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RESUMO:
Os lipidios microbianos sdo Oleos que tém composi¢oes semelhantes a de oleos

vegetais, produzidos a partir de microrganismos como leveduras, fungos, bactérias,
que possuem a capacidade de acumular grandes quantidades de gordura em suas
células, especialmente na forma de triacilglicerois. Desta forma, o presente trabalho
visou a produgdo de lipidio microbiano a partir das ramas de batata doce para
aplica¢do em alimentos e biocombustiveis. Para isso, foi realizada a hidrélise dacida
das ramas de batata doce com dcido sulfurico a 2,5% (m/v), carga de solidos de 22%
(m/m), a 121 °C por 30 min para a obten¢do do hidrolisado das ramas de batata doce
rico em carboidratos. A fermentagdo foi realizada a 28 °C, 200 rpm, por 120 h em
incubadora orbital shaker, e a extragdo dos lipidios e a quantifica¢do gravimétrica
pelo método BLIGH-DYER, (1959). A quantidade de acgucares (glicose, xilose,
celobiose e arabinose) obtidas da hidrolise acida foi de 11,68 g/L, 6,24 g/L, 1,20 g/L e
0,463 g/L respectivamente. A L. starkeyi fermentou o meio atingindo um total de 20,91
g/L de biomassa celular final e 15,88% de lipidio. Assim, as ramas da batata-doce
apresentam potencial para sua utilizacdo como fonte de carbono para a producgdo de

lipidios.

PALAVRAS-CHAVE: Lipidio microbiano, ramas da batata-doce, L. starkeyi

ABSTRACT:
Microbial lipids are oils that have compositions similar to vegetable oils, produced

from microorganisms such as yeasts, fungi, bacteria, which have the ability to
accumulate large amounts of fat in their cells, especially in the form of
triacylglycerols. Thus, the present work aimed at the production of microbial lipid
from sweet potato branches for application in food and biofuels. For this, the acid
hydrolysis of sweet potato branches with sulfuric acid at 2.5% (m/v), 22% solids load
(m/m) was performed at 121 °C for 30 min to obtain the hydrolyzed sweet potato
branches rich in carbohydrates. Fermentation was carried out at 28 °C, 200 rpm, for
120 h in orbital shaker incubator, and lipid extraction and gravimetric quantification
by the BLIGH-DYER method (1959). The amount of sugars (glucose, xylose,
cellobiose and arabinose) obtained from acid hydrolysis was 11.68 g/L, 6.24 g/L, 1.20
g/L and 0.463 g/L respectively. L. starkeyi fermented the medium reaching a total of
20.91 g/L of final cell biomass and 15.88% lipid. Thus, the sweet potato branches

have potential for their use as a source of carbon for lipid production.
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RESUMEN:

Los lipidos microbianos son aceites que tienen composiciones similares a las de los
aceites vegetales, producidos a partir de microorganismos como levaduras, hongos,
bacterias, que poseen la capacidad de acumular grandes cantidades de grasa en sus
células, especialmente en forma de triacilgliceroles. De esta manera, el presente
trabajo se ha dirigido a la produccion de lipido microbiano a partir de las ramas de
batata para su aplicacion en alimentos y biocombustibles. Para ello se realizo la
hidrolisis acida de las ramas de batata con dcido sulfurico al 2,5% (m/v), carga de
solidos del 22% (m/m), a 121 °C por 30 min para obtener el hidrolizado de las ramas
de batata ricos en carbohidratos. La fermentacion se realizo a 28 °C, 200 rpm,
durante 120 h en incubadora orbital shaker, y la extraccion de los lipidos y la
cuantificacion gravimétrica por el método BLIGH-DYER, (1959). La cantidad de
azucares (glucosa, xilosa, celobiosa y arabinosa) obtenidos de la hidrélisis dacida fue
de 11,68 g/L, 6,24 g/L, 1,20 g/L y 0,463 g/L respectivamente. L. starkeyi fermento el
medio alcanzando un total de 20,91 g/L de biomasa celular final y 15,88% de lipido.
Ast, las ramas de la batata presentan potencial para su utilizacion como fuente de

carbono para la produccion de lipidos.

PALABRAS CLAVE: Lipido microbiano, ramas de batata, Lipomyces starkeyi
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INTRODUCAO

Os lipidios microbianos vém se apresentando como uma matéria-prima
alternativa aos 6leos vegetais, devido as suas diversas composi¢cdes e caracteristicas de
interesse industrial, que permitem uma ampla gama de aplicagdes incluindo alimentos,
biocombustiveis, biopolimeros, inddstria quimica, farmac€utica, cosmética, etc.
(BHARATHIRAJA et al., 2017). Com a crescente preocupacdo com as mudancas
climaticas, o aumento populacional, a escassez de alimentos, a diminuicdo das
reservas de petroleo e o impacto ambiental causado pelos combustiveis fosseis tem
elevado a busca por fontes alternativas de lipidios para atender as nossas necessidades
alimentares e energéticas. Além das tradicionais fontes de lipidios, como plantas
animais ¢ fontes marinhas, existem muitos microrganismos, como bactérias, leveduras
e fungos, que podem produzir uma ampla variedade de lipidios com aplicagdo como
aditivos alimentares e nutracéuticos, producdo de oOleos e gorduras especiais € na
producdo de biocombustivel, como o biodiesel (GHAZANI; MARANGONI, 2022,
PATEL et al., 2020).

Os 6leos microbianos apresentam um perfil de dcidos graxos semelhante ao de
oleos vegetais, com presenca significativa de acidos graxos essenciais, acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs, sigla do inglés), que ndo podem ser sintetizados por
mamiferos, e, portanto, devem ser obtidos de outras fontes (BELIGON et al., 2016). E
fundamental incluir os PUFAs, naturalmente presentes no leite humano, em férmulas
infantis para garantir o desenvolvimento adequado dos bebés. Além disso, a
composi¢do dos PUFAs pode ser utilizada como suplementos alimentares, pois
apresentam em sua composicdo familiar de 6leos dmegas que sdo importantes no
desenvolvimento de tecidos de memoria neural e fungdo ocular de recém-nascidos
(GHAZANI; MARANGONI, 2022). Os PUFAs de lipidios microbianos
apresentam-se como uma matéria-prima mais saudavel em relacdo ao extraido
tradicionalmente de peixe, uma vez que ndo apresentariam riscos em relagdo a
presenca de poluentes ambientais, como dioxinas e metais pesados, que podem ser
absorvidos pelos peixes (BELIGON et al., 2016).

Os SCO possibilitam a sintese de lipidios especificos de alto valor agregado,
tais como 06leos contendo acidos graxos mono-insaturados e PUFAs, como equivalente
da manteiga de cacau, gorduras exoticas e biossurfactantes (PATEL et al., 2020) com
potencial de aplicagdo na gastronomia como ingredientes para aprimorar sabor,
texturas e qualidade dos alimentos e na confeitaria como emulsificante, umectante,

redutor de viscosidade e tensdo superficial, entre outros (SILVA et al., 2018). Assim,
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esses Oleos microbianos podem se tornar uma fonte significativa de alimentos no
futuro (GHAZANI; MARANGONI, 2022).

Os biocombustiveis, como o biodiesel, tém recebido grande atengdo devido as
suas caracteristicas renovaveis, biodegradabilidade ¢ menores emissdes de CO2 e
enxofre (KUAN et al., 2018). Contudo, o biodiesel ¢ derivado de dleos vegetais e/ou
gorduras animais, sendo a maioria destes 6leos comestiveis (colza, girassol, palma e
oleo de soja) o que pode colocar em risco o suprimento mundial de alimentos e o alto
custo das matérias-primas torna o biodiesel incapaz de competir comercialmente com
o petrodiesel. Apesar do desenvolvimento da producdo do biodiesel de segunda
geracdo, a partir de 6leos ndo comestiveis (jatropha, jojoba) e residuos de o6leos de
cozinha, provavelmente o fornecimento destes 6leos ndo comestiveis ndo atenderd a
demanda global por biodiesel (KUAN et al., 2018). Os 6leos microbianos, nomeados
Single Cell Oil (SCO), sdo considerados candidatos promissores para a producao de
alimentos e biodiesel (terceira geragdo), pois sua composi¢do de acidos graxos ¢
semelhante a de oleos vegetais, ndo competem com os alimentos e terras araveis,
independéncia de sazonalidade, apresentam tempo de vida mais curto e nao
apresentam limitacdo de fornecimento (AL-OBEIDI; ALI; ALRAWI, 2024).

A levedura Lipomyces starkeyi é um microrganismo oleaginoso onde o
acumulo de lipidios pode chegar a 70% e pode aumentar quando na condigdo de
estresse favoravel para o mesmo. Pertencente a familia Lipomycetaceae, é amplamente
estudada devido ao seu grande potencial de sintese de lipidios, podendo também
assimilar uma ampla gama de matérias-primas, como sacarose, glicose, xilose,
hidrolisados de biomassas lignocelulésicas, melago, entre outros (JACOB; MATHEW,
2023; ZHANG et al., 2022; XAVIER et al., 2017), além de apresentar certa tolerancia
a presenca de inibidores como o furfural e 5-hidroximetilfurfural. Apesar dos lipidios
microbianos apresentarem grande potencial como matéria-prima para a produgdo de
alimentos e biocombustiveis, o alto custo do meio de cultivo, principalmente devido as
fontes de carbono convencionais, como a glicose e sacarose (R$25,00), torna os 6leos
microbianos menos competitivos economicamente (HUANG et al., 2012; CUELLAR
et al.,2013). Todavia, o uso de subprodutos agroindustriais como o bagaco e palha da
cana-de-acicar e residuos de alimentos constituem fontes de carbono baratas,
abundantes e renovaveis com potencial de utilizagdo na produgdo de diversos produtos
quimicos como SCO (SRIPHUTTHA et al, 2023).

Com a crescente produgdo de alimentos, o agronegocio é apontado como um
dos principais geradores de residuos responsaveis por problemas ambientais, visto que

ao longo de sua cadeia produtiva em todo o mundo, produzem milhdes de toneladas de
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residuos provenientes do processamento de matérias-primas de origem agropecuaria,
com destaque para vegetais em geral (OLIVEIRA; PALDOLFI, 2020; BARBOSA;
CONCEICAO, 2016), como, por exemplo, a batata-doce. O seu uso se restringe em
grande parte a alimentagdo humana, havendo desuso e descarte das ramas e tubérculos
ndo comerciaveis ou improprios ao consumo humano ou animal (CAPINUS et al.,
2018). Por possuir um alto teor de proteina bruta as ramas da batata-doce sdo
utilizadas na alimenta¢do animal na sua forma fresca ou como silagem (PEREIRA et
al., 2021; COSTA, 2015). No entanto, este uso ¢ limitado sendo a maior parte das
ramas descartadas como residuo (ANDRADE JUNIOR et al., 2012). As ramas
constituem um material lignoceluldsico contendo cerca de 46,5% de celulose, 19,3%
hemicelulose e 19,2% lignina (DOMINICES, 2017) apresentando potencial de
utilizagdo como matéria-prima na obtencdo de diversos produtos de valor agregado,
como os lipidios microbianos, além de encontrar formas sustentaveis e inovadoras
para lidar com residuos gerados pelas agroindustrias, incluindo o aproveitamento de
subprodutos para evitar o desperdicio e reduzir o impacto ambiental. Neste contexto, o
presente projeto de pesquisa teve como objetivo avaliar a utilizagdo de biomassa
lignocelulosica das ramas da batata-doce como matéria-prima para a produgdo de
lipidio microbiano com potencial de aplicacdo nas industrias de alimentos e de

biocombustivelis.

METODOLOGIA

PREPARO E PRE TRATAMENTO DA MATERIA PRIMA

As ramas de batata-doce utilizadas neste estudo foram provenientes do Centro
Tecnologico Agroindustrial ¢ Ambiental da Universidade Federal do Tocantins, no
Campus de Palmas (Palmas - Tocantins, Brasil). A cultivar industrial utilizadas neste
trabalho foi a cultivar ‘Duda’ com colheita manual realizada em dezembro/2023. As
ramas foram higienizadas a fim de retirar a terra residual e, em seguida, foram secas
em uma estufa de circulagdo e renovagdo de ar (TE-394/3) por 48 h a 60 °C. Apods
isso, as ramas foram trituradas manualmente e armazenadas a temperatura ambiente
até a sua utilizagdo. O teor de umidade das ramas foi determinado por meio de
medidor de umidade por infravermelho (marca: BEL).

As ramas foram tratadas quimicamente utilizando 4cido sulfurico 2,5% (m/v),
carga de solidos de 22% (m/m), a 121 °C por 30 min em frasco tipo Schott de 500 mL.
ApoOs o pré-tratamento, o material foi peneirado utilizando uma peneira de 450 mesh a
fim de separar o licor da torta. O hidrolisado das ramas de bata-doce (HR) foi

congelado a -22 °C até a sua utilizacao.
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PREPARO DO PRE INOCULO E INOCULO DO MICRORGANISMO

No processo de reativagdo da levedura Lipomyces starkeyi, foi coletado com
uma al¢a uma colonia do microrganismo ¢ inoculado em meio de cultura YM
composto por 3 g/L. de extrato de levedura, 3g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona
de soja e 10 g/ de glicose, este foi colocado em um shaker (Modelo: TE-4200,
Marca: TECNAL) a 28 °C, 200 rpm. Foram feitas transferéncias consecutivas para um
novo meio de cultura YM até que a viabilidade da levedura aumentasse. No preparo
do pré-indculo a levedura foi cultiva em meio YM por 72h a 28 °C, 200 rpm. O
indculo foi preparado pela transferéncia de 10% do pré-indculo para o meio sintético

YM a 28 °C, 200 rpm durante 24h.

FERMENTACAO

Na etapa da fermentag@o, 10% do indculo foi transferido assepticamente para o
meio C/N=50 contendo 20 g/L glicose, 0,66 extrato de levedura, 0,45 g/L (NH4)2SO4;
3,5 g/L KH:POy; 1 g/L Na:HPOs; 0,4 g/LL MgS0..7H:0; 0,04 g/L CaCl..2H:0; 0,008
g/L ZnSO..7H:0; 0,001 g/L CuSO0..5H:0; 0,001 g/L CoCL:.6H:0; 0,001 g/L
(NH:):Mo0:07; 0,005 g/LL MnSO..H:O e pH 5,5. As culturas foram incubadas a 28 °C,
200 rpm, pH 5,5.

O hidrolisado das ramas (HR) de batata-doce foi utilizado como meio de
cultivo para a producado lipidios pela levedura L. starkeyi. O HR foi inoculado pela
transferéncia de 10% do indculo e a fermentacdo ocorreu a 28 °C, 200 rpm, por 120 h
em incubadora orbital shaker. As amostras foram retiradas em intervalos de tempo
pré-determinados, centrifugadas a 3600 rpm (Marca: FANEM, Modelo: 206 BL)
durante 5 minutos e o sobrenadante foi congelado a -22 °C até a determinagdo de

acucares e nitrogénio amoniacal.

DETERMINACAO DA BIOMASSA MICROBIANA
A determinacdo da biomassa microbiana foi realizada pelo método
gravimétrico das amostras centrifugadas a 3600 rpm por 5 minutos, lavadas com agua
destilada 3 vezes, e secas em estufa (Marca: Nova Etica, Modelo: 402/311) a 60 °C
por 24 h até obtengdo do peso constante. Durante a fermentagdo o crescimento celular
foi acompanhado pela determinag@o da absorbancia utilizando um espectrofotometro
(Modelo: UV-5100 UV-VIS SPECTROPHOTOMETER, Marca: METASH) no

comprimento de onda de 600 nm e correlacionada com a curva padrdo de biomassa
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para cada meio de cultivo utilizado. A agua destilada e o meio HR foram utilizados

como branco para a fermentagdo em meio sintético e meio HR, respectivamente.

DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS
As concentracoes dos carboidratos foram determinadas usando um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC), Marca Shimadzu (LC-10Series Avp),
coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 7,8 mm) e detector de indice
de refracdo (IR) (Shimadzu, modeloRID-10A).

DETERMINACAO DE LIPiDIOS
Previamente a extracdo de lipidios (figura 4), foi realizada mediante o
rompimento das células de leveduras por meio de um tratamento acido com HCI 2M a
80°C por 1h (ANSCHAU et al., 2014). Os lipidios foram extraidos e quantificados
gravimetricamente pelo método BLIGH-DYER, (1959) modificado por
MANIRAKIZA et al., (2001), utilizando o metanol e cloroférmio como solventes.

DETERMINACAO DE NITROGENIO AMONIACAL

Para a determinagdo do nitrogénio amoniacal foi feita uma solucdo A com 10
g/L de fenol e 0,01g/L de nitroprussiato de sddio e uma solucdo B com 7,14 g/200mL
de fosfato basico de soédio, 1,2 g/200mL de hidréxido de sdédio e adicionar 2 mL de
hipoclorito de sddio grau técnico. As amostras foram diluidas e 0,1 mL delas foram
misturadas com 2mL da solugdo A e 2 mL da solugdo B, apos isso, a solucao foi
agitada utilizando um vortex (Marca: VISION SCIENTIFIC CO, Modelo:
KMC-1300V) e incubadas a 37 °C por 30 min. As leituras das mesmas foram feitas
utilizando um espectrofotometro (Modelo: UV-5100 UV-VIS
SPECTROPHOTOMETER, Marca: METASH) no comprimento de onda de 630 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRE TRATAMENTO DA MATERIA PRIMA
Na tabela 1, ¢ apresentado a obtencdo do hidrolisado da rama de batata doce
rico em celobiose, glicose, xilose e arabinose, este foram obtidos a partir da hidrdlise
acida (figura 1). Estes aglicares serdo utilizados como principal fonte de carbono no

processo fermentativo da levedura L. starkeyi. DOMINICES, 2017 obteve o
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hidrolisado das ramas de batata doce com 57 g/L glicose, 2,7 celobiose, 22 g/L xilose
e 8,5 g/l arabinose, sob as mesmas condigdes de pré-tratamento. A diferenca da
concentracdo de aclcares com o trabalho da DOMINICES, 2017 pode ser
consequéncia da utilizagdo de outro lote de ramas da batata-doce que pode ter sofrido
alteragOes ao longo do tempo devido a mudancas climaticas, a estagdo do tempo em
que foram colhidas, bem como a necessidade de ajustes no desenvolvimento do
processo de hidrdlise que promovam melhora na quebra das ligacdes dos polimeros
complexos presentes nas células vegetais, e desta forma, aumente o rendimento da

hidrolise liberando maiores quantidades de agucares fermentesciveis.

Tabela 1. Composicdo de Acticares do hidrolisado das ramas de batata-doce

Carboidratos Concentraciao (g/L)
Celobiose 1,208 £ 0,107
Glicose 11,687 £ 0,737
Xilose 6,242 + 0,495
Arabinose 0,463 £ 0,064

Figura 1. (A) Frasco com o hidrolisado das ramas de batata doce (HR) tratado
quimicamente; (B) Separagdo da torta do licor do hidrolisado das ramas de batata doce
(HR).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

FERMENTACAO
Na fermentagdo do meio hidrolisado das ramas de batata doce (HR) com o

C/N=50, a levedura Lipomyces starkeyi ndo apresentou fase lag, consumindo
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instantaneamente os aglcares presentes no meio. Observando a figura 1, é possivel
notar que a cepa consumiu a glicose totalmente em apenas 24 h mostrando, assim, que
ela tem uma preferéncia pela glicose como fonte de carbono, seguido da xilose,
celobiose e arabinose. Segundo NOOR-AFIQAH (2024), essa preferéncia ¢ uma
caracteristica ja apresentada pelo microrganismo. No entanto, observa-se que a glicose
e xilose foram consumidas simultaneamente, ndo demonstrando repressdo catabdlica
devido a presenca de glicose no meio, como observado por XAVIER et al, 2017. Na
figura 2 também ¢ possivel observar que a levedura atingiu uma concentracdo de
biomassa celular final de 20,91 g/L apds 120 horas de fermentacdo. Na figura 3 ¢
apresentado o perfil cinético de consumo do nitrogénio amoniacal e do
hidroximetilfurfural (HMF), onde, nota-se que houve uma reducao tanto do nitrogénio

amoniacal, quanto do consumo do HMF nas primeiras 24 h de cultivo.
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2. Perfil cinético de crescimento celular e consumo dos agucares da L. starkeyi DSM
70296 em meio hidrolisado das ramas da batata-doce (HR) em C/N=50.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 3. Perfil de consumo de nitrogénio amoniacal do meio HR e perfil de consumo
do hidroximetilfurfural (HMF).
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A produgdo de lipidio microbiano a partir da L. starkeyi utilizando o
hidrolisado da rama de batata doce (figura 4) apresentou um percentual de lipidio de
15,88%. Xavier et al., (2017), no entanto, conseguiu um acumulo de lipidio
microbiano de hidrolisados lignoceluldsicos igual a 26,9% em frascos agitados e
26,1% em biorreator em modo batelada. O percentual de lipidio produzido pela
leguminosa oleaginosa soja varia de 18 a 22% dependendo de fatores como a
variedade da planta, condi¢des climaticas e praticas de manejo agricola (DEL
AGUILA; DEL AGUILA, 2020). Este valor é proximo ao conteudo lipidico atingido
neste trabalho com o cultivo microbiano de uma matéria-prima subutilizada ou
descartada inadequadamente e que possui caracteristicas renovavel, sustentavel, de
baixo custo e que ndo necessita de terras araveis para incrementar a produgdo de 6leo
microbiano com caracteristicas semelhante a de outros oleos vegetais. Assim, a
utilizacdo deste material como fonte de carbono para o cultivo microbiano pode
conferir beneficios ambientais e econdmicos na obtencdo de produtos de valor

agregado.

Figura 4. Oleo microbiano pelo método Bligh-Dyer.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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CONSIDERACOES FINAIS

A producdo de lipidios microbianos a partir do hidrolisado da rama de
batata-doce mostrou-se promissora, alcangando um rendimento lipidico de 15,88% e
um total de 20,91 g/ de biomassa celular final. Embora o percentual de lipidios
obtido seja inferior ao registrado por outros estudos utilizando hidrolisados
lignocelulosicos, os resultados sdo comparaveis aos percentuais de 6leo de soja. O
tratamento acido das ramas de batata doce permitiu a liberacdo de acgucares
fermentaveis como: 11,687 g/L de glicose, 6,242 g/L. de xilose, 1,208 g/L de celobiose
e 0,463 de arabinose. A utiliza¢do das ramas de batata-doce como substrato, sendo ela
uma matéria-prima subutilizada, promove além da sustentabilidade, o baixo custo. O
vigente estudo destaca uma solugdo inovadora na area de geragdo de lipideos
microbianos visando a resolucdo de escassez de recursos naturais ¢ diminui¢do do
impacto ambiental, contribuindo tanto para a redug¢do de residuos agroindustriais
quanto para o desenvolvimento de novos produtos com potencial de aplicacdo em

diversas industrias, como a alimenticia e de biocombustiveis.
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