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RESUMO

SANTOS, Bruno. Estudo da Biodegradacdo de Glicerina em Processos de
Cofermentacdo com Melagco de Cana de Acucar. 2016. 36 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Curso Superior de Engenharia de Alimentos) — Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2016.

O presente trabalho teve como proposta realizar um estudo sobre a biodegradacao
do glicerol em processos de cofermentagcdo com o melagco de cana de acUcar,
visando produzir compostos de valor comercial utilizando microrganismos selvagens.
No primeiro ensaio, cujo o proposito foi isolar microrganismos com capacidade
degradativa de glicerol, utilizou-se como fontes destes, amostras de agua de duas
lagoas de tratamento de efluentes, sendo uma de um laticinio e a outra de uma
fecularia. Tais amostras foram inoculadas em placas de Petri contendo o meio de
cultivo sdélido e, posteriormente, essas foram incubadas a 37°C por 72 horas. Apés o
tempo de incubacdo houve o crescimento de diversos microrganismos, porém
escolheu-se isolar somente duas leveduras, cada uma oriunda de uma lagoa de
tratamento de efluentes diferente. Para afirmar que eram leveduras foi feita uma
andlise visual das caracteristicas das colbnias formadas. Também analisou-se a
morfologia das células destas duas leveduras através da técnica de coloracao de
Gram, verificando que ambas eram cocos Gram negativas. No segundo ensaio
essas leveduras foram inoculadas em dois caldos fermentativos diferentes (1:1 e 2:1
de glicerol: melaco), com a finalidade de verificar a influéncia das propor¢cdes de
glicerol e melaco e, também, do tempo de fermentacdo na producdo dos
metabdlitos. Por fim realizou-se a identificacdo de alguns metabdlitos através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo eles &cido acético, acido latico
e acido citrico, porém, somente foi possivel quantificar a concentracdo de acido
acético. Segundo os dados obtidos, a formulacdo que produziu uma maior
concentragdo de acido acético foi a 2:1 (glicerol: melago), com aproximadamente 0,2
g/L, e o tempo ideal para a producdo maximo deste metabdlito foi de 48 horas.

Palavras-chave: Biodegradacao. Prospeccao de Microrganismos. Glicerol. Melaco.



ABSTRACT

SANTOS, Bruno. Estudo da Biodegradacdo de Glicerina em Processos de
Cofermentacdo com Melago de Cana de AcuUcar. 2016. 36 f. Trabalho de Concluséo
de Curso (Curso Superior de Engenharia de Alimentos) — Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Campo Mouréo, 2016.

This work proposed to study biodegradation of glycerol in co-fermentation processes
with cane molasses, in order to produce compounds of commercial value using wild
microorganisms. In the first experiment, whose purpose was to isolate
microorganisms with glycerol degradative ability it was used as sources of these
microorganisms water samples from two sewage treatment ponds, one of a dairy
industry and the other of the starch manufacturer. These samples were inoculated on
Petri plates containing a solid culture medium and subsequently these were
incubated at 37 ° C for 72 hours. After the incubation time several microorganisms
growth, but only two yeast samples were isolated, each one originated from different
effluent treatment pond. To confirm they were yeast samples, visual analysis of the
colony characteristics were conducted for confirming yeast samples. It was also
analyzed the cells morphology of these two yeasts by Gram’s Method, showing that
both were negative cocci. In the second experiment such yeast were inoculated in
two different fermentation broths (1: 1 to 2: 1 glycerol: Molasses) with the purpose of
verifying the influence of glycerol and molasses proportions and the fermentation
time for the production of metabolites. Finally, high-performance liquid
chromatography (HPLC) was applied to identify metabolites being them acetic acid,
lactic acid and citric acid. However, only the concentration of acetic acid was possible
to quantify . According to the obtained data, the formulation that produced the highest
concentration of acetic acid was 2: 1 (glycerol: Molasses) with approximately 0.2 g/ L
after 48 hours of fermentation process.

Keywords: Biodegradation. Co-Fermentation. Prospection of Microorganisms.
Glycerol. Cane Molasses.
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1. INTRODUCAO

A reacdo de transesterificacdo transforma o 6leo ou gordura em ésteres
metilicos ou etilicos de &cidos graxos, de acordo com o alcool utilizado na reacao e
estes ésteres constituem o biodiesel. O biodiesel produzido pode ser usado puro ou
em mistura de diversas propor¢cdes com o diesel mineral. O principal subproduto
desta reacdo é o glicerol, pois para cada tonelada de gordura ou 0leo utilizada sao
gerados aproximadamente cem (100) kg de glicerol (MACEDO e MACEDO, 2004).

No Brasil a Lei 11.097/2005 estabeleceu percentuais minimos de mistura de
biodiesel ao diesel e 0 monitoramento da inser¢cdo do novo combustivel no mercado.
Assim ficou determinado a adicdo de 2% obrigatoriamente, para o periodo de 2008 a
2012, estimando-se numa demanda de um (01) bilhdo de litros por ano. Em 2013 o
percentual de adi¢do foi elevado para 5%, o que leva a um consumo de 2,4 bilhdes
de L/ano (CRISTO e DORNELLES, 2006). Consequentemente sdo produzidos
aproximadamente 240 milhdes de litros de glicerol. Isto € mais do que suficiente
para abastecer o consumo do mercado interno americano que gira atualmente em
torno de 216 milhdes de litros (JOHNSON e TACONI, 2007).

O glicerol bruto obtido na producédo de biodiesel contém aproximadamente
50-70% de glicerol, mais agua, metanol ou etanol, catalisador, sais, monoglicerideos
e tracos de triglicerideos, diglicerideos e ésteres. Estas impurezas sdo comuns no
processo de transesterificacdo quimica. Glicerol (com 80-88% de pureza) € obtido
por evaporacdo simples, ap0s a separacdo dos sabdes através de um processo de
acidificacdo seguido de centrifugacdo (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; TYSON et
al., 2004; GERPEN, 2005).

Contudo, o glicerol bruto e mesmo o destilado com 80-88% de pureza
possuem baixo valor agregado devido as impurezas contidas. Além disso,
dependendo da finalidade para que seja utilizado, o glicerol devera passar ainda por
processos, tais como: filtracdo, destilacdo fracionada a alto vacuo, branqueamento,
desodorizacéo e troca idnica. Assim, o refino do glicerol dentro dos padrdes atuais
depende de fatores de escala para tornar-se economicamente viavel (PACHAURI e
HE, 2006).
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A maioria dos derivados quimicos produzidos hoje a partir de glicerol utiliza
como matéria prima glicerol padrdao USP (United States Pharmacopeia) com 95% de
pureza. Isto significa que métodos simples e de baixo custo para refino de glicerol
devem ser desenvolvidos para atingir esse grau de pureza a partir da fase pesada
resultante da reacdo de transesterificagdo ou novas tecnologias para producao de
derivados do glicerol bruto ou destilado (80-88%) devem ser pesquisadas (TYSON
et al., 2004).

Assim, buscam-se novas aplicacdes para os grandes volumes de glicerina
gue estdo sendo produzidas a partir do biodiesel. A maioria dos pesquisadores tem
focado seus estudos na produg&o microbiana de 1,3 propanodiol (DANIEL et al.,
1995; ZENG et al., 1994; MALAOUI e MARCZAK, 2001; NEMETH e SEVELLA,
2008). Este composto apresenta propriedades singulares que conferem 6timas
caracteristicas para a producédo de carpetes e fibras téxteis para uso na industria de
roupas (CAMERON et al., 1998; LUERS et al., 1997; NEMETH e SEVELLA, 2008).
Outros estudos tém aplicado o glicerol como substrato de processos fermentativos,
como na producdo de acido citrico por meio da levedura Yarrowia papanikolaou
(PAPANIKOLAOU et al., 2002), na producdo de &cido succinico por meio de
Anaerobiospirilum succiniciproducens (LEE et al., 2001), na producdo de 3-
hidroxipropanal por meio do Lactobacillus reuteri (VOLLENWEIDER e LACROIX,
2004), e na producéao de hidrogénio e etanol com o uso de Enterobacter aerogenes
(ITO et al., 2005).

Neste sentido, o melaco de cana-de-acicar, um licor resultante da
cristalizacdo final do aclcar, pode ser utilizado como substrato na producdo de
produtos fermentados de interesse econdmico uma vez que apresenta altos teores
de acucares como sacarose, glucose e frutose (62% em média). Além do mais € um
subproduto da industria acucareira relativamente barato e disponivel em grandes
quantidades (RAMBLA et al., 1999).

Visando utilizar microrganismos selvagens, isto €, que habitam ambientes
hostis, e por isso podem possuir capacidade degradativa de compostos complexos,
além da pouca exigéncia para cultivo, foram escolhidos como fontes potenciais
lagoas de estabilizagdo de um laticinio e de uma fecularia.

Os efluentes liquidos provenientes da industria de laticinios de acordo com a

literatura sdo os seguintes: Demanda Quimica de Oxigénio até 60.000 mg/L no caso



11

da producdo de queijos e derivados, proteinas em média 6.300 mg/L, agucares
redutores em média 37.291 mg/L e teores de lipideos de até 1.500 mg/L
(LYBERATOS et al., 1997; GAVALA et al., 1999).

Nos processos de industrializagdo da mandioca, para fins de obtencao de
farinha ou fécula, sdo gerados residuos sélidos de descarte, partes lenhosas e
deterioradas das raizes, porcoes fibrosas retidas em peneiras, bagacos e residuos
liqguidos da agua de lavagem das raizes e manipueira (FERNANDES JUNIOR &
CEREDA, 1996). Dentre esses, destaca-se a manipueira liquida resultante da
prensagem da massa ralada utilizada para a producéo de farinha e do processo de
extracao e purificacdo da fécula (TAKAHASHI, 1987).

A manipueira consiste em um residuo complexo de aspecto leitoso, contendo
apreciavel quantidade de amido (em farinheiras) sedimentavel e em suspensao
coloidal, glicose, resto de fibras, &cido cianidrico, pequenas quantidades de
proteinas, bem como outras substancias organicas (SAMPAIO, 1996).

Neste contexto, propde-se como contribuicdo, a solucdo do problema de
excedente de glicerina, o estudo dos perfis de degradacdo deste composto, em um
processo de cofermentacdo com melaco de cana de agucar, identificando qualitativa
e quantitativamente os metabdlitos formados por microrganismos selvagens isolados

de lagoas de tratamento de efluentes de laticinio e fecularia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Isolar microrganismos selvagens, oriundos de lagoas de tratamento de
efluentes de laticinios e fecularia, com potencial de realizar a biotransformacéo do

glicerol sob condi¢des de cofermentacdo com melaco de cana-de-acucar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar a composicdo basica do substrato tendo como norte uma

formulacdo mais simples possivel;

¢ I|dentificar os metabdlitos produzidos pela cofermentacdo de glicerol e
melaco de cana-de-acUcar através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

e Avaliar o efeito das propor¢des de glicerol e melaco de cana de acucar
como substratos na producao dos metabdlitos;

e Identificar o grupo de microrganismos capazes de produzir 0s
metabdlitos pela cofermentacdo de glicerol e melaco de cana-de-
acucar, analisando sua macromorfologia e utilizando a técnica de

coloragéo de gram.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GLICEROL

O glicerol é o principal coproduto gerado na producao de biodiesel, sendo que
aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido corresponde a glicerol
(DASARI et al., 2005). Teoricamente, para cada 3 mols de ésteres metilicos (ou
etilico) é gerado 1 mol de glicerol (ZHOU et al., 2008).

Quimicamente o glicerol € um tri-alcool com 3 carbonos, ou segundo a IUPAC
1,2,3-propanotriol. Se apresenta como um liquido incolor, com gosto adocicado, sem
cheiro e muito viscoso, derivado de fontes naturais ou petroquimica. O nome glicerol
deriva da palavra grega “glykys”, que significa “doce” (PAGLIARO E ROSSI, 2008).

HO/\l/\OH

OH

Figura 1 - Estrutura da molécula de glicerol
Fonte: Biowiki (2016)

A presenca de trés grupos hidroxila na estrutura do glicerol é responsavel
pela solubilidade em &gua e sua natureza higroscopica. E uma molécula altamente
flexivel formando ligagcbes de hidrogénio tanto intra como intermoleculares (CALLAM
et al., 2001).

O (glicerol é considerado uma fonte de carbono altamente reduzida e
assimilavel por bactérias e leveduras sob condicGes aerdbicas e anaerdbicas para a
obtencdo de energia metabdlica, como regulador do potencial redox e para a
reciclagem de fosfato inorganico dentro da célula (DILLIS et al., 1980).

Varios estudos foram desenvolvidos visando a utiliza¢éo de glicerol como fonte
de carbono por microrganismos, especialmente por bactérias. Muitos deles apontam
principalmente a mecanismos de assimilacdo de glicerol por estes microrganismos
para a producdo de compostos intermediarios de polimeros, resinas e aditivos para
combustiveis (PAPANIKOLAOU et al., 2002; ITO et al., 2005; CHENG et al 2007).
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3.2 MELACO

O melaco € um liquido obtido a partir do residuo de fabricagcdo do acucar
cristalizado, do melado ou da refinagcdo do acucar bruto (ANVISA, 1978). O melaco
de cana-de-acucar € um substrato rico em acucares fermentesciveis e minerais tais
como manganés, magnésio, fosforo, potassio, zinco, sodio e calcio, sendo
considerado um bom substrato para o cultivo de bactérias &cido lacticas (Delgado,
1975).

Suas caracteristicas sensoriais sdo: aspecto liquido xaroposo e denso
(viscoso), cor amarelo ambar, com cheiro préprio e gosto doce. Em relagdo as
caracteristicas fisico-quimicas, o melaco podera apresentar um maximo de 25%
(p/p) de umidade, acidez em solucdo normal maxima de 10% (v/p), glicidios totais
um minimo de 50% (p/p) € ho maximo 6% (p/p) de residuo mineral fixo (cinzas). Nas
preparagcdes microscopicas, deverd demonstrar auséncia de sujidades, parasitas,
larvas e insetos e seus fragmentos (CARVALHO, 2007).

3.3 PROSPECCAO DE MICRORGANISMOS

A bioprospecgcéo de microrganismos tem se mostrado uma importante
ferramenta para o desenvolvimento de processos fermentativos (ALPER,;
STEPHANOPOULOS, 2009). Ambientes, tais como solos, material vegetal em
decomposicdo em florestas, ambientes marinhos de agua doce, residuos agricolas e
industriais, ambientes de compostagem, ambientes extremos tais como fontes
termais, ambiente antartico, ambientes altamente salinos, associa¢cdes mutualistas
entre organismos tais como ramens de mamiferos herbivoros e sistema digestivo de
insetos, tém sido prospectados para microrganismos voltados ao desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos (TOIVOLA et al., 1984; GUO et al.,, 2008; ALPER,;
STEPHANOPOULOS, 2009; GRAHAM et al., 2011).

O sucesso dos processos biotecnologicos esta diretamente relacionado com a
diversidade dos microrganismos e das moléculas que eles produzem como resultado
do metabolismo primario e secundario, bem como a conservagcdo dos recursos

geneéticos que eles fornecem (HUNTER, 1998).



15

3.4 BIOPRODUTOS OBTIDOS POR FERMENTACAO MICROBIANA DO
GLICEROL

A extraordinaria expansao da industria de biodiesel no Brasil e no mundo vem
originando grandes volumes do principal coproduto, o glicerol. A superproducéo de
glicerol afeta negativamente o preco do biodiesel no mercado, tornando imperiosa a
busca de novas aplicacbes para este coproduto. Neste contexto, o glicerol vem
sendo investigado como uma fonte promissora de carbono em processos
microbianos para a obtencao de bioprodutos de alto valor agregado (RIVALDI et al.,
2008)

Um dos subprodutos, de interesse econdmico, que pode ser obtido a partir de
fermentacao utilizando o glicerol como fonte de carbono é o 1,3-propanodiol. Este
pode ser produzido por algumas espécies de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, e pelas espécies de Clostridium butyricum, Citrobacter freundii
e Klebisiella pneumoniae (HOMANN et al., 1990), &cido succinico utilizando
Anaerobiospirillum succiniciproducens (YAZDANI; GONZALES, 2007; LEE et al.,
2001), butanol pela fermentacao por Clostridium pasteurianum, acido propiénico por
Propionibacteria acidipropionici, acido acético, &cido latico, 1,3-butanodiol
(DECKWER, 1995), dihidroxiacetonas, hidrogénio e polidrohialcanoatos
(PACHAURI; HE, 2006; SOLAIMAN et al., 2006; ASHBY et al., 2005).

Atualmente na literatura, ha diversos estudos visando melhorar o processo e
aumentar o rendimento dos produtos obtidos através da bioconversao do glicerol
utilizando microrganismos que ja sdo conhecidos por fermentar este co-produto da
producdo do biodiesel. Como é o caso de S& (2011), que estudou as variaveis de
influéncia para o processo fermentativo na producéo de acido citrico por leveduras
utilizando glicerol, e Ferreira (2013) que avaliou a producéo de 1,3-propanodiol,
também a partir do glicerol, utilizando bactérias do género Clostridium visando

identificar qual linhagem apresentava maior rendimento no produto de interesse.
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4. MATERIAL E METODOS

41 MATERIAL

Foram utilizadas amostras da primeira lagoa de tratamento de efluentes
oferecidas pelo laticinio Vida Ativa e pela fecularia Pinduca e 0 melaco de cana-de-
acucar pela Usina Sabaralcool. Os demais materiais utilizados para o preparo do meio
de cultura foram: sulfato de aménio, glicerol, agar-agar e agua destilada. Utilizou-se os
equipamentos da Universidade Tecnoldgica Federal do Parang, como um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia (Ultimate 3000), estufa (Thelga TE150CRD), autoclave
(Phoenix AV-75), centrifuga (Celm LS-3 Plus) e camara de fluxo laminar (Bioseg 09

Tipo Al) além de vidrarias, pHmetro, balanca analitica e microscopio luminoso.

4.2 PREPARO DOS MEIOS DE CULTURA E INOCULACAO

A formulacdo utilizada tem como referéncia a metodologia utilizada por
Rodriguez (2010) para o isolamento de microrganismos capazes de biodegradar o
glicerol. Foram preparados trés meios de culturas com diferentes pHs, sendo 5,5;

6,5 e 7,5. A preparacao do meio de cultura seguiu o seguinte esquema:

8g de glicerol + 2g de melago + 0,089 de sulfato de amédnio + 4g de agar agar

hd ¥

Mistura dos materiais pesados e adigdo de 250mL de agua destilada

b A
$ \ 4

-

P

Aquecimento em Bico de Bunsen

P

Corre¢éo do pH com NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M

¥ d

Meio com pH 5,5 Meio com pH 6,5 Meio com pH 7,5

) 4 ) 4 ¥

‘ Esterilizagcdo em Autoclave 121°C/ 15min ‘

-

Figura 2 - Esquema representativo de preparacéo do meio de cultura.
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Ao término da preparagdo dos meios de culturas, estes foram colocados em
Placas de Petri previamente esterilizadas. Sendo trés placas para cada meio de
cultura, conforme ilustrado na figura abaixo.

Posteriormente, foi espalhado 0,1 mL das amostras das lagoas sobre as
placas de Petri com auxilio da alca de Drigalski e estas foram incubadas a 37°C

durante 72 horas em estufa.

Meio pH 5,5 Meio pH 6,5 Meio pH 7,5

Fljlllﬁlj
000000000

Figura 3 - Esquema representativo da triplicata.

4.3 ISOLAMENTO DAS COLONIAS

Apoés o periodo de incubacédo, houve em todas as placas o crescimento de
diversas colbnias, sendo a maioria de fungos filamentosos. Optou-se em fazer o
isolamento de duas colénias (uma proveniente da amostra da lagoa do laticinio e a
outra da fecularia) por serem as Unicas a apresentarem a aparéncia cremosa, e pela
possibilidade de serem leveduras.

As coldnias foram recolhidas e diluidas em agua estérii em tubos de
eppendorf, e posteriormente inoculada através da técnica de estriamento nas placas
de Petri. O meios de cultivo foram preparados no valor de pH em que as colbnias
apresentaram melhor crescimento durante a etapa inicial de incubacado, sendo pH
5,5 e 6,5 para a colbnia proveniente da amostra da lagoa de fecularia (Colbénia A) e
de laticinio (Colbnia B), respectivamente.

Por fim, as placas foram incubadas em estufa a 37°C durante 72h. Este
procedimento foi realizado trés vezes, obtendo deste modo colénias puras em cada

placa.
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4.4 INOCULACAO DAS COLONIAS EM MEIO LIQUIDO, INCUBACAO E ESTOQUE

As duas colbnias isoladas foram inoculadas em tubos com o mesmo meio de
cultura, porém sem Agar-Agar. Em seguida estes foram incubados a 37°C por 48h. Ao
fim deste tempo transferiu-se 1,5 mL do meio fermentativo em tubos de eppendorf
estéril contendo 300 uL de glicerol, a fim de realizar o estoque dos microrganismos

em freezer.

4.5 CARACTERIZACAO DO GRUPO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Foi realizado uma identificagcdo visual observando as caracteristicas das
colénias desenvolvidas nas placas, e também microscépica utilizando a técnica de

coloracdo de gram.
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4.6 ESTUDO DO EFEITO DA CONCENTRACAO DE MELACO E GLICEROL NA
DISTRIBUICAO DE METABOLITOS

Foram preparados dois tipos de meios de cultura liquidos, ou seja, com 0s
mesmos substratos do meio solido, porém sem agar-agar. Nestes meios variou-se

as proporgoes de substrato, sendo 2:1 e 1:1 (glicerol-melago).

Formulagao 1:1 (glicerol:melago) Formulagio 2:1 (glicerol:melago)
5g de glicerol + 5gde melaco+ 0,08g de sulfato 6,7g de glicerol + 3,3g de melago + 0,08g de sulfato
de aménio de amdnio
Mistura dos materiais pesados e adig&do de 250mL Mistura dos materiais pesados e adigcdo de 250mL
de agua de agua
Correcdo do pH utilizando NaOH e HCI 0,1M Correg¢do do pH utilizando NaOH e HCI 0,1M
Meio com pH 5.5 Meioc com pH 8,5 Meio com pH5,5 Meio com pH 6,5
Esterilizagdo em Autoclave 121°C / 15min Esterilizagdo em Autoclave 121°C / 15min

Figura 4 - Esquema representativo do preparo dos meios liquidos fermentativos.

Os meios liquidos fermentativos foram colocados em tubos e esterilizados.
Cada tubo indicava o tempo de fermentacéo, sendo de 12, 24, 48 e 96h. Os tubos
foram inoculados com os microrganismos das Colénias A e B e incubados a
temperatura de 37°C. Ao término do tempo de incubacdo as amostras foram
centrifugadas, filtradas e estocadas em tubos de eppendorf e, por ultimo, foram
armazenadas em freezer para posterior analise dos metabdlitos. Esta etapa foi

realizada em duplicata.
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4.7 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

Os metabolitos produzidos pelos dois microrganismos, nos diferentes tempos
de fermentacdo, foram identificados através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

Inicialmente foi preparada uma solucdo de fase movel, utilizando &cido
sulfurico, na concentracdo 5 mMolar e seu pH foi corrigido para pH 2,3. Para as
analises utilizou-se uma coluna trocadora de H+ (Varian Hi-Plex H Column).

Os parametros utilizados no HPLC para analisar os metabdlitos produzidos
foram:

e Temperatura da coluna: 65°C

e Velocidade do fluxo: 0,7mL / min
e Tempo de corrida: 40 minutos

e Pressao: 298 psi

e Volume injetado de amostra: 5 pL

e Comprimento de onda: 225 nm

Devido a falta dos padrdes necessarios para as analises, os metabdlitos foram
comparados com os cromatogramas de solu¢des de &cido lactico, acido citrico,
acido acético e glicerol com o propésito de identifica-los. O Unico padrao disponivel
era o de etanol.

Foram feitas solucBes em diferentes concentracdes (1; 2,5; 5; 8 e 10 g/L) de
acido acético para elaborar uma curva de calibracdo (Concentracdo da solucéo
versus area do pico do cromatograma) a fim de calcular a concentracdo de acido
acético produzido. Vale lembrar que tanto as solucfes preparadas quanto o padrao
de etanol foram analisados no HPLC com as mesmas condi¢cfes utilizadas na

analise dos metabdlitos.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Aos dados de concentracdo de acido acético foi aplicado o Teste de Tukey a

um nivel de significancia de 5%, utilizando o software Statistica 6.0, com a finalidade
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de verificar a influéncia das formulacdes e do tempo de fermentacdo na producgéo

desse metabadlito.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO DAS COLONIAS

Foram isoladas duas colbnias, uma proveniente da amostra da lagoa de

tratamento de efluentes do laticinio e a outra da fecularia, como mostram as figuras
5eb.

Figura 5 - Col6niaisolada da lagoa de tratamento de efluentes do laticinio (Col6nia B)
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Figura 6 - Coldniaisolada da lagoa de tratamento de efluentes da fecularia (Colénia A)

Segundo Sidrim & Rocha (2009), a maioria das leveduras apresentam
colénias de coloracao branca ou bege, textura cremosa e superficie lisa. Ha também
espécies de leveduras que produzem colbnias alaranjadas, como por exemplo a
Rhodotorula spp.

Os aspectos observados da col6nia A tais como coloragéo alaranjada, textura
cremosa e lisa indicam ser caracteristicas de levedura.

Segundo Valduga et al. (2009), leveduras com estas caracteristicas sao
conhecidas por serem capazes de sintetizar carotendides. Os géneros capazes de
produzir este pigmento sdo Rhodotorula, Rhodosporidium, Sporobolomyces e
Phaffia.

Sendo assim, como € limitante o nimero de géneros de leveduras que

possuem colbnias com essa pigmentacdo alaranjada, pode-se supor que este
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microrganismo seja uma levedura pertencente a um dos géneros citados por
Valduga et al. (2009). Para uma identificacdo mais apurada sdo necessarios testes
confirmativos, como por exemplo provas bioquimicas, sorolégicas ou identificacao
molecular.

Em relagdo ao microrganismo oriundo da colénia B, ndo foi realizada
nenhuma analise para que fosse possivel discutir sobre suas caracteristicas e a qual
grupo de microrganismo pertence. Assim escolheu-se dar sequéncia ao presente
trabalho utilizando o microrganismo oriundo da colénia A.

Através da técnica de coloragdo de Gram e utilizando um microscopio
luminoso, no aumento de 1000x, foi possivel verificar a morfologia das células do

microrganismo A, observando que estas sdo ovaladas como mostra a figura 7.

Figura 7 - Morfologia das células do microrganismo A observada de um microscépio luminoso.
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5.2 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS

Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia foram identificados os

metabdlitos produzidos pelo microrganismo A.

5.2.1 Producio de Acido cético

Foi identificada a producéo de acido acético pela levedura A no tempo de retencéo
de aproximadamente 14 minutos no cromatograma, tanto para a formulacdo 1:1 e 2:1
(glicerol:melaco).

Utilizando a curva de calibragdo (1), calculou-se as concentracbes de &cido
acético, onde ¥ é a concentracdo de &cido acético e x a area da curva do

cromatograma.
y = 0,7995x — 0,4414 (1)

A tabela 1 mostra os dados de concentracdo de acido acético nos diferentes de

fermentacgéo para cada formulacéo.

TABELA 1 - Concentracdo (média + desvio padrdo) em g/L de &cido acético utilizando-se caldo

fermentativo com diferentes propor¢des de glicerol: melago.

Tempo de fermentacédo Formulacéo
1:1 (glicerol: melago) 2:1 (glicerol: melago)
12 h 0,000 + 0,000 cB 0,080+ 0,008 bA
24 h 0,052 + 0,004 bB 0,148 +0,019 aA
48 h 0,216 + 0,009 aA 0,163 + 0,010 aB
96 h 0,208 + 0,002 aA 0,162 + 0,008 aB

a, b, c: Letras minasculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p
< 0,05); A, B: Letras mailsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Segundo o teste de Tukey, para a formulagéo 1:1 (glicerol: melago) houve
diferenca entre os tempos de fermentacdo na producdo de acido acético, exceto
entre os tempos de 48 e 96 horas, que apresentaram uma maior concentracao
desse metabdlito. Porém para a formulacdo 2:1, estatisticamente, ndo houve
diferenca entre os tempos de fermentacdo, exceto para o tempo de 12 horas, que

apresentou uma menor concentracdo de acido aceético.
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Comparando-se o0 mesmo tempo de fermentacao entre as duas formulacoes,
também foi observado que nestes houve diferencas na producdo do acido acético,
indicando diferenca entre as duas formulacdes.

Fica claro que a formulagédo 1:1 proporcionou uma maior producdo de acido
acético em relacdo a formulacédo 2:1, sendo o tempo de 48 horas o ideal para a
producdo maxima desse metabdlito, ja que ndo houve aumento significativo na sua
concentracdo em tempos maiores de incubacao.

Assim, para futuros experimentos, pode-se utilizar a formulacdo 1:1 (glicerol:
melaco) realizando a sua fermentacéo durante 48 horas, caso o produto de interesse

seja o acido acetico.

5.2.2 Producéo de Outros Metabdlitos

Foi identificada a producédo de &cido citrico e &cido latico, que sao metabdlitos
normalmente produzidos na biodegradacdo do glicerol, porém ndo foram quantificadas
suas concentracbes. Também ndo foi possivel identificar a producdo de etanol e nem
tracar o perfil de consumo do glicerol pois os cromatogramas de ambos se apresentaram

com ruidos de fundo e sem nenhum pico.
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6. CONCLUSAO

Foram isolados dois microrganismos utilizando o meio de cultura proposto neste
trabalho, cada um proveniente de uma lagoa de tratamento de efluentes. O
microrganismo isolado da lagoa da fecularia apresentou indicios de ser uma levedura.
Quanto ao microrganismo isolado da lagoa do laticinio ndo foi possivel dizer se este era
um bactéria ou uma levedura.

A partir das analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel
identificar a producédo de é&cidos citrico, latico e acético pelo microrganismo isolado da
lagoa de fecularia.

As diferentes proporcdes, 1:1 e 2:1, de glicerol: melaco interferiram na producao
de &cido acético, mas essa interferéncia ndo é conclusiva na produgdo dos outros
metabolitos, sendo necessario tracar o perfii de producdo desses através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ao se utilizar a formulacdo 1:1 obteve-se maiores
concentracfes de acido acético, provavelmente devido ao maior quantidade de melaco
na formulacao.

O tempo de fermentacéo encontrado para a producao maxima de acido acético foi
de 48h, com aproximadamente 0,2 g/L.

Comprova-se que é possivel prospectar de ambientes hostis microrganismos
capazes de consumir o glicerol. Devido a escassez de certos nutrientes e as condicfes
adversas no meio que habitam, estes microrganismos selvagens sao capazes de
degradar compostos complexos mais faciimente e de se adaptarem em meios de cultivo
simples, como foi 0 caso do meio utilizado no presente trabalho.

O dlicerol € uma potente matéria-prima para a bioproducdo de compostos de
maior valor econdmico por ser um residuo industrial e de baixo valor comercial. O uso
deste residuo, além das razdes econémicas, € também uma alternativa ambientalmente
responsavel, dando uma nova aplicacdo a este composto que € gerado em grandes

volumes pelas usinas de biodiesel.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Verificar a produgdo de outros metabdlitos nos diferentes tempos de fermentacéo
e analisar se houve diferenca entre as formulacdes na producéo de acido citrico,
latico e qualquer outro metabdlito identificado.

Fazer um estudo do perfil de consumo do glicerol ao decorrer do tempo de
fermentacdo, para verificar se este substrato estd sendo consumido pelo
microrganismo.

Analisar a influéncia do sulfato de amonio, fonte de nitrogénio, na producéo dos
metabolitos.

Outro ponto importante é realizar a identificacdo dos microrganismos isolados para
verificar se ha pesquisas utilizando estes microrganismos na biodegradacéo do
glicerol e, assim, fazer comparaces e adaptacbes com os trabalhos de outros
pesquisadores. E também pode-se buscar na literatura suas caracteristicas e
exigéncias de nutrientes e outros parametros ideais para 0 seu crescimento e
producédo maxima de metabdlitos de interesse.

Como foi identificado a producdo de &cido citrico pelo microrganismo A, seria
interessante focar o estudo na producdo deste composto, ja que o acido citrico é
utilizado em varias industrias como a de alimentos, bebidas, farmacéuticas e de
cosmeéticos como acidificante, antioxidante, aromatizante, conservante e
plastificante. Por ser um commoditie, é necessério a utilizacdo de matéria-prima

barata na producgéo de &cido citrico, como o glicerol.
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