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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O vinhoto ou vinhaga é um residuo
agroindustrial de alto valor nutricional, podendo
ser utilizado como meio de cultivo para a
geracao de biomassa microbiana, com diferentes
aplicag¢bes, sendo uma delas o enriquecimento do
valor protéico de racdes animais. O objetivo deste
trabalho foi quantificar a biomassa microbiana
formada, tendo como substrato principal o vinhoto.
Foram previamente selecionados dois isolados
de leveduras (Lodderomyces elongisporus e
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Rhodotorula mucilaginosa), anteriormente
caracterizados como secretores de celulases,
pectinases e amilases extracelulares. O desenho
experimental foi baseado no modelo proposto por
Plackett e Burman. As variaveis testadas foram
concentracdo no meio de extrato de levedura,
glicose, peptona e fosfato de potassio, quantidade
de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura
de incubacdo. A contagem populacional (UFC.
mL") nos cultivos foi determinada a cada 24 h
pelo método de espalhamento em superficie
em meio YPD, sendo as placas incubadas a
30° C, por 48 h. A biomassa produzida apés
168 h foi mensurada pelo método de secagem
em estufa a 105 °C até peso constante. Para a
levedura R. mucilaginosa a maior quantidade
de biomassa produzida foi para o tratamento 3
(1,002 g.L") , neste tratamento foram testadas
as maiores concentrag¢des de extrato de levedura
e peptona, a menor concentra¢gdo de vinhoto
(10 % v.v'), pH 5 e temperatura de incubagéo
de 28 °C. A levedura L. elongisporus expressou
resultados estatisticamente significativos, sendo
o tratamento 8 (51,416 g.L-1 de biomassa) o mais
promissor, por apresentar em sua composicao a
maior quantidade de vinhoto (50 % v.v'') e ndo ser
estatisticamente diferente do tratamento 10 (10
% v.v'' de vinhoto), segundo melhor tratamento,
e com rendimento de apenas 22,32 % inferior
que o melhor tratamento. As variaveis vinhoto,
glicose e pH apresentaram efeitos significativos
para a producdo de biomassa com a levedura L.
elongisporus.

PALAVRAS - CHAVE: etanol, biotecnologia,
residuo.
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VINASSE AS A SUBSTRATE FOR MICROBIAL BIOMASS GENERATION

ABSTRACT: The vinasse is an agro-industrial residue of high nutritional value, which can be
used as a culture medium for the generation of microbial biomass, with different applications,
one of which is the enrichment of the protein value of animal feed. The objective of this work
was to quantify the microbial biomass formed, having the vinasse as the main substrate. Two
yeast isolates (Lodderomyces elongisporus and Rhodotorula mucilaginosa) were previously
selected, previously characterized as secretors of cellulases, pectinases and extracellular
amylases. The experimental design was based on the model proposed by Plackett and
Burman. The tested variables were concentration in the medium of yeast extract, glucose,
peptone and potassium phosphate, amount of vinasse added, pH of the medium and incubation
temperature. The population count (UFC.mL™) in the cultures was determined every 24 h by
the method of surface spreading in YPD medium, with the plates incubated at 30 ° C for 48
h. The biomass produced after 168 h was measured using the drying method in an oven
at 105 ° C until constant weight. For R. mucilaginosa yeast the largest amount of biomass
produced was for treatment 3 (1,002 g.L"), in this treatment the highest concentrations of
yeast extract and peptone, the lowest concentration of vinasse (10% v.v'') were tested pH
5 and incubation temperature of 28 ° C. The yeast L. elongisporus expressed statistically
significant results, with treatment 8 (51.416 g.L' of biomass) being the most promising, as
it contains the largest amount of vinasse (50% v.v'') and is not statistically different from the
treatment. 10 (10% vv'' of vinasse), second best treatment, and yielding only 22.32% lower
than the best treatment. The variables vinasse, glucose and pH showed significant effects for
the production of biomass with the yeast L. elongisporus.

KEYWORDS: ethanol, biotechnology, residue.

INTRODUCAO

Na producédo de etanol, o Brasil € o segundo maior produtor do mundo, sendo
o primeiro na produgé@o de etanol a partir da cana-de-acgucar. A safra de 2019/20 gerou
34 bilhdes de litros de etanol produzidos a partir da cana-de-agucar, sendo 10,12 bilhdes
corresponderam ao etanol anidro e 23,89 bilhdes de litros de etanol hidratado. No Mato
Grosso do Sul, cerca de 88% da producéo de cana-de-agucar de 2019/20 foi direcionada
para a sintese de etanol, produzindo 3,3 bilhdes de litros do biocombustivel. No entanto,
dependendo da metodologia, a cada 1 litro de alcool produzido, na etapa de destilagao sao
gerados aproximadamente 12 litros de residuos conhecido como vinhoto, vinhaga ou restilo
(Conab, 2020).

O vinhoto € o resquicio pastoso e malcheiroso da destilacao fracionada do caldo de
cana fermentado para a obtencéo do etanol, e, por sua abundéncia de matéria orgénica, alta
corrosividade por possuir baixo pH (4,5-4,7) e elevada demanda bioquimica de oxigénio,
torna-se altamente prejudicial tanto a fauna quanto a flora de aguas doces e marinhas
(TASSO et al, 2007).

ApO6s a proibicdo do despejo do vinhoto nos fluxos aquéticos, foi possivel observar

uma grande procura por novas alternativas de como reutilizar esse residuo. Assim,
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a fertirrigagdo ganhou espaco, dado que exigia pouco investimento e possibilitava a
eliminacéo de grandes quantidades do poluente (DE SOUZA; MESQUITA, 2015). Contudo,
foi detectado uma elevacao nos teores de ferro e cobre a 0,20-0,40 m de profundidade
do solo, além de salinizagéo de aquiferos subterraneos ( SILVA; GRIEBELER; BORGES ,
2007).

O vinhoto possui em sua composi¢cao matéria orgénica, que € em sua maioria
composta por citrato, oxalato, acetato, galactose, sacarose, glicose, frutose, acido acético,
acido latico e glicerol, além de nitrogénio (1,2 kg/m?), carbono (21,7 kg/m?), cobre (3,9 mg.L-
"), zinco (3,9 mg.L"), célcio (1,0 kg/m?), magnésio (1,1 kg/m?®) e sulfato (6,4 kg/m3) (VITTI,
2019) que o torna muito nutritivo para o cultivo de microrganismos como leveduras, com um
baixo custo de producéo e grande rendimento (SILVA et al, 2011).

O emprego de bactérias e leveduras para a reutilizagéo desse residuo tem sido eficaz
e, cada vez mais aumenta o interesse do produtor em novos métodos. Os microrganismos
utilizam o vinhoto como substrato para a formagé@o de biomassa protéica e lipidica, que
pode ser usado como suplemento alimentar e enriquecimento de ragdo animal (MARQUES;
ZIN, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do vinhoto como substrato
para a produgao de biomassa microbiana. Para isso foram testados diferentes formulacdes
contendo concentragdes de 10 % e 50 % de vinhoto (v/v), acrescidos de outras fontes
de nutrientes, através do delineamento experimental de Plackett-Burman (PLACKETT e
BURMAN, 1946).

MATERIAIS E METODOS
O experimento foi realizado na FCBA/UFGD, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.
Isolados

Foram previamente selecionados dois isolados de leveduras pertencentes a colegao
de culturas iniciadoras do GEFER/FCBA/UFGD. Dentre eles, um isolado de Lodderomyces
elongisporus e um isolado de Rhodotorula mucilaginosa.

Ambas foram isoladas de uma bebida tradicional indigena (chicha) da regido de
Dourados, MS (RESENDE et al, 2018) e foram caracterizadas pelo grupo de pesquisa
como potenciais secretoras de amilases, pectinases e celulases extracelulares.

Vinhoto

O vinhoto utilizado foi gerado no Laborat6rio de Bioquimica da FCBA/UFGD, através
da fermentacéo de caldo de cana-de-agUcar por Saccharomyces cerevisiae LNFCA11® e
destilada em alambique de cobre.
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Inoculacao

O pré-indculo foi obtido a partir da escala padréao de MacFarland 0,5, que corresponde
a aproximadamente 10”7 UFC.mL"", segundo Lelliott e Stead (1987).

O desenho experimental foi baseado no modelo proposto por Plackett e Burman
(PLACKETT e BURMAN, 1946), gerando 12 tratamentos diferentes, no qual a quantidade
de cada variavel avaliada é definida entre o minimo e maximo, como mostrado na tabela 1.
As variaveis testadas foram concentragdo no meio de extrato de levedura, glicose, peptona
e fosfato de potassio, quantidade de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura de
incubacao. A contagem populacional (UFC.mL") nos cultivos foi determinado a cada 24
h pelo método de espalhamento em superficie em meio YPD (Yeast 1 %, Peptone 2 %,
Dextrose 2 % e agar 2 %), sendo as placas incubadas a 30°C, por 48 h. A biomassa
produzida apds 168 h foi mensurada apés centrifugacédo a 1400 rpm durante 5 minutos e
seco em estufa em estufa a 105 °C até peso constante.

Os dados foram submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA), analise de
regressao e teste Tuckey a 95 % de confianca pelo software Minitab 19 ® .

Sigla Varidveis Nivel minimo (-) Nivel maximo (+)
YS Extrato de levedura (%) 0,5 2,5

GL Glicose (%) 1.0 3

PE Peptona (%) 0,5 2,5

PP Fosfato de potassio (%) 0,02 0,1

VI Vinhoto (v/v) 10 50

pH pH 3 5

TE Temperatura (°C) 28 36

Tabela 1. Niveis minimos e maximos das variaveis testadas para o delineamento experimental
Plackett-Burman.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois isolados de levedura (L. elongisporus e R. mucilaginosa) foram testados quanto
a producédo de biomassa em diferentes formulagbes de meio de cultivo, contendo vinhoto
como principal fonte de carbono.

Aquantidade de biomassa produzida variou de 0,033 g.L'a 66,213 g.L", dependendo
do isolado, seguindo o delineamento experimental proposto conforme mostra os resultados
da Tabela 2 e da Tabela 3;
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Tratamento

Variaveis

Biomassa (B)
Produtividade (P)

YS GL PE PP VI pH TE

R. mucilaginosa
B(gL") P(gh?)

SN B W —

8
9
10
11
12

+ 4+ + +

+

+ + +

+

+ o+

+

+ 4+ -+
-+ o+ o+
+ - o+ -
+ - - -
+ 4+ + -
- - -+
- + - -
- + + -
- -+ o+
+ 4+ -+
+ - 4+ o+

0,302
0,065
1,002
0,745
0,533
0,054

0,383

0,221
0,332
0,033
0,041
0,058

1,8x10" e
4x10°% ¢
6x10%  a
44x10% b
3.2x10% ¢
3x10% ¢
23x10% d
1,3x10% f
2x10%  de
2x10% g
2x10% g
3x10% ¢

Tabela 2. Produgéo de biomassa microbiana e produtividade ap6s 168 h de incubacgéo da
levedura R. mucilaginosa em diferentes tratamentos, utilizando o delineamento experimental

YS= Extrato de levedura (%); GL= Glicose (%); PE= Peptona (%); PP= Fosfato de potassio (%);
VI=Vinhoto (v/v) pH= pH; TE= Temperatura (°C); Médias que nao compartilham uma letra sao

Plackett-Burman.

estatisticamente diferentes

Na Tabela 2 foi avaliada a producdo de biomassa microbiana por R. mucilaginosa

nos diferentes tratamentos. A maior quantidade de biomassa produzida e a produtividade

(6x10% g.h") foi para o tratamento 3, neste tratamento foram avaliados as maiores

concentracbes de extrato de levedura e peptona, a menor concentracao de vinhoto (10 %

v/v), pH 5 e temperatura de incubagédo de 28 °C. Alevedura apresentou melhor desempenho

nos tratamentos com menor temperatura de incubagéo (28 °C) j4 que nos tratamentos

com a maior temperatura de incubacdo (36 °C) foram os que apresentaram resultados

inferiores, sendo o menor deles o tratamento 10, com 0,033 g.L' de biomassa produzida.
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Figura 1. Contagem populacional (UFC.mL") da levedura R. mucilaginosa nos tratamentos com
melhores produtividades ao longo do cultivo.

Para a levedura R. mucilaginosa, de acordo com a Figura 1, as analises de
contagem populacional mostram que o maior numero de crescimento foi obtido apdés 144
h de incubagéo, sendo o tratamento 3 o de maior contagem (1,2x10* UFC.mL""). O baixo
crescimento populacional pode estar relacionado ao fato de que o tempo de duplicagéo
da R. mucilaginosa é maior que o usual para leveduras mesmo em meios favoraveis,
produzindo menor numero de células e consequentemente apresentando uma menor
produtividade de biomassa (DA SILVA et al, 2018).

Biomassa (B)
Produtividade (P)
L. elongisporus

B(gL") P(gh")

Tratamento Variaveis

YS GL PE PP VI pH TE

1 + + - 4+ 4+ - o+ 27,183 0,1618 e
2 + - - -+ + o+ 26,95 0,1604 ¢
3 + - 4+ + -+ - 35,07 0,2088 d
4 + 4+ -+ - - - 66,213 03941 a
5 - - -+ o+ o+ - 9,163 0,0545 ¢
6 -+ - - -+ 34,073 0,2028 d
7 - - - - - - 31,173 01856 de
8 -+ o+ -+ - - 51,416 03061 bc
9 + 4+ + - + + - 15,183 0,0904 f
10 -+ - - -+ o+ 5553 03305 b
11 - -+ + + -+ 50,033 02978 ¢
12 - + 4+ - + + 50,163 0,2986 ¢

Tabela 3. Produgéo de biomassa microbiana e produtividade apés 168 h de incubacgdo das
leveduras L. elongisporus em diferentes tratamentos utilizando o delineamento experimental
Plackett-Burman.

YS= Extrato de levedura (%); GL= Glicose (%); PE= Peptona (%); PP= Fosfato de potassio (%);

VI=Vinhoto (v/v) pH= pH; TE= Temperatura (°C); Médias que ndo compartilham uma letra séo
estatisticamente diferentes.
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A levedura L. elongisporus obteve resultados superiores com relagdo a R.
mucilaginosa em todos os tratamentos, sendo a produtividade da L. elongisporus 98,5 %

maior que o melhor resultado da R. mucilaginosa.
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Figura 2. Contagem populacional (UFC.mL-1) da levedura L. elongisporus nos tratamentos com
maiores produtividades ao longo do cultivo.

Paraoisolado L. elongisporus, (Tabela 3), amaior quantidade de biomassa microbiana
foi obtida com o tratamento 4, tendo 0,39 g.h" de produtividade, sendo ele estatisticamente
superior aos demais tratamentos. Em seguida, o tratamento 10 apresentou a segunda
maior produtividade (0,33 g.h”"). Contudo, tanto o tratamento 10 quanto o tratamento 4 tém
em sua composi¢do a minima concentracdo de vinhoto (10 % v/v). Quando analisamos o
tratamento 8, que n&o se difere estatisticamente do tratamento 10, podemos observar uma
alta produtividade de biomassa (0,306 g.h"') em um meio com a maxima concentragéo de
vinhoto (50 % v/v).

Por essa razéo o tratamento 8 se mostra o0 mais promissor, pois a levedura consegue
crescer e produzir alta quantidade de biomassa no maximo de vinhoto avaliado. Além
disso, demonstrou necessitar da minima concentracao de extrato de levedura, como fonte
de nitrogénio, além de crescer em uma temperatura semelhante a ambiente (28° C) e o
rendimento foi somente 22,32 % inferior ao tratamento 4.

A levedura L. elongisporus se mostrou de facil adaptabilidade, mesmo em meios
menos favoraveis, corroborando com os resultados de Rehman (2008), no qual foi avalidado
a capacidade de crescimento da levedura em aguas contaminadas por metais pesados,
além do seu potencial em reduzir e tolerar ions (Cu?" Zn2*, Hg?, Ni?*, Cr*, Pb%* e Cd?*).
Tendo um tempo de duplicacdo menor do que da R. mucilaginosa nos tratamentos testados
e consequentemente obtendo resultados superiores.

Em um trabalho semelhante no qual se avaliou a produgé@o de biomassa microbiana
utilizando o vinhoto como substrato, dois isolados de S. cerevisiae (VR1 e PE2) se
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destacaram como melhores resultados, apresentando produtividade de 0,1 g.L-"h™, nos
tratamentos contendo 50 % v/v de vinhoto em sua formulagdo (SILVA et al, 2011). Em
comparacao com Silva et al (2011), a levedura L. elongisporus expressou resultados mais
promissores com o tratamento 8, ja que ele também possui em sua formulagdo 50 % v/v
de vinhoto e apresentou 0,3061 g.h"' de produtividade. O uso dos isolados de S. cerevisiae
(VR1 e PE2) para tratamento do vinhoto mostraram eficiéncia na reducao de DBO (demanda
bioquimica de oxigénio) em 51,56 %, DQO (demanda quimica de oxigénio) em 29,29 %,
do nitrogénio em 66.70 %, além do nitrogénio amoniacal em 50 % (PIRES, 2016). Isso
demonstra que a levedura L. elongisporus pode também apresentar essa mesma aplicacéo

em estudos futuros.

. EP de
Termo Efeito  Coef Coef Valor-T Valor-P
Constante 5,965 0,224 26,64 0

Exirato ?D‘ju;e"e"“ra 0531 -0265 0224 -119 0,253
Glicose (%) 1,053 0526 0224 235 0,032

Peptona (%) 0,396 0,198 0224 088 0,39
Fosféto (C’OZ )p°ta‘°"°"° 0221 0111 0224 049 0628
Vinhoto (v/v) ~ -1,406 -0,703 0,224 -314 0,006*
pH 4,074 0537 0224 2.4 0,029

Temperatura 0,686 0,343 0,224 1,53 0,145

Tabela 4. Efeitos dos fatores considerados no delineamento Plackett-Burman na producgédo de
biomassa (g.L-1) pela levedura L. elongisporus.

*significativo para p<0,05

Na Tabela 4 sédo apresentados os efeitos das variaveis na produgédo de biomassa.
As variaveis vinhoto, glicose e pH possuem efeitos estatisticamente signifi cativos (p <0,05)
para a producdo de biomassa. A variavel vinhoto apresenta efeito negativo em relagédo a
producdo de biomassa, sendo que a cada 1 % (v/v) de vinhoto adicionado, a produc¢éo de
biomassa diminuira em 1,4 %. O mesmo ocorre com a variavel pH, a cada 1 de pH elevado,
a produgdo de biomassa diminuird em 1,07 %. Ja a variavel glicose apresenta efeito
positivo, toda vez que adicionado 1 % de glicose, a produgdo de biomassa aumentara em
1,05 %. Para a levedura R. mucilaginosa nenhuma variavel apresentou efeito signifi cativo
para a producéo de biomassa.

CONCLUSAO

O planejamento experimental proposto por Plackett e Burman possibilitou a

verifi cagdo dos efeitos das variaveis concentragdo no meio do extrato de levedura, glicose,
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peptona e fosfato de potassio, quantidade de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura
de incubacéo, e trés se mostraram significativas. As variaveis vinhoto e pH apresentaram
efeitos negativos e a variavel glicose apresentou efeito positivo em relagéo a produgao de
biomassa pela levedura L. elongisporus. Nenhuma das variaveis avaliadas apresentaram
efeitos significativos para a produgédo de biomassa para a levedura R. mucilaginosa.

A levedura L. elongisporus expressou resultados estatisticamente significativos,
sendo o tratamento 8 o mais vantajoso, por apresentar em sua composicdo a maior
quantidade de vinhoto (50 % v/v) e ndo ser estatisticamente diferente do tratamento 10
(10 % v/v de vinhoto), segundo melhor tratamento, e com rendimento de apenas 22,32 %
inferior que o melhor tratamento. O tratamento que apresentou melhor resultado para a
levedura R. mucilaginosa foi o 3, no geral a levedura apresentou dificil adaptagcdo em todos
os tratamentos.

Neste trabalho, a levedura L. elongisporus mostrou boa produtividade de biomassa
em meio contendo vinhoto como principal fonte de carbono. Sua producédo de biomassa foi
consideravel mesmo em alta concentragéo de vinhoto (50 % v/v), temperatura semelhante a
ambiente (28 °C), requerimento de minima concentragdo de nitrogénio e sem necessidade
de agitacdo do meio de cultivo. Isso demonstra a viabilidade de uso desse isolado para
producao de biomassa a partir de vinhoto em maiores escalas.

Para trabalhos futuros, seria interessante avaliar a capacidade de tratamento da L.
elongisporus no vinhoto, e aumentar a escala, para verificar se 0 desempenho da levedura
continua o mesmo.
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