[image: image1.png]



.

Rio Grande/RS, Brasil, 23 a 25 de outubro de 2013.

AVALIAÇÂO CINÉTICA DO CULTIVO DE LEVEDURAS UTILIZANDO GLICEROL RESIDUAL
MENESTRINO, Bruno da Costa 
FERREIRA, Cecília Elane Martins
RIBEIRO, Vanessa Amaral

BURKERT, Carlos André Veiga 
b_menestrino@hotmail.com
Evento: Congresso de Iniciação Científica
Área do conhecimento: Ciências Agrárias
Palavras-chave: glicerol residual, leveduras, biomassa, lipídeos.
1 INTRODUÇÃO
O rápido desenvolvimento das indústrias de biodiesel tem implicado em quantidades crescentes de glicerol, que é o principal coproduto da produção deste biocombustível, podendo causar um problema ambiental em relação à sua disposição. Uma alternativa para o seu aproveitamento é a sua utilização como fonte de carbono no cultivo de leveduras, visando à obtenção de bioprodutos de interesse (Rywin´ska et al., 2011). Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a cinética dos cultivos das leveduras Yarrowia lipolytica NRRL Y-1094 e Candida lipolytica NRRL Y-1095 utilizando glicerol residual como principal fonte de carbono.
2 MATERIAIS E MÉTODOS 
Foram utilizadas as leveduras Y. lipolytica NRRL Y-1094 e C. lipolytica NRRL Y-1095. O inóculo foi preparado pela transferência de 2 tubos com cultura reativada para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio, conforme Santos (2009) (g/L): 30 glicerol; 7 KH2PO4; 2,5 Na2HPO4; 1,5 MgSO4.7H2O; 0,15 CaCl2; 0,15 FeCl3.6H2O; 0,02 ZnSO4.7H2O; 0,06 MnSO4.H2O; 0,5 (NH4)2SO4; 0,5 extrato de levedura; pH ajustado em 6,0. Incubou-se a 30ºC em e 180 rpm de agitação. 
Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL com volume inicial de 200 mL, resultante da adição do meio de cultivo, suspensão de leveduras e água destilada estéril. O meio de cultivo foi preparado na forma concentrada a fim de resultar na seguinte composição (g/L) (Levinson et al., 2007): 40 glicerol; 1,7 KH2PO4; 12 Na2HPO4; 1,25 MgSO4.7H2O; 0,25 de extrato de levedura; 0,006 de tiamina; 0,25 (NH4)2SO4; pH 6,0. Os cultivos foram inoculados com a suspensão de leveduras de forma a atingir 1x107 células/mL, sendo mantidos em incubadora rotatória a 30°C e 180 rpm de agitação. Os ensaios foram realizados em triplicata.
A determinação da biomassa foi feita por absorvância a 600 nm, convertendo-se em g/L a partir de uma curva padrão de biomassa para cada micro-organismo, conforme descrito por Santos (2009). A determinação dos lipídeos foi realizada pelo método Bligh & Dyer (1959). O pH foi determinado por leitura direta em potenciômetro. 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO 
Na Tabela 1 são apresentados os resultados do acompanhamento do pH, biomassa e lipídeos totais ao longo do cultivo das leveduras estudadas.
Tabela 1 – pH, biomassa (g/L) e lipídeos totais (%) ao longo dos cultivos.
	Micro-organismo

	
	Yarrowia lipolytica 

NRRL Y-1094
	Candida lipolytica 

NRRL Y-1095

	Tempo (h)
	pH
	Biomassa

(g/L)
	Lipídeos totais (%)
	pH
	Biomassa

(g/L)
	Lipídeos totais (%)

	0
	6,03 ± 0,01
	0,05 ± 0,02
	ND
	6,03 ± 0,00
	0,05 ± 0,01
	ND

	48
	4,35 ± 0,21
	3,71 ± 0,09
	17,44 ± 0,72
	3,84 ± 0,03
	3,71 ± 0,35
	12,49 ± 0,98

	96
	3,20 ± 0,72
	4,93 ± 0,22
	25,15 ± 0,10
	3,52 ± 0,04
	6,93 ± 0,50
	17,12 ± 0,75

	144
	2,93 ± 0,05
	5,00 ± 0,09
	26,32 ± 0,99
	3,38 ± 0,02
	6,92 ± 0,49
	24,32 ± 0,94

	192
	2,80 ± 0,05
	4,15 ± 0,14
	26,41 ± 0,98
	3,48 ± 0,01
	8,63 ± 0,12
	26,34 ± 0,92

	240
	2,69 ± 0,02
	5,14 ± 0,11
	16,77 ± 0,99
	3,48 ± 0,04
	9,54 ± 0,10
	25,71 ± 0,23


ND: não detectável
Verifica-se que as duas leveduras apresentaram um comportamento similar em relação à cinética de crescimento, com um aumento da biomassa coincidindo com um decréscimo do pH, sendo que a biomassa máxima alcançada foi de 9,53 ± 0,10 gL-1 em 240 h de cultivo para C. lipolytica NRRL Y-1095, enquanto Y. lipolytica Y-1094 atingiu o menor valor de pH, 2,68 ± 0,01 em 240 h. De acordo com Rywin´ska et al. ( 2011), este decréscimo no pH indica a formação de ácidos orgânicos, entre eles o ácido cítrico, já que estas leveduras são potenciais produtoras deste  ácido. Em relação ao teor de lipídeos totais, foi verificado que as duas leveduras estudadas atingiram o teor máximo em torno de 26% em 192 h de cultivo, caracterizando-as como micro-organismos oleaginosos (acima de 20%) com potencial comercial, conforme Cazetta & Celligoi (2005). 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS

As leveduras Y. lipolytica NRRL Y-1094 e C. lipolytica NRRL Y-1095 apresentaram capacidade para assimilação e bioconversão do glicerol residual, podendo ser apontadas como candidatas à obtenção de ácidos orgânicos e lipídeos. 
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