato monobasico de potassio - K2HPO4. Os resultados mostraram
que altas taxas de aeracdo aumentaram significativamente o rendimento da biomassa e
apontaram a K. fragilis ATCC 8582 como sendo a levedura de maior eficiéncia, alcancando 8
e 11 gL-1 de biomassa em 5 e 12% de lactose, respectivamente.

A manipueira obtida da mandioca ¢ um meio rico em dmido amplamente utilizada, e

consiste em dois tipos principais de biopolimeros: a amilose e a amilopectina (ZUH, 2017).
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Uma alternativa para superar as limitagdes dos amidos nativos, e assim, aumentar a utilidade
deste polimero nas aplicacdes industriais ¢ mediante sua modificagcdo (SILVA et al., 2006).

A modificagdo das cadeias laterais ndo polares do amido proporciona um aumento na
afinidade 6leo-agua (KREMPEL et al., 2019). Uma das principais modificagdes quimicas dos
amidos ¢ a incorporac¢do do componente lipofilico anidrido octenilsuccinato (AOS), que confere
ao amido a capacidade de adsorver na interface 6leo-agua e, assim, atuar como um estabilizador
de emulsao (SILVA et al., 2016).

Analisando os qualitativamente a intensidade das levedura que apresentam
caracteristicticas de microorganismos lipogénicos na tabela 1, podemos notar que as leveduras
9 e 22 apresentaram uma cor intensa com relagdo a sua caracterizacao utilizando o corante
sudan black, o que pode influenciar nas leveduras que mais produziram biomassa conforme
tabela 3. Ja as leveduras 13 e 49 foram as que apresentaram umas das menores intensidades de
cores e menores produgdo de biomassa.

Onde os valores de biomassas produzida foram inferiores aos encontrados por Espinosa-
Gonzalez et al., (2014) que, estudaram a produc¢do de biocombustivel por microalgas Chlorella
protothecoides utilizando o permeado do soro de leite. Os experimentos foram conduzidos em
sistema descontinuo e descontinuo alimentado, utilizando-se 182 gL' de lactose, pH 5,5, e
adi¢ao de nutrientes como o fosforo, magnésio e calcio. A producao de biomassa alcangou 9,1

+0,2 gL"! em sistema descontinuo, e 17,2 + 1,3 gL"! em descontinuo alimentado.

5.3 - Da extracio e determinac¢io do acimulo de lipidios das leveduras oleaginosas

Houve diferenga significativa nos valores médios quanto ao acimulo de lipidio nas
biomassas de leveduras oleaginosas, isoladas da polpa do pequi. Para tanto, ¢ realizado um
calculo de lipideos totais em porcentagem, em que considera-se a biomassa final na qual foram

extraidos os lipideos (CASTANHA, 2012). Equagao:

Lipideos totais (LT) (%) = [Massa total de lipideos (g) x 100]/biomassa (g).

Obtivemos entdo o calculo da concentragao de lipidios das leveduras selecionadas, a fim

de verificar ocumulo de lipidios por essas leveduras oleaginosas (tabela 3).
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Tabela 3: Resultados da anélise de variancia das médias do acamulo de lipideos das leveduras isoladas do pequi.

Acumulo de lipideos em relagio a biomeca produzoda das leveduras isoladas do pequi

LEVEDURAS 2 9 13 14 21 22 26 29 36 38 43 49 S5 57 60

BIOMASSA (G) 0,83F 2,098 0075 1,16c 091 2584 047 008y 1,02cp 1978 094pe 0,045 0,786 0,96c  0,88kF

EXTRACAODE |,

: 27,58 0 21,4c  1,5F 47,54 396G 1,4 114p 2638  5,5FG 0 8,4F 144p 11,3DE
LIPIDEOS (%)

Os valores seguidos de letras iguais, ndo se diferem significativamente ao nivel de 95% de confianga, de
acordo com a ANOVA seguida do teste Tukey.

Muitos microrganismos acumulam corpos lipidicos no citosol, incluindo microalgas,
protozoarios, bactérias, fungos filamentosos e leveduras, sendo microrganismos utilizados para
a producao de lipideos, considerados oleaginosos, devido a producao de 20% de sua biomassa
em lipideos e podendo chegar a capacidade de acumular até 70% em Oleos unicelulares, esses
microrganismos sdo denominados de oleaginosos € com grande potencial biotecnologico
(RATLEDGE, 1996; ZHENG, et al., 2012; RAMALHO & SUAREZ, 2013; MORA 2014).

O teor de lipidio encontrado na levedura 22 (47,5%) figura 12, pode ser comparado de
modo positivo com o acimulo encontrado por Almeida (2016), que observou na levedura
comercial C. viswanathii, ao utilizar diferentes fontes de carbono ¢ condigdes limitantes de
nitrogénio em cultivos submersos, uma maior producdo de lipase utilizando azeite de oliva
(26,78 U/ml), maior acimulo de lipidio com trioleina (44,6%), suplementados com extrato de

levedura.

Figura 12: Lipideos acumulados de leveduras oleaginosas crescidas no soro do leite e

manipueira.
=

Fonte: Autor, 2022.



46

Valores similares de acimulos de lipidios por leveduras foram obtidos por Siqueira
(2015), onde s. A cepa da levedura Saccharomyces cerevisiae LBCM 17 exibiu a maior
porcentagem de acumulagdo de lipideos cerca de 36,60%, seguida pela cepa da levedura
Saccharomyces cerevisiae LBCM 17 com 27,90%.

Obteve-se resultados similares aos de Delabio et a. (2016), estudando leveduras para a
producao de lipidios como matéria-prima para biodiesel, onde a levedura R. Graminis CBS
2826 apresentou maior produgdo de lipidios totais equivalente a 25,60%, no meio de
crescimento contendo: esgoto, vinhaga, caldo de bambu e extrato de levedura.

O acumulo de lipidios obtido com a levedura 22 (47,5%), também foi similar ao obtido
por Abilhda et al., (2018), que apontou o potencial de acimulo de lipidios da leveduras S.
boulardii, posto que, apresentou produgdo de biomassa de 15,60 g.L.-1 e acamulo de 55 % de
lipideos. Tornando ainda mais aceitavel os dados encontrados nessa pesquisa.

Jaalevedura S. cerevisiae apresentou acumulo de 11% de lipidios. Valores que também
se assemelhao aos obtidos com as demais leveduras. Desta forma, observa-se o grande potencial
da biomassa microbiana oriunda de S. boulardii, no diz respeito a producao de biocombustiveis,
j& que as leveduras oleaginosas possuem o poder de acumular lipideos e possuem capacidade
de produzir 4cidos graxos similares aos dos 6leos vegetais (ABILHOA et al., 2018).

As leveduras 13 e 49 ndo foram consideradas lipogénicas, por ndo apresentarem
porcentagens de acumulo de lipideos. Pode ser explicado por atores, devido a fisiologia da
levedura, limitacdo de nutrientes, pH e temperatura do meio e producdo de metabolitos (como
etanol e citrato), que interferem diretamente no acimulo lipidios que, por sua vez, interfere na
sintese de proteinas e acidos nucleicos (NELSON; COX, 2014).

O soro do leite e a manipueira utilizados, configuram-se como potenciais meios de
crescimentos para as leveduras isoladas do devido ao rendimento de conversdo da fonte de
carbono em biomassa e lipidios. Embora esteja um pouco distante de competir com o meio
sintético e comerciais, principalmente nos niveis de acimulo de lipidios, ¢ possivel aumentar
as taxas de producdo de 6leos otimizando-se os processos e, dessa forma, aumentar os niveis
de producao de biomassa e lipidios.

Segundo Silva e colaboradores (2018), o uso de um meio de cultivo a base de
manipueira, suplementado de alguns nutrientes, possibilitou uma boa produgdo de biomassa e
de lipidios, assim como um consideravel rendimento dos lipidios em biomassa seca.

A manipueira mostrou-se como uma boa alternativa para a producdo de lipidios
microbianos, podendo ser utilizada em processos fermentativos, agregando valor ao residuo e

minimizando impactos ambientais por ela provocados.
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Melhorias no processo de producao de lipidios microbianos, como a redugdo indo-se
uma densidade celular mais elevada e com um maior acimulo de 6leo, podem resultar dos
custos, melhor utilizagdo das fontes de carbono, mais radpido crescimento microbiano, em um

processo de producdo economicamente viavel (SITEPU et al., 2014).
5.4 —Identificacio das leveduras oleaginosas 22,9 e 38.

DADOS FUTUROS.
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6 - CONCLUSAO

Foram obtidas 15 leveduras isoladas do fruto do pequi com caracteristicas de
microorganismos oleagindsos com a técnica de coloracdo sudan blcak. Onde, a levedura 22
isolada da polpa do pequi, foi a que apresentou um maior percentual de acumulo de lipideos,

utilizando o soro de leite e a manipueira como meio de crescimento para a obtencao de biomass;
A levedura 22, foram as que apresentaram uma das maiores intensidades de cor no teste
coloragdo utilizando o corante Sudan Black e apresentou a maior produgdo de biomassa em
meio contendo soro do leite, manipueira e extrato de levedura;
Dessa forma, a conversao de uma fonte de carbono originaria do soro do leite e da
manipueira em biomassa e lipidios, mostrou-se bastante eficientes, com resultados positivos e

satisfatorios.
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