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Evaluation of biomass produced from fermentation by Yarrowia lipolytica of cassava agroindustrial res-
idue (Manihot esculenta) in different glucose concentrations.

Considering the high potential of Brazil for agricultural production, as well as the growing demand for
research in the microbial area, yeasts such as Yarrowia lipolytica (YL) have been used in bioconversion
processes that can bring nutritional value to the production of several products with greater value
aggregate in the animal food supplement industry. In this work, three different strains of yeast YL (QU31,
QU69 and QU123) were used to evaluate the production of proteins and lipids under different
concentrations of glucose (0, 4, 8 and 12%) using cassava peel (Manihot esculenta) as a source of carbon
and urea as a source of nitrogen. The use of cassava peel as a carbon source for fermentation with YL
proved to be advantageous, since initially the residue had 1.66% of lipids and after the process it showed
a gain of up to 1839.5%, while for protein it presented increments that varied from 234.04 to 1674.46%.
In the vast majority of cases, the increase in the glucose content in the culture medium promoted a decrease
in the levels of lipids and proteins.
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A cultura da mandioca apresenta alta relevancia socioecondmica para o Brasil. Entretanto, na regido Oeste
Considerando o elevado potencial do Brasil para a producéo agricola, bem como a crescente demanda por
pesquisas na area microbiana, tem se utilizado leveduras como a Yarrowia lipolytica (YL) em processos
de bioconversdo que possam trazer valorizagdo nutricional para producéo de diversos produtos com maior
valor agregado na industria de suplementos alimentares de uso animal. Neste trabalho foram utilizadas
trés cepas diferentes da levedura YL (QU31, QU69 e QU123) para avaliar a produgdo de proteinas e
lipideos sob diferentes concentragdes de glicose (0, 4, 8 e 12%) utilizando casca de mandioca (Manihot
esculenta) como fonte de carbono e ureia como fonte de nitrogénio. O uso da casca de mandioca como
fonte de carbono para fermentagdo com YL se mostrou vantajoso, visto que inicialmente o residuo possuia
1,66% de lipidios e ap6s o processo apresentou ganho de até 1839,5%, enquanto para proteina apresentou
incrementos que variaram de 234,04 até 1674,46%. Na ampla maioria dos casos o aumento do teor de
glicose no meio de cultura promoveu diminuigdo nos teores de lipideos e proteinas.
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INTRODUCAO

O Brasil € um dos principais produtores de
alimentos do mundo segundo a Organizagdo das
NagOes Unidas para a alimentacdo e Agricultura
(FAO), porém, ainda enfrenta a realidade do
desperdicio em todas as etapas da cadeia. Segundo
EMPRAPA, (2005) e Suwannarat et al. (2015), os
ramos agroindustriais e de alimentos s&o
responsaveis por produzirem elevadas quantidades
de residuos que acabam representando grandes
problemas de descarte final e que necessitam de
continuas pesquisas para a valorizagdo nutricional
e organica desses materiais.

Atualmente ha um forte consenso quanto a
minimizacdo e recuperacdo de residuos, ao
contrario do que era realizado no passado, quando
residuos eram dispostos em aterros sanitarios ou
empregados sem tratamento para ragdo animal ou
adubo. O aproveitamento de subprodutos e
bioconversdo de tais residuos sdo cada vez mais
difundidos e necessarios para as cadeias
agroindustriais, em especial na industria de
suplementos para ragdo animal.(EMBRAPA,
2005).

A mandioca (Manihot esculenta) é uma planta
que é a base da alimentacdo brasileira. A producéao
brasileira de raiz de mandioca pode chegar a 19
milhGes de toneladas para o ano de 2020, cultivadas
numa é&rea de 1,36 milhdo de hectares,
representando uma produtividade de 14,75 t/ha
(CONAB, 2020)

As leveduras sdo um grupo de micro-organismos
eucariéticos capazes de reproduzir-se de forma
rapida em ambientes liquidos, sendo que alguns
individuos destes grupos ainda sdo capazes de
sintetizar lipases, dentre eles a Yarrowia (Zieniuk e
Fabiszewska, 2019)

Yarrowia lipolytica (YL) é classificado como
fungo estritamente aerdbico e oleaginoso, ndo
patogénico e pertencente a classe dos ascomicetos.
Esses micro-organismos unicelulares se adaptam
muito facilmente a substratos hidrofébicos (Miller
e Alper, 2019). Difere-se das demais leveduras por
sua grande capacidade de secretar consideraveis
quantidades de acidos organicos, tais como acido
citrico e pirtvico, além de secretar enzimas como
lipases e proteases (Oliveira, 2014).

Sabido do grande potencial do Brasil para a
producdo agricola e sua elevada geracdo de
residuos ou subprodutos agroindustriais, sugere-se
como fonte de reducdo de potenciais poluentes o
uso da fermentacéo de residuos, como por exemplo,
a casca de mandioca, que se apresenta como uma
tecnologia capaz de propor caminhos alternativos
para 0s residuos gerados, diminuindo possiveis
problemas ambientais, bem como, agregando valor
a essas matérias-primas (EMBRAPA, 2005).

Considerando o exposto, este trabalho teve o
objetivo de avaliar a composi¢édo nutricional em
termos de teor percentual (%) de lipideos, proteina,
cinzas e agucares redutores da biomassa produzida
por trés diferentes linhagens da levedura YL
(QU31, QUB9 e QUI123) em crescentes
concentracbes de glicose (0, 4, 8 e 12%) e
fermentadas durante nove dias, tendo como
substrato casca de mandioca. A determinacdo dos
pardmetros de desenvolvimento e secre¢do de
subprodutos podera servir como base para futuras
utilizacbes desta levedura em  processos
biotecnoldgicos industriais.

MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes e solventes utilizados nestes
estudos foram de grau P.A. e utilizados sem
purificacdo prévia. As cepas de YL QU69, QU31 e
QU123 foram gentilmente cedidas pela Professora
Patricia Valente (Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia — UFRGS - RS -
Brasil). As cascas de mandioca (Manihot esculenta)
foram gentilmente cedidas por produtores rurais da
cidade de Laranjeiras do Sul — PR, Brasil e
posteriormente tratadas. O espectro de absorcéo
méaxima da levedura foi determinado utilizando um
leitor de microplacas Modelo Thermo Multiskan
GO. A manipulagdo da levedura foi realizada em
capela de fluxo laminar modelo Bioseg 12 Classe 11
tipo Al.

Preparo do in6culo e fermentacéo

Para realizar o preparo do indculo,
primeiramente foi preparado 4gar GYP, conforme
descrito por Csutak et al. (2015) contendo glicose
2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5% e &gar
2%. A levedura foi isolada por esgotamento e
incubada a 28°C por 48 horas (estufa Ethik
Technology, 4410-5NDRE).

Apos o periodo de incubacdo (48h), algumas
colbnias foram transferidas para tubos de ensaio
contendo 10 mL de solucéo salina 0,85% e entdo
realizada leitura da densidade dptica a 500 nm a fim
de se obter absorbancia de 0,115, o qual
corresponde a 2,1 x 106 UFC/mL.

Os residuos de mandioca foram previamente
secos a 50°C por 24 horas, triturados em moinho de
rotor martelo (Fortinox STAR FT53) e peneirados
em peneiras de 6-8 mesh, estocados em frascos de
vidro com tampa em temperatura ambiente.

Para o0 processo de fermentagéo foram utilizados
frascos erlenmeyer com capacidade de 250 mL
contendo 5% de casca de mandioca como fonte de
carbono e 100 mL do meio de suplementacéo, onde
estes foram autoclavados (1210C por 15 minutos) e

© 2021 Journal of Biotechnology and Biodiversity
ISSN: 2179-4804

DOI: https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.vOn2.bitencourt

143


https://doi.org/10.20873/jbb.uft.cemaf.v9n2.bitencourt

Bitencourt et al. / Journal of Biotechnology and Biodiversity / v.9 n.2 (2021) 142-148

apos resfriamento até temperatura ambiente foram
adicionados 2 mL da suspensdo de células da
levedura previamente padronizada. Dividiu-se
ainda as fermentagcGes em quatro concentragdes
diferentes de glicose, sendo, 0%, 4%, 8% e 12%.
Os frascos foram incubados em agitador orbital de
bancada tipo Shaker (Solab S-222) a 80 rpm
durante 9 dias a 35 °C. O meio de suplementacao
mineral descrito por Santos et al. (2013) com
modificacdes, foi composto de 1% de uréia
(CH4N20), 0,1% de fosfato de potéssio
monobésico (KH2PO4) e 0,05% de sulfato de
magnésio (MgSO4).

Métodos analiticos

Apdbs o processo de bioconversdo, a biomassa
obtida foi congelada e submetida ao processo de
liofilizacdo  (Liotop L101) para andlises
posteriores. Foram realizadas analises de proteinas,
lipidios totais, cinzas e agUcares redutores (DNS)
tanto no residuo in natura quanto na biomassa
liofilizada obtida da fermentacdo com as diferentes
linhagens para fins de comparacéo.

A analise do teor (%) de lipidios totais foi
realizada através da metodologia descrita por
Bligh-Dyer (1959) com modificagcbes. Para
determinacgdo do teor (%) de proteinas totais foi

utilizada metodologia descrita por Kjeldahl
(AOAC, 1990) com modificagdes. O teor de cinzas
foi determinado segundo procedimento (AOAC,
1990) e a determinacdo de agUcares redutores pelo
método DNS (Santos et al., 2017).

As andlises foram realizadas em triplicata e o0s
resultados apresentados correspondem a média
aritmética + o desvio padrdo. Foi aplicada analise
de variancia ANOVA p>0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados pela biomassa
produzida com cada uma das trés linhagens deYL
submetidas ao processo de bioconversdo com casca
de mandioca como fonte de carbono sob diferentes
concentracdes de glicose sdo apresentadas a seguir.

Avaliacdo dos teores de lipidios das biomassas
obtidas em diferentes linhagens

O teor de lipidios obtidos na casca de mandioca
in natura foi de 1,7 £ 0,1 %. Na tabela 1 estdo
expressos 0s resultados quanto ao teor de lipidios
na biomassa produzida pelas diferentes linhagens
em funcdo da concentracdo de glicose empregada
no meio.

Tabela 1 - Teor de lipidios obtidos nas biomassas produzidas pelas diferentes linhagens em funcgéo do teor de

glicose (%).*

Linhagem Glicose adicionada (%) Teor de Lipidios (%)
0 20,4*+ 0,5
a4
QU31 4 22,6*+ 0,3
8 11,4*+ 1,0
12 8,4*+0,7
0 4,4°+20
a4
QU9 4 3,3*+0,9
8 6,6°+1,9
12 2,8*+0,8
0 31,1* £ 14
QU123 4 27,12+ 0,9
8 25,00+ 1,7
12 17,1* £ 1,2

**Resultados seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa (p>0,05).

Como pbde ser observado na Tabela 1, a utiliza-
cao das trés cepas promoveu de maneira geral au-
mento do contetido de lipidios da biomassa fermen-
tada quando comparados com o residuo original da
casca de mandioca, destacando-se as cepas QU31 e
QU123 com maiores obten¢des de lipideos, indi-
cando que a levedura foi capaz de utilizar este subs-
trato como fonte de carbono. Utilizando a QU69 o

incremento lipidico ndo foi tdo evidente se compa-
rado com o teor do substrato.

Diversos estudos tém demonstrado que o acu-
mulo de lipidios pela YL é influenciado, dentre ou-
tros fatores, pela composicdo do meio de cultivo.
Quando ha fonte de carbono em excesso, este é as-
similado e metabolizado principalmente via ciclo
de Krebs. A inibicdo da atividade da isocitrato
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desidrogenase no Ciclo de Krebs leva ao acumulo
de citrato que migra para o citosol, onde sofre acdo
da ATP citrato liase liberando acetil CoA e oxala-
cetato. Esta acetil CoA juntamente com o forneci-
mento continuo de malonil CoA por agéo da acetil
CoA carboxilase e NADPHa partir da via das pen-
toses servem como precursores para a sintese de
acidos graxos que posteriormente serdo incorpora-
dos em triacilglicerdis e armazenados nas particu-
las lipidicas intracelulares (Beopoulos et al., 2009;
Zhang et al., 2016; Galvez-Lopes et al., 2019).

No presente estudo, quando se analisa a influén-
cia da concentracdo de glicose no meio observou-
se que nas concentracfes mais altas de glicose (8 e
12% para a QU31; 12% para QU123) ocorreu uma
reducdo do contetdo de lipidios totais. Este resul-
tado é corroborado por estudos onde o cultivo de Y.
lipolytica (W29) em presenga de 2% de glicose
apresentou menor volume das particulas lipidicas
apos 24 h de incubagdo quando comparado ao meio
de cultivo contendo &cido oleico 0,5%, indicando
gue a fonte de carbono influencia na capacidade de
acumular lipidios da levedura (Athenstaedt et al.,
2006). Mais recentemente, Workman e colaborado-
res (2013) observaram que a Y. lipolytica apresenta
maiores taxas de crescimento e acimulo de lipidios
quando cultivada em glicerol comparativamente a
glicose. Este efeito pode estar relacionado a

expressao dos genes e a presenca dos transportado-
res de glicose e glicerol na membrana e consequen-
temente a disponibilidade intracelular dos mesmos,
ao fato de que os carbonos do glicerol sdo mais re-
duzidos e fornecem maior quantidade de energia li-
vre quando oxidado ou ainda a um efeito catabdlico
repressor da glicose (Gancedo, 1998; Kayikci e Ni-
elsen, 2015).

Com base nos dados da literatura, os resultados
obtidos quanto ao teor de lipidios totais sugerem
gue a presenca de altas concentracfes de glicose
possam estar exercendo um efeito regulador do me-
tabolismo de lipidios seja de forma direta, na ativi-
dade de enzimas envolvidas no ciclo de Krebs, via
das pentoses-fosfato ou na sintese de acidos graxos
e triacilglicerois, ou de forma indireta na regulacao
da expressdo génica de enzimas reguladoras do me-
tabolismo energético.

Avaliacdo dos teores de proteina das biomassas
obtidas em diferentes linhagens

O teor proteico obtido na casca de mandioca in
natura foi de 4,7 £ 0,4 %. Na tabela 2 sdo apresen-
tados os resultados quanto ao teor de proteinas na
biomassa produzida pelas diferentes linhagens em
funcdo da concentracdo de glicose empregada no
meio.

Tabela 2 - Teor proteico na biomassa produzida pelas diferentes linhagens em funcdo da glicose adicionada.*
Linhagem Glicose adicionada (%) Teor de proteinas (%) Incremento (%)

0 78,7+ 3,0 1674,46

4 46,00 + 4,4 978,72

QU3 8 34,1*£0,5 725,53
12 23,6°+ 1,8 502,12

0 16,5+ 0,9 351,06

6 4 30,3*+2,6 644,68

QU 8 25,7+ 0,7 546,80
12 11,06 +£0,5 234,04

0 33,9°+ 1,5 721,27

QU123 4 27,32+ 2,1 580,85

8 31,3+ 0,8 665,95

12 24,1* £ 5.8 512,76

*Resultados seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p>0,05).

A producéo de proteinas pelas diferentes linha-
gens se mostrou eficaz em todas as concentracfes
de glicose quando comparada a quantidade de pro-
teina presente na casca in natura que foi de 4,69%
+ 0,41 tendo assim um incremento que variou de
234,04 2 1674,46%. Das 3 cepas utilizadas, a QU31
foi a que apresentou os maiores teores de proteina
variando entre 23,6-78,7%. Ao compararmos o teor
proteico do residuo da casca de mandioca com as

biomassas obtidas, pode-se observar ganho no va-
lor proteico, tornando a biomassa um substrato que
podera ser usado futuramente para incremento pro-
teico em rag&o animal e futuras pesquisas em suple-
mentag&o nutricional.

Por outro lado, como pode ser observado na Ta-
bela 2, que com 0 aumento da concentracdo de gli-
cose no meio de cultivo promoveu reducdo nos te-
ores proteicos para as 3 cepas de Y. lipolytica. O
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uso da glicose como fonte de carbono em condi¢des
nédo limitantes, permite que parte desta glicose seja
metabolizada pela via glicolitica formando piruvato
que e convertido em acetil CoA e direcionado ao
ciclo de Krebs para producgéo de energia e forneci-
mento de intermediarios metabodlicos (Pilkur; e
Compagno, 2014). Dentre esses intermediarios, o
alfa-cetoglutarato desempenha papel importante re-
lacionando a glicose e a sintese de aminoécidos e
proteinas. A enzima glutamato desidrogenase atua
sobre o alfa-cetoglutarato fixando amonia e for-
mando glutamato, aminoécido que serve como do-
ador de grupos amino para a sintese dos demais
aminoacidos. Desta forma, pode ocorrer um au-
mento da disponibilidade de amino&cidos na célula
e consequentemente um aumento na sintese de pro-
teinas, sendo que a atividade das enzimas esta dire-
tamente relacionada ao ciclo de crescimento do
fungo (Thomulka e Moat, 1972; Santos et al., 2013;
Chubukov et al., 2014, Carsanba et al., 2020).

A reducdo dos teores proteicos a medida que as
concentragdes de glicose no meio de cultivo au-
mentaram neste trabalho pode estar relacionado a
um efeito de estresse osmatico ou ainda a um efeito
catabolico repressor da glicose sobre as rotas

metabdlicas de aminoacidos e proteinas (Varela e
Majer, 1996; Gancedo, 1998; Meijer et al. 1998;
Hohmann, 2002; Kayikci e Nielsen, 2015). Ainda,
devido ao tempo de incubacdo da levedura, pode ter
ocorrido limitacdo de algum nutriente no meio de
cultivo e nestas situagdes a levedura interrompe a
proliferacdo celular, mas continua absorvendo e
utilizando a fonte de carbono, no caso a glicose
(Santos et al., 2013; Beopoulos et al., 2009a; Work-
man et al., 2013).

Avaliagéo do teor de cinzas e consumo de glicose

Os resultados obtidos na analise de teor de cinzas
da biomassa sdo apresentados na tabela 3. Os dados
demonstram que n&o foram observadas variagdes
significativas quanto ao teor de cinzas das biomas-
sas das 3 cepas de leveduras ao final do periodo de
incubacdo quando comparadas ao residuo original
da casca de mandioca (2,86% = 0,002). Ainda as-
sim, a presenca de diferentes concentragdes de gli-
cose no meio de cultivo também ndo influenciou
significativamente no teor de cinzas das biomassas
produzidas pelas 3 cepas de Y. lipolytica.

Tabela 3 - Teor de cinzas e consumo de glicose durante a fermentagdo.”

Linhagem Glicose adicionada (%) Teor de cinzas (%) Consumo de Glicose (%)
0 2,5°+14 84,3
4 0,6+ 0,1 96,5
QU3 8 2,4*+0,0 96,0
12 3,7+ 0,0 90,8
0 2,6°+0,4 84,3
4 4,5*4+2.3 93,9
QU69 8 5,7°+1,1 93,7
12 2,2 +0,3 83,9
0 1,88 +0.9 84,3
4 2,1*+0,2 89,0
QUI23 8 2,4*+0,0 87,1
12 1,3* +0,3 90,6

“Resultados seguidos de letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (p>0,05).

A capacidade de crescimento dos fungos esta di-
retamente relacionada a disponibilidade de nutrien-
tes em concentragcdes adequadas nos meios de cul-
tivo (Kampen, 2007) A Y. lipolytica se destaca pela
sua habilidade de crescer utilizando como fonte de
carbono diferentes tipos de substrato como substan-
cias hidrofébicas e/ou carboidratos convertendo-0s
em energia ou em produtos de interesse como enzi-
mas, lipidios, proteinas dentre outros (Spagnuolo et
al., 2018). A fim de verificar se a presenca de dife-
rentes concentragdes de glicose no meio de cultivo
influenciaria a capacidade das cepas de Y. lipolytica
utilizarem o residuo de casca de mandioca como

fonte de nutrientes, foi avaliado o consumo de gli-
cose bem como o contetdo de carboidratos totais
da biomassa produzida pela levedura. Como pode
ser observado na Tabela 3, todas as cepas de leve-
dura consumiram eficientemente a glicose presente
no meio de incubacdo (consumo médio acima de
80%) e apresentaram aumentos no conteido de car-
boidratos totais em presenca de concentragdes cres-
centes de glicose.

A glicose é um dos principais carboidratos utili-
zados como fonte de energia pelos micro-organis-
mos e uma vez transportada para o interior das cé-
lulas pode ser metabolizada através da via
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glicolitica e ciclo de Krebs, via pentoses fosfato ou
ainda ser utilizada para sintese de oligo e polissaca-
rideos (Christen e Sauer, 2011; Pilkur e Compagno,
2014). Sob determinadas condicbes em especial
quando ha fatores limitantes no meio de cultivo, a
glicose fornecida como fonte de carbono continua
a ser absorvida, no entanto ela é direcionada princi-
palmente para a sintese de lipidios e de polissacari-
deos como glicogénio, mananas e glucanos (Parrou
et al., 1999; Beopoulos et al., 2009ab). Além da
funcdo energética e de reserva, a glicose também
pode desempenhar uma fungéo de regulacdo meta-
bélica influenciando a atividade de diferentes enzi-
mas bem como a sua expressdo génica através da
regulacdo de vias de sinalizacao e fatores de trans-
cricdo nucleares (Magasanik, 1961; Westergaard et
al., 2007; Kayikci e Nielsen, 2015) podendo resul-
tar na ativacdo ou inibicdo de rotas metabdlicas es-
pecificas nos fungos. No presente trabalho, os re-
sultados parecem indicar um efeito combinado da
glicose, servindo como fonte de carbono para pro-
ducdo de energia e sintese e armazenamento de bi-
omoléculas.

CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente trabalho
pode-se concluir que a levedura Yarrowia lipolytica
é efetiva no processo de valoriza¢do nutricional de
residuos de casca de mandioca nas condicOes
surpracitadas, tendo-se observado um aumento do
contetdo de lipidios e proteinas na biomassa
formada. No entanto, a presenca de elevadas
concentracdes de glicose no meio de incubacao
promoveu reducdes dos conteudos de lipidios e
proteinas, provavelmente devido ao envolvimento
de efeitos de limitacdo de nutrientes ao longo do
tempo de incubacdo, estresse osmdtico ou ainda
efeitos catabdlicos repressores da glicose presente
no meio.
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