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OTIMIZACAO DA BIOSSINTESE DE OLEO MICROBIANO PELA LEVEDURA
Candida zeylanoides QU 33!

Autor: Priscila Dallé da Rosa

Orientadora: Patricia Valente

RESUMO

Atualmente o 6leo microbiano esta sendo intensivamente estudado
com a intencéo de suprir o mercado que o consome, principalmente tendo um
grande interesse no emprego como uma fonte alternativa de biocombustivel,
sendo limpa e renovavel. Com o objetivo de otimizar a produgdo do Oleo
microbiano, o presente trabalho avaliou a producdo de biomassa, lipideos e
composicao de acidos graxos da levedura Candida zeylanoides QU 33 quando
cultivada em diferentes fontes de carbono (lactose, glicose, glicerol e xilose),
nitrogénio (sulfato de amonio, nitrato de amonio, peptona e extrato de
levedura), assim como diferentes condicfes de cultivo (temperatura, agitacéo,
pH e razdo carbono/nitrogénio). Este trabalho também apresenta uma técnica
de triagem de acumulo de lipideo intracelular, com a metodologia do Vermelho
de Nilo, na qual as células boas acumuladoras de lipideo emitiram
fluorescéncia amarelo-ouro. A composicéo de acidos graxos do 6leo produzido
pela C. zeylanoides QU33 quando cultivada em glicose com diferentes fontes
de nitrogénio apresentou potencial na utilizacdo como matéria prima tanto para
0 biodiesel quanto para industria de alimentos. O uso combinado de glicose
com sulfato de amonio pela C. zeylanoides QU33 resultou na producao de 6leo
com elevado teor de acidos graxos poli-insaturados. Feita a triagem dos fatores
gue mais interferiram na producao do éleo microbiano, foi delineado um modelo
experimental usando a metodologia de superficie de reposta a fim de otimizar a
producéo de lipideo intracelular por esta levedura.

!Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia Industrial: Microbiologia de Matérias Primas e Bioprocessos,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (118p.) Julho, 2014.



OPTIMIZATION OF MICROBIAL OIL BIOSYNTHESIS BY THE YEAST
Candida zeylanoides QU 332

Author: Priscila Dallé da Rosa
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ABSTRACT

Currently, microbial oil is being intensively studied aiming to suply the
consumer market, especially with a great interest in its use as an alternative
source of biofuel, clean and renewable. Aiming the optimization of the
production of microbial oil, in the present work it was evaluated the production
of biomass, lipids and the fatty acid composition of the yeast Candida
zeylanoides QU 33 when cultivated with different carbon sources (lactose,
glucose, glycerol and xylose), nitrogen (ammonium sulfate, ammonium nitrate,
peptone and yeast extract), as well as different culture conditions (temperature,
shaking speed, pH and carbon/nitrogen ratio). A new screening methodology for
the evaluation of intracellular lipid accumulation is also presented, using Nile
Red, in which the cells that are good lipid producers present a golden-yellow
fluorescence. The fatty acid composition of the oil produced by C. zeylanoides
QU33 cultivated in glucose and different nitrogen sources presented potential
for use as raw material for biodiesel production or at the food industry. The
combined use of glucose and ammonium sulfate by C. zeylanoides QU33
resulted in the production of oil with elevated levels of polyunsaturated fatty
acids. After the evaluation of the factors that mainly interfered in the production
of microbial oil, an experimental model was designed using the response
surface methodology for optimization of the production of intracellular lipids by
this yeast.

2Master dissertation in Environmental and Agricultural Microbiology,
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (118p.) July, 2014.
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1.INTRODUCAO GERAL

Ao longo do tempo, o homem conseguiu cultivar microrganismos,
bem como isolar e identificar quimicamente o0os seus produtos naturais
microbianos. E um grupo muito especial, os fungos, forma um reino de seres
vivos de grande interesse industrial, em virtude da sua aplicagdo na economia
mundial com substancias de alto valor agregado, como na industria da
farmoquimica, com enzimas, solventes, antibidticos entre outros e também na
industria de alimentos com cervejas, vinhos, queijos, vitaminas, etc (Tai &
Stephanopoulos, 2013). Foi com a descoberta da penicilina pelo médico
escocés Alexander Fleming (1881-1955), produzida pelo fungo Penicillium
notatum, que se tornou marco do uso medicinal de produtos microbianos,
revolucionando a medicina e o tratamento das infec¢bes bacterianas, como

consequéncia o aumento da expectativa de vida do homem no planeta.

Algumas espécies de leveduras, como Lipomyces starkeyi
acumulam até aproximadamente 70% do peso seco em lipideos (Angerbauer et
al., 2008). Também ja foram relatadas outras espécies de leveduras boas
acumuladoras de lipideo em suas células como Rhodotorula glutinis,
Rhodosporidium toruloides, Cryptococcus curvatus e Yarrowia lipolytica
(Ageitos et al.,, 2011) podendo ser entdo uma fonte promissora de 6leo

microbiano (Papanikolaou & Aggelis, 2011).

Diversas aplicacdes biotecnologicas sdo possiveis para o0 Oleo

produzido por leveduras, tanto a partir dos acidos graxos livres quanto de seus
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derivados. De qualquer forma, os lipideos e 6leos representam uma enorme
oportunidade para exploracdo biotecnologica (Hou, 2008) e a pesquisa de

novas fontes de 6leo e de suas aplicacdes é necessaria.

O alto teor de lipideos produzidos, aliado a grande produtividade
em biomassa, torna as leveduras excelentes candidatas a producdo de 6leo
microbiano para diversas finalidades, podendo ser usadas como surfactantes
naturais, nutracéuticos, biocombustiveis, na industria de alimentos e de
cosméticos de modo geral. Dessa forma estudos estdo atualmente focados na
maximacdo da producdo de Oleo por esses microrganismos, tendo como
vantagem ser uma fonte de energia limpa e renovavel, nado contribuindo para a
poluicdo do planeta, como os combustiveis fésseis, e também ndo ocupando
hectares de terra e nem dependendo das condi¢cdes climaticas como as
leguminosas oleaginosas. Além disso os custos de producdo do 6leo podem
ser reduzidos usando residuos industriais como fonte de carbono ou aplicando
a biomassa residual do processo de cultivo do microrganismo em outros
processos biotecnolégicos. Nos microrganismos os lipideos sdo sintetizados
durante a fase de crescimento, suas vias metabdlicas de sintese de lipideo,
guando ndo necessitam gastar energia momentanea, a armazenam na forma
de lipideos neutros, os triglicerideos, composto formado por uma molécula de
glicerol e de trés cadeias de acidos graxos. A composicdo de lipideo varia de
espécie para espécie, com as condi¢cbes de cultivo, com a disponibilidade de
nutrientes e com estagio de crescimento. Outros fatores que podem influencia

0 meio de cultura sdo a temperatura de incubacédo e o pH, ja relatados como



fatores importantes(Hall & Ratledge, 1977)(Gill et al., 1977)(Jang et al.,
2005)(Zhu et al., 2008)(Fei et al., 2011) em trabalhos anteriores, sendo um dos
objetivos desse presente trabalho avaliar esses parametros.

O objetivo deste estudo se concentra em identificar e avaliar o
potencial biotecnolégico da levedura acumuladora de lipideo Candida
zeylanoides QU33, isolada de queijo artesanal do Rio Grande do Sul. Os
objetivos especificos foram divididos em tépicos, como segue.

¢ Identificar o microrganismo através do sequenciamento da
regido D1/D2 do 26S rDNA.

e Avaliar a producdo de biomassa, lipideos e composicéo de
acidos graxos por cromatografia gasosa da levedura QU33 testando as
diferentes fontes de nitrogénio (sulfato de amonio, nitrato de amaonio,
extrato de levedura e peptona).

e Avaliar a producdo de biomassa e lipideos quando
cultivada em diferentes fontes de carbono (lactose, glicose, glicerol e
xilose), diferentes razdes C/N, assim como diferentes condicdes de
cultivo (agitacdo, diferentes pH, temperatura de incubacdo e
concentracdo de glicose).

e Selecionados os fatores acima que influenciam a sintese
do 6leo microbiano aplicar a metodologia de superficie de resposta a fim

de otimizar a producao desse 0leo.



Em resumo este trabalho teve como objetivo produzir oleo
microbiano a partir de uma linhagem de levedura potencialmente acumuladora
de 6leo utilizando diversas fontes de carbono e nitrogénio, como substrato.
Uma triagem dos parametros ideais para acumulo de lipideo pela levedura QU
33 foram realizadas. Depois de selecionados esses parametros, foi aplicada a
metodologia de superficie de resposta para otimizar a sintese de 6leo
microbiano. Esta dissertacdo foi elaborada com base nos artigos produzidos
durante a realizacdo do presente trabalho e sera organizada por meio da

apresentacao dos Artigos |, 1l e 11l



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Utilizacéo de 6leos como alimento funcional

Os alimentos funcionais devem apresentar propriedades
benéficas além das nutricionais basicas, sendo apresentados na forma de
alimentos comuns. S&o consumidos em dietas convencionais, que demonstram
capacidade de regular as funcdes corporais de forma a auxiliar na protecao
contra doencas como hipertensdo, diabetes, cancer, osteoporose e
coronariopatias (Souza et al., 2003).

A FDA (Food and Drug Administration) regula os alimentos
funcionais, com base no uso que se pretende dar ao produto, na descricdo
presente nos rotulos ou nos ingredientes do produto. A partir destes critérios, a
FDA classificou os alimentos funcionais em cinco categorias: alimento,
suplementos alimentares, alimento para usos dietéticos especiais, alimento-
medicamento ou droga. E a portaria n°® 398, de 30/04/99, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude no Brasil diz que "é alimento
funcional todo aquele alimento ou ingrediente que, além das funcdes
nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz
efeitos metabdlicos, fisiologicos ou efeitos benéficos a saude, devendo ser
seguro para consumo sem supervisao meédica" (ANVISA, 1999).

O termo nutracéutico define uma ampla variedade de alimentos e
componentes alimenticios com apelos de saude. Sua acgéo varia do suprimento

de minerais e vitaminas essenciais até a protecdo contra varias doencas



infecciosas (Valenzuela, 2011). Tais produtos podem abranger nutrientes
isolados, suplementos dietéticos e dietas para alimentos geneticamente
planejados, alimentos funcionais, produtos herbaise alimentos processados tais

como cereais, sopas e bebidas (Fornazzari et al., 2007).

Estudos tém demonstrado que o consumo de &cidos graxos
monoinsaturados (MUFAS) e poliinsaturados (PUFAS) traz beneficios a saude
humana. O principal problema é que os alimentos que ingerimos, na maioria
das vezes, ndo fornecem a quantidade necessaria destes &cidos graxos
insaturados. A deficiéncia dessas “gorduras boas” na dieta, atualmente, é
alarmante e esta ligada a diversos problemas de saude. Atualmente as
principais fontes desse tipo de gordura para produgdo de nutracéuticos sao
vegetais como a oliva, a soja, a canola, o milho, o girassol, a linhaca e o
abacate, além da gordura animal de alguns peixes, por exemplo, o salmdo.
Este Gltimo possui o inconveniente do gosto residual minimo que fica retido nas
papilas gustativas dos consumidores, mesmo sendo administrado na forma de
capsulas gelatinosas. Atualmente existem pesquisas com 0 objetivo de obter
fontes alternativas destes &cidos graxos, assim como sua suplementagdo em
alimentos, objetivando ampliar a variedade de produtos ricos em MUFAs e
PUFAs que estejam mais acessiveis ao consumidor. Como fontes alternativas
para a obtencdo de MUFAs e PUFAs encontram-se 0s microrganismos. Entre
0S microrganismos, 0s mais estudados para producdo de Oleo sédo as
microalgas (Li et al., 2008) e fungos oleaginosos (Zhu et al., 2008), e também

as leveduras, pois sdo capazes de acumular lipideos, podendo produzi-los em



escalas compativeis com o uso industrial. Entre as vantagens do uso de
leveduras para obtencdo de Oleo microbiano esta o fato de que elas séo
facilmente cultivadas em biorreatores e de serem microrganismos geralmente
reconhecidos como seguros para fins alimenticios. As leveduras produzem um
alto teor de triglicerideos monoinsaturados (MUFAS), cuja ingestdo é de

extrema importancia para a sautde humana.

O efeito benéfico dos PUFAs e dos MUFAs na diminui¢éo do risco
de doencas cardiovasculares tem sido alvo de estudos. Uma dieta rica em
MUFAs (acido oléico) conduz a uma reducdo da glicose e pressao arterial e
aumenta os niveis do colesterol HDL (Fornazzari et al., 2007). Existem
evidéncias relacionando o baixo indice de doencas cardiacas e de
desenvolvimento de tumores com o elevado consumo de azeite de oliva,
principal fonte do &cido oléico (MUFA) pela populacdo do Mediterraneo (Assy
et al., 2009). Estudos mostraram que o elevado consumo de sal, baixo
consumo de PUFASs, e elevado consumo de acidos graxos trans sdo 0s riscos
alimentares associados a maior mortalidade na populacao dos Estados Unidos
(Danaei et al., 2009). As doencas do aparelho circulatério - associadas a ma
alimentacdo, consumo excessivo de alcool, tabagismo e falta de atividade fisica
— lideram o ranking e sdo as que mais matam homens e mulheres no Brasil.
Como nos outros paises, no Brasil, as doencas crénicas ndo transmissiveis
também se constituem como o problema de saude de maior magnitude. S&o
responsaveis por 72% das causas de mortes, com destaque para doencas do

aparelho circulatério (31,3%), cancer (16,3%), diabetes (5,2%) e doenca



respiratoria crbénica (5,8%), e atingem individuos de todas as camadas
socioeconbmicas e, de forma mais intensa, aqueles pertencentes a grupos
vulneraveis, como o0s idosos, 0s de baixa escolaridade e renda

(http://portal.saude.qov.br/portal/arquivos/pdf/cartilha dcnt completa portugue

s.pdf).

2.2 Rotas alternativas para sintese de biodiesel: matéria-prima

oleaginosa

A crise energética mundial tem levado a busca de alternativas para o
uso de combustiveis fésseis, com o objetivo de controlar as alteracdes
climaticas em escala global, sendo a principal alternativa o uso de
biocombustiveis. O biodiesel apresenta desafios visando o aumento de sua
competitividade econdmica com o0s combustiveis fosseis e a
diminuicdo/auséncia de competicdo com cultivos vegetais com finalidades
alimenticias (Chisti, 2008). Dados do Fundo Monetario Internacional
demonstram que os biocombustiveis foram responsaveis por quase metade do
aumento no consumo de cultivos comestiveis nos anos de 2006/2007,
exemplificando de forma incontestavel essa competicdo combustivel versus
alimento. Sendo as leveduras microrganismos facilmente cultivaveis em
escalas industriais, seu isolamento e exploracdo biotecnolégica € um
procedimento ndo destrutivo e sem interferéncia com o0s cultivos vegetais

utilizados para alimentagdo humana e animal.
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Biodiesel € um combustivel que pode ser gerado por
cragueamento, esterificacdo ou transesterificacdo. Neste processo, S&o
utilizados Oleo (vegetal, animal ou de outras fontes) e solvente organico
(normalmente metanol ou etanol), juntamente com um catalisador (quimico ou
enzimatico), produzindo ésteres de acidos graxos (biodiesel) e glicerol (Chisti,
2007). O Brasil possuia em janeiro de 2010 uma capacidade instalada e
autorizada pela Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) para producédo de 4,7
bilhdes de litros de biodiesel, porém a producdo em 2009 foi de apenas 1,6
bilhdes de litros (www.anp.gov.br). O principal problema apontado como causa
da pouca producéo € a baixa oferta de 6leos vegetais a precos acessiveis para
a producao de biodiesel. O crescimento esperado da demanda de biodiesel no
mercado nacional com a introducdo do B5 torna os estudos na area de oOleos
gue possam ser utilizados para producdo do biocombustivel uma questdo de
suma importancia para o pais, principalmente em vista das criticas mundiais
referentes ao uso de plantacbes que deveriam estar destinadas ao consumo
humano e/ou terra que deveria estar sendo utilizada para o0 mesmo fim
(Vasudevan & Briggs, 2008).

Os custos da producéo de biodiesel dependem significantemente
da matéria-prima utilizada (6leo de soja, dendé, mamona, algodao, girassol) e
da regido do pais onde ocorre a producdo do biocombustivel (Vasudevan &
Briggs, 2008). Portanto, a fonte de triglicerideos utilizados atualmente na
producdo de biodiesel € um dos fatores de preocupacdo quanto a viabilidade
da producdo do biocombustivel. Devido a grande biodiversidade, diversidade

climatica e condi¢cdes do solo, o Brasil possui grandes fontes de Oleo vegetal
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como 6leo de soja, de algodado, de palma, coco, canola, dendé, mamona,
pinhdo manso e outros. Indubitavelmente, pelo fato do Brasil ser, atualmente, o
segundo maior produtor mundial de soja e ter uma industria de processamento
dessa oleaginosa muito bem desenvolvida, esta fonte de 6leo ocupou uma
posicdo proeminente no desenvolvimento do Biodiesel (Rinaldi et al., 2007).
Porém, as principais desvantagens no uso de plantas oleaginosas como fontes
de Odleo sdao: utillizacdo de plantas obtidas apenas por extrativismo;
sazonalidade de algumas culturas; 6leo obtido de apenas parte da planta,
normalmente a semente, diminuindo o rendimento; utilizacdo de grandes areas
agricolas para cultivo de plantas visando extracdo de Oleo; competicdo com
atividades do setor de alimentos, resultando em diminuicdo da area plantada
para alimentacdo e consequente aumento do custo dos alimentos; pressdo
internacional para reducdo do uso de vegetais na producdo de
biocombustiveis.

Pesquisas com o objetivo de aprimorar as culturas vegetais para
producédo de 6leo estdo sendo incentivadas (Meka et al., 2006), porém também
€ interessante avaliar outras fontes de 6leo além das plantas, ja que o biodiesel
pode ser produzido a partir de qualquer fonte de triglicerideos. Entre as fontes
alternativas de 06leo esta a gordura animal (cujo uso nao € totalmente aceito),
Oleo de frituras (cuja disponibilidade ndo é adequada para sustentar uma usina
de biodiesel) e microrganismos. Entre 0s microrganismos, existem relatos da
producdo de biodiesel a partir de 6leo de microalgas (Chisti, 2007)( Li et al.,
2008) e de fungos oleaginosos (Zhu et al., 2008). Porém estes dois grupos

microbianos produzem 6leos ricos em PUFAs. Esse tipo de acido graxo é
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susceptivel a oxidacdo durante a estocagem, sendo que o 6leo utilizado para
biodiesel deve conter pouca quantidade desses acidos graxos para aumentar a
estabilidade a oxidacdo e, portanto, aumentar a estabilidade na estocagem
(Gema et al., 2002) (Jang et al, 2005) (Papanikolaou et al., 2004).

Outros microrganismos também sao capazes de acumular
lipideos, podendo produzi-los em escalas compativeis com o uso industrial.
Como dito anteriormente, apesar de todos os seres vivos serem capazes de
sintetizar lipideos, apenas poucas espécies de microrganismos sdo capazes de
acumular mais de 20% da massa celular na forma de lipideos usados como
reserva energética. As bactérias, por exemplo, produzem outros materiais de
reserva como o poli-hidroxi-butirato ou alcanoato (Tortora, 2000). Portanto, o
acumulo de triglicerideos fica restrito as leveduras, a fungos filamentosos e
algumas algas (Ratledge, 2004). A maior parte dos lipideos produzidos pelas
leveduras € constituida por triglicerideos saturados e MUFAS, ideais para a

producao de biodiesel.

Uma forma de transformar triglicerideos em combustivel é a
transesterificacdo, como ja foi citado, onde ocorre a rea¢cdo de mono-alcoois de
cadeias curtas em presenca de um catalisador, dando origem a monoésteres
de &cidos graxos (Figura 1). Sendo composta de trés reacdes consecutivas e
reversiveis, nas quais sao formados diglicerideos e monoglicerideos como
intermediarios (Suarez et al.,, 2007). Apesar da estequiometria geral da
equacao requerer trés mols do mono-alcool para cada mol de triglicerideo, para

iISso acontecer é necessario um excesso de alcool no meio reacional para

assim aumentar o rendimento do éster, bem como permitir a sua separagédo do
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glicerol formado, ja que ha reversibilidade das reacdes. Sendo importante a
presenca de agua para o equilibrio entre os diferentes ésteres e seus
respectivos acidos graxos e alcoois (glicerol e/ou mono-alcoois). Entre os
varios tipos de catalisadores estudados para a reacao de transesterificacdo, os
mais tradicionais sdo as bases e acidos de Bronsted, sendo os principais
exemplos os hidréxidos e alcoxidos de metais alcalinos, e os acidos sulfurico,
fosforico, cloridrico e organossulfonico. O mecanismo de acdo genérico esta
demonstrado nas Figuras 2 e 3, onde a carbonila do triglicerideo sofre um
ataque nucleofilico do alcoxido, conforme a reacéo (ii), formando o éster de
monoalcool e o anion, o qual, apdés a desprotonacdo do acido conjugado da
base formado na reacao, regenera a base de partida e produz, neste caso, um
diglicerideo. Reacdes similares irdo ocorrer com os diglicerideos formados,
produzindo monoglicerideos, 0s quais, em processos similares, formardo
finalmente a glicerina (Figura 1 e 4). E quando ocorre uma transesterificacédo
com um catalisador &cido, a carbonila do triglicerideo, sofre um ataque
eletrofilico do H+, conforme a reacao (i), formando um carbocétion. A seguir,
este carbocation sofre um ataque nucleofilico de uma molécula do mono-alcool,
formando um intermediario tetraédrico, conforme a reacéo (ii). Entdo, ocorre a
eliminacao de, neste caso, um diglicerideo e um éster graxo do mono-alcool,
juntamente com a regeneracdo da espécie H+. Por processos semelhantes

serdo formados os monoglicerideos e a glicerina (Figura 1).
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Figura 1. Esquema da transesterificacdo de um triacilglicerideo

genérico com metanol (Suarez et al., 2007).
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Figura 2: Mecanismo de uma transesterificagdo alcalina de

triglicerideo, onde B é uma base de Bronsted (Suarez et al., 2007).
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Figura 3: Mecanismo de transesterificacao em meio 4cido (Suarez et

al., 2007).
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Figura 4. EquacbOes da reacdo de transesterificacdo de um

triacilglicerideo com metanol catalisada por hidroxido de potassio (Geris et al.,

2007).
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O primeiro passo é a reacdo da base com metanol, produzindo
alcéxido (base conjugada) e 4gua (&cido conjugado). O alcéxido, agindo como
nucledfilo, ataca o atomo de carbono deficiente em elétrons do grupo carbonila
do triacilglicerideo; a ruptura da ligacdo entre carbono e oxigénio do glicerideo
no intermediario tetraédrico conduz ao produto carbonilado (éster metilico) e ao
diacilglicerideo, este ultimo formado apds a remocdo do atomo de hidrogénio
do metanol, obtendo o anion metoxido, permitindo a continuidade do processo
reacional (Geris et al, 2007).

Com relacdo ao agente transesterificante, o processo reacional
ocorre preferencialmente com alcoois de baixa massa molecular, como por
exemplo, metanol, etanol, propanol, butanol e &lcool amilico. Metanol é o mais
utilizado devido ao seu baixo custo na maioria dos paises e as suas vantagens
fisicas e quimicas (polaridade, alcool de cadeia mais curta, reage rapidamente
com o triacilglicerideo e dissolve facilmente o catalisador basico). Além disso,
permite a separacao simultanea do glicerol. A mesma reacdo usando etanol é
mais complicada, pois requer um alcool anidro, bem como um 6leo com baixo
teor de agua para levar a separacédo do glicerol. Os catalisadores basicos mais
comuns sdo KOH e NaOH onde foram observados maior rendimento e

seletividade (Francielle et al., 2009).
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2.3 Atividade antimicrobiana de 6leos naturais

Aplicagbes farmacologicas dos acidos graxos e seus derivados
podem incluir: formulacdes tépicas para o tratamento de infec¢cdes bacterianas,
antimicrobianos em curativos para ferimentos, conservantes em produtos para
a pele e cabelo, produtos para higiene oral, etc (Zhang et al., 2014). O emprego
dos Oleos na formulacdo de nanocapsulas capazes de liberar os farmacos de
forma controlada é um avanco extremamente importante da nanotecnologia
aplicada a éarea farmacéutica. Além disso, podem ser utilizados como
conservantes em alimentos, onde o uso de outros agentes antimicrobianos néo
€ desejavel (Santos et al., 2014). Outra aplicacdo é na suplementacéo de racdo
animal, ja tendo sido demonstrado que rag¢des suplementadas com &acido
butirico, acidos graxos de cadeia média e/ou 6leos essenciais sao capazes de
diminuir a incidéncia de doencas em aves (Timbermont et al., 2010). O &cido
docosahexaendico (DHA) é um importante acido graxo poliinsaturado (émega-
3) produzido por microrganismos e que vem sendo utilizado em medicamentos

terapéuticos contra doencas cardiovasculares, cancer e Alzheimer, assim como

outros 6megas-3 (Fornazzari et al., 2007).

Existem relatos na literatura do potencial antimicrobiano de acidos
graxos, produzidos como uma defesa natural contra microrganismos
patogénicos (Smith et al., 2010). O espectro de acdo e a poténcia sdo
influenciados pelo grau de insaturacdo, tamanho da cadeia de carbono e
orientacdo das ligacbes duplas (cis ou trans). Entre os acidos graxos livres

saturados, o acido caprico (C10:0) e o acido laurico (C12:0) sao os mais ativos,
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enquanto entre os MUFAs, os mais ativos sdo o acido miristoléico (C14:1) e
acido palmitoléico (C16:1). Muitos PUFAs com 18 e 20 carbonos possuem
atividade antimicrobiana bastante potente, e geralmente os &cidos graxos cis
sdo mais ativos do que os trans. O principal alvo da ac&o dos 4cidos graxos em
bactérias € a membrana celular, onde causam a disrupcdo da cadeia de
transporte de elétrons e da fosforilagdo oxidativa. Eles também podem inibir
atividades enzimaticas, impedir a entrada de nutrientes na célula, gerar
produtos de degradacédo que causam peroxidacao e causar a lise celular direta

(Smith et al., 2010).

Recentemente, investigacbes acerca do potencial antimicrobiano
in vitro de acidos graxos livres e seus ésteres de etila e/ou metila contra
patégenos bucais tem demonstrado a viabilidade do uso desses acidos como
agentes terapéuticos capazes de incrementar a salde bucal. Aparentemente,
a especificidade de acdo do acido graxo estd relacionada a espécie de
microrganismo alvo, sendo os acidos férmico, caprico e laurico amplamente
inibitérios para bactérias Gram positivas (Huang et al., 2011). MUFAs e PUFAs,
além de seus ésteres, também tém demonstrado forte capacidade
antimicrobiana (Huang et al.,, 2010). Também foram demonstrado que
Helicobacter pylori é rapidamente inibido por &cidos graxos de cadeia média
(C10:0 a C14:0) e exibe uma menor frequéncia de desenvolvimento de
resisténcia espontanea a acidos graxos do que a metronidazol e tetraciclina
Petschow at al., (1996). Apesar de a maior acao ser, aparentemente, contra

bactérias Gram positivas, (Wille & Kydonieus, 2003) relataram que acido
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palmitoléico em combinacdo com etanol possui um efeito sinérgico contra
bactérias Gram negativas. A maior resisténcia das bactérias Gram negativas é
relacionada a presenca de lipopolissacarideos na membrana externa, que
funcionam como uma barreira e impedem o acumulo de acidos graxos no
interior da célula. Tratamento com substancias que removem a camada de
lipopolissacarideos, como etilenodiaminotetraacetato, torna  esses
microrganismos sensiveis aos acidos graxos (Sheu & Freese, 1973). A
susceptibilidade de varias bactérias patogénicas, como Listeria
monocytogenes, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
gonorrhoeae e Escherichia coli, aos acidos graxos e seus derivados ja foi
amplamente demonstrada na literatura (Levison, 1973)(Marounek et al., 2003)(
Miller et al., 1977) (Nobmann et al., 2009)(Skrivanova et al., 2005), incluindo a
inibicdo da formacéo de biofilmes.

De forma geral, existem menos relatos acerca da inibicdo de
fungos por acidos graxos. Liu et al. (2008) avaliaram a utilizagdo desses &cidos
no controle de fungos fitopatogénicos, tanto in vitro como in situ. Os acidos
graxos saturados demonstraram capacidade inibitéria in vitro mais potente do
gue os insaturados, sendo capazes de inibir o crescimento do micélio fungico e
a germinacao de esporos. Em experimentos a campo, uma mistura de acidos
palmitico e oléico no solo foi capaz de melhorar o crescimento de plantulas de
tomate e pepino. Clément et al. (2008) conseguiram inibir Candida albicans e
Aspergillus fumigatus utilizando acidos graxos livres provenientes da
saponificacdo de lipideos do leite. O composto mais potente foi o 4cido gama-

linoléico, porém &cido céprico, acido lauroléico, acido metildodecandico e acido
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miristoléico também tiveram atividade antifingica. Apesar de Candida albicans
de cavidade bucal ser menos sensivel a acdo dos acidos graxos e derivados
que as bactérias bucais (Huang et al., 2011), ainda € inibida (Huang et al.,

2010).

2.4 Perfil lipidico dos 6leos microbianos

Os lipideos microbianos sdo considerados fontes alternativas de
Oleos e principalmente de acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e
poliinsaturados (PUFAS) e podem vir a contribuir para a producdo de 6leos,
visto que em geral sua estrutura € similar aos 0leos vegetais comuns. Os
principais acidos graxos dos lipideos produzidos por microrganismos
oleaginosos sdo o acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido
estearico (C18:0), de &cido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2), e &cido
linolénico (C18:3), que sdo os principais compostos do Biodiesel (Fei et al.,

2011).

O conteudo em lipideos e o perfil de acidos graxos variam de acordo
com a espécie (Beopoulos et al.,, 2009) e de acordo com a fonte de carbono
(Easterling et al., 2009) conforme pode ser visto na Tabela 1. Papanikolaou et
al., (2001) produziram biomassa de Yarrowia lipolytica com lipideos de
composi¢cdo similar & manteiga de cacau utilizando como substrato gorduras
industriais. Utilizando glicerol como fonte de carbono, Papanikolaou & Aggelis
(2002) produziram biomassa com 43% de lipideos (base seca), contendo 47%

de &cido oléico e 21% de acido linoléico. A composicdo de metil ésteres de
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acidos graxos (FAME) da linhagem Yarrowia lipolytica QU21 analisado por
cromatografia gasosa (GC) foi acido miristico (C14:0), acido miristoleico
(C14:1), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
heptadecandico (C17:1), acido esteérico (C18:0) e acido oleico (C18:1) com a
fonte de carbono sendo glicose e a fonte de nitrogénio sendo sulfato de amonio

(Rosa, Priscila Dallé, 2011).

Zhu et al. (2008) estudaram os efeitos dos componentes do meio e
das condicfes de cultivo na producao de biomassa e lipideos por Trichosporon
fermentans. Ao otimizar as condi¢cGes de pH em 6,5 e 25°C obtiveram 28,1 g/L
de biomassa e 62,4% de lipideos em sete dias de cultivo em melago. Similar
aos Oleos vegetais o perfil de lipideos obtidos foi na maioria acido palmitico,
estearico, oléico e linoléico, sendo em torno de 64% de acidos graxos

insaturados.

A demanda por Oleos e gorduras vem aumentando tanto para a
induUstria de alimentos quanto para propdsitos hdo comestiveis. O interesse em
micro-organismos produtores de lipideos como substituintes para a gordura de
origem animal e vegetal resulta em numerosas investigacfes, uma vez que
lipideos de microrganismos tém importantes caracteristicas. Estes
microrganismos podem crescer razoavelmente bem em substratos de baixo

custo como subprodutos da industria de alimentos e agroindustria.

O fungo Mortierella isabellina apresenta a mesma composicdo de
acidos graxos para as duas fontes de carbono testadas, tanto para glicose

guanto para o glicerol (16:0, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:3, 20:4). No experimento
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com M. isabellina também foram testadas diferentes razées de C/N, utilizando

no minimo de 150:1, e no maximo de 340:1, o que ndo demonstrou diferenca

significativa na razéo lipideo/biomassa. No entanto mostrou vantagem no

crescimento celular o aumento da razao C/N (Papanikolaou et al., 2004).

Tabela 1: Perfil lipidico de leveduras oleaginosas

Cepa Fonte de C

Composicdo de acidos Graxos

Referéncia

Candida(107) Glicose

Cryptococcus curvatus Glicose
Lipomyces starkeyi Glicose
Lipomyces starkeyi Lodo de
Esgoto
Rhodotorula toruloides Glicose
Rhodotorula glutinis Glicose
Yarrowia lipolytica Estearina
e Glicerol
Y. lipolytica Glicose
Trichosporon fermentans  Glicose

12:0, 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:2

16:0, 18:0, 18:2

16:0, 18:0

14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3,
20:0, 20:1, 22:0

C16:0, C18:1

C16:0, C18:1, C18:2

12:0, 14:0, 16:0

C16:0, C18:1, C18:2

14:0, 16:0, 18:1, 18:2

Hall & Ratledge,
1977

lassonova et al.,
2008

Li et al., 2008

Augerbauer et
al., 2008

Li et al., 2008

Li et al., 2008

Papanikolaou et
al., 2002

Beopoulos et al.,
2009

Zhu, 2008

A alga heterotréfica Chlorella (Xiong et al., 2008) tem como perfil lipidico

0 C14:0 (4c. miristico), C16:0 (4c. palmitico),
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esteéarico), e também outros menos comum como: C16:1 (a4c. palmitoléico),
C17:1 (ac. heptadecandico), C14:1 (ac. miristoléico) semelhante as leveduras.

Como existem grandes preocupacdes com residuos industriais
por causa da saude humana e do meio ambiente (solo, agua, ar e paisagens).
Em prol disso, diversas pesquisas para aplicabilidade desses residuos tém sido
realizadas, e entre essas foram testada a partir lodo de esgoto como fonte de
carbono a cepa Lipomyces starkeyi DSM 70295 podendo aproveitar esse
nutriente para acumular acidos graxos para fins industriais. Ela foi capaz de
acumular os seguintes acidos graxos: acido miristico C14:0, acido linolénico
C18:3, acido palmitico C16:0, &acido araquidonico C20:0, acido palmitoléico
C16:1, &cido gadoléico C20:1, acido estearico C18:0, acido behénico C22:0,
acido oléico C18:1, acido linoléico C18:2 (Angerbauer et. al.,2008).

Quando utilizado estearina como fonte de carbono em Yarrowia
lipolytica observou-se que os &cidos graxos de C12:0, C14:0 e C16:0 foram
mais rapidamente incorporados intracelularmente e, principalmente, usados
para as necessidades de crescimento, enquanto C18:0 foi incorporado com
taxas reduzidas e foi acumulada principalmente como material de
armazenamento. Quando foi utilizado o glicerol industrial como co-substrato,
juntamente com estearina, a concentracdo de &cido graxo insaturado na
reserva lipidica aumentou (Papanikolaou et al., 2002). Isso demonstra a grande
especificidade que cada microrganismo apresenta no seu metabolismo,

deixando perspectivas para futuros estudos.
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2.5 Parametros que afetam a producao do 6leo microbiano

O principal fator que determina o acumulo de lipideos em
microrganismos é a razao carbono/nitrogénio (C/N), sendo que 0 excesso de
carbono e as condi¢Oes limitantes de nitrogénio favorecem o processo de
acumulo de lipideo. O microrganismo esgota rapidamente a fonte de nitrogénio,
mas continua a assimilar a fonte de carbono, levando ao acumulo de
triglicerideos. Para que haja sintese de lipideos, € necessario um grande
suprimento intracelular de acetil-CoA e de NADPH. As espécies de
microrganismos oleaginosos possuem uma enzima, ATP citrato liase, que nao
€ encontrada nas néo-oleaginosas. Esta enzima catalisa a reagdo entre o
citrato e coenzima A (CoA), formando acetil-CoA e oxaloacetato. A limitacao de
nitrogénio no meio de cultura induz uma cascata de acontecimentos que resulta
no acumulo de lipideos. Inicialmente, hA um aumento na atividade de AMP
desaminase, diminuindo o conteldo de AMP na célula. Essa diminuicdo na
quantidade de AMP resulta na inibicdo da enzima isocitrato desidrogenase, que
€ dependente de AMP nos microrganismos oleaginosos. Portanto, o isocitrato
ndo é metabolizado e € equilibrado com citrato via acdo da aconitase, havendo
acumulo de citrato na mitocondria. O citrato € exportado da mitocondria por
meio de um sistema de efluxo, entrando no citossol e sendo utilizado pela ATP
citrato liase na formacdo de oxaloacetato e acetii CoA, que é utilizada na
sintese de acidos graxos. O oxaloacetato € convertido em malato no citossol e
é utilizado no sistema de efluxo para saida do citrato da mitocéndria. O outro
componente essencial € o NADPH, que é produzido nos microrganismos

oleaginosos via enzima malica. Esta enzima catalisa a reagéo entre o malato e
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NADP+, formando piruvato e NADPH (Wynn et al., 1999). Enzimas alternativas
geradoras de NADPH também podem estar presentes (Ratledge, 2004).

Além da razdo C/N, os tipos de fonte de carbono e de nitrogénio
também podem influenciar a producéo de lipideos. A fonte de carbono mais
utilizada nos meios sintéticos é a glicose, porém Varios trabalhos tém sido
dedicados a utilizacdo de outras fontes presentes em material vegetal (amido e
xilose) e residuos agro-industriais. Um dos residuos mais promissores é o
glicerol, subproduto da sintese de biodiesel (Hou, 2008) (Papanikolaou et al.,
2002; 2003). Com o0 aumento da producéo de biodiesel, estima-se um aumento
da sintese de glicerol que ndo sera absorvido pela demanda atual da industria
farmacéutica. Uma das grandes preocupacdes atuais € o destino a ser dado a
esse excesso de glicerol. A sua utilizacdo como fonte de carbono para o cultivo
de microrganismos oleaginosos seria a solucao ideal.

Outro fator que também pode influenciar é a suplementagdo do
meio de cultura com Oleos vegetais. Neste caso, ha a alteracdo da composicao
de &cidos graxos formados, podendo haver a producdo de lipideos com
determinada composicdo de interesse (maior ou menor teor de acidos graxos
insaturados e de grau de insaturacdo) dependendo da manipulacdo da
composicdo do meio de cultura (Jang et al., 2005).

Diferentes cepas de leveduras podem utilizar diferentes fontes de
carbono e até mesmo substrato lipidico fornecidos nos meios de cultura, como
substratos para a producdo de lipideos e crescimento de biomassa celular
(Ageitos et al., 2011). As fontes de carbono podem ser de glicose, xilose,

glicerol, amido, hidrolisados de celulose, e de residuos organicos industriais.
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Na maioria dos casos, 0 aumento do acumulo de lipideos ocorre sob a
condicdo de limitacdo causada por um nutriente diferente de carbono,
especialmente de nitrogénio e de fosforo, como ja foi relatado que a limitacéo
de fosforo em levedura, tais como Rhodosporidium toruloides tem influéncia
sobre a acumulacéo de lipideos e que o teor de nitrogénio como substrato n&o
tem nenhuma influéncia (Wu et al., 2011). H4 uma desvantagem inerente deste
tipo de estratégia devido ao fato de que o nutriente em excesso ou o estresse
fisiolégico, que sdo necessarios para aumentar o teor em lipideos no interior
das células estdo associados com a divisdo reduzida de células, como
consequéncia a producdo inferior de biomassa (Ratledge, 2004).

Geralmente o acumulo de lipideo e conteddo de acidos graxos
dependem da fonte de nitrogénio do meio de cultura (Ratledge, 2004). No
trabalho com Cryptococcus albidus com diferentes fontes de nitrogénio a
concentracdo maxima de lipideos foi com NH4Cl (Fei et al., 2011), fonte de
nitrogénio inorganica. No entanto, noutro trabalho com a levedura Yarrowia sp.,
a fonte de nitrogénio preferida foi a organica usando a glicose como fonte de
carbono em relacdo as testadas. As fontes de nitrogénio organicas também
foram preferidas pela levedura Trichosporon fermentans para a producédo de
lipideos, porém fontes inorganicas também sdo amplamente utilizadas (Zhu et
al., 2008).

No trabalho de Papanikolaou et al., 2006 foi demonstrado com a
Yarrowia lipolytica sob as condi¢des de cultura com uma alta razéo da fonte de
carbono, glicose, em relacédo a de fonte de limitantes de nitrogénio, sulfato de

amonio (ou seja, C/N elevada propor¢cao no meio) favoreceu a lipogénese.
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Outro exemplo € a Corynebacterium fascians CF 15, usando
sacarose e extrato de levedura, como fonte de carbono e de nitrogénio,
respectivamente, fez com que sua concentracdo de biomassa aumentasse
600% (Amézcua et. al., 2007) e para Candida ingens também se mostrou
importante usando esses mesmos substratos. Dessa forma a preferéncia pela
fonte de carbono e de nitrogénio para o crescimento e acumulo de lipideo

depende de cada microrganismo.

De acordo com a literatura (Morita et al., 2000), microrganismos
oleaginosos podem ser divididos em dois grupos em termos de temperaturas
ideais para acumulacao de lipideos, de baixo (25-30°C) e de alta (35-40°C)
temperatura. Cryptococcus albidus utilizado por Morita et al. (2000), foi
classificado como pertencente a classe de temperatura baixa e também foi

visto que o cultivo em temperatura ambiente também foi favoravel para o

acumulo de lipideo.

2.6 Emprego da metodologia de superficie de resposta na

otimizacéo da producao de 6leo microbiano

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) é uma ferramenta
estatistica eficaz usada para encontrar as condi¢bes ideais para diferentes
processos complexos. Ela permite otimizar multiplas variaveis com um numero
minimo de experimentos, sendo considerada menos trabalhoso e mais rapida

do que outras técnicas de otimizacao (Stroescu et al., 2013).
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E de notar que a maior parte dos estudos relatados acima n&o
implementaram os meétodos matematicos e estatisticos para a otimizacdo do
processo e, portanto, envolvem apenas uma otimizacado separada de cada um
dos parametros considerados importantes com todos os outros sendo mantidos
inalterados. Tal abordagem necessita de varios procedimentos, corridas
experimentais, e, portanto, € demorada, ignora os efeitos de interacao entre os
parametros de funcionamento e conduz a uma baixa eficiéncia de otimizacao.
Essas limitacbes podem ser evitadas através da aplicacdo da metodologia de
superficie de resposta, que envolve planejamento estatistico de experimentos
em que todos os fatores sdo variados juntos ao longo de um conjunto de
ensaios experimentais. Na verdade, a Metodologia de Superficie de Resposta €
um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas Uteis para o
desenvolvimento, melhoria e otimizacdo de processos, e pode ser utilizado
para avaliar a importancia relativa dos diversos fatores que afetam um
processo, mesmo na presenca de interacdes complexas (Arbia et al., 2013).

Nas ultimas décadas, os métodos estatisticos foram aplicados a fim
de otimizar a composicdo do meio de cultura para fins industriais. Projetos de
estatistica sdo usados principalmente porque fornecem as ferramentas para
avaliar simultaneamente uma grande quantidade de variaveis consideradas na
formulacdo de meios de cultura (Batista et al., 2013). Como exemplo, a MSR foi
utilizada com Cryptococcus curvatus para o planejamento experimental dos
parametros temperatura 6tima, o pH, a concentracdo de glicerol a fim de obter

o melhor crescimento da levedura e a melhor producdo de lipideos. Essa
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levedura foi capaz de crescer em glicerol bruto, derivado da producdo de

biodiesel (Cui et al., 2012).
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3.MATERIAL E METODOS GERAL

3.1 Microrganismo

A cultura da levedura Candida zeylanoides QU33 utilizada no
presente trabalho foi isolada de queijo colonial da regiéo litoranea do estado do
Rio Grande do Sul (Landell et al., 2006) e encontra-se depositada na Cole¢cdes
Taxondmicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) ICB - Bloco P3
com o coédigo UFMG-CM-Y331. Essa levedura foi escolhida por acumular

grande quantidade de lipideo no interior da sua célula.

3.2 Pré-in6culo

O crescimento da levedura foi realizado no meio Agar GYP
inclinado (0,5% Extrato de levedura, 1% Peptona, 2% Glicose, 2% Agar), com
incubacao por 24h na estufa a 25 °C. A partir deste foi coletado com auxilio de
uma alca calibrada de 1L, as células e inoculadas no meio A (10% Glicose,
0,1% (NH4)2SO4, 0,1% KH2PO4, 0,05% de MgCl2.6H20), estes foram
submetidos a uma estufa incubadora a temperatura de 25°C e rotacdo de 150
rpm por 40h em Erlenmeyer de 125 mL, com 50mL de meio A. O crescimento
do pré-inéculo é avaliado com espectrofotbmetro (Biospectro SP-220) no

comprimento de onda de 600nm apresentando uma absorbancia de 1.
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3.3 Condi¢bes de Cultura

O experimento foi conduzido em frascos de Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de meio. As composi¢coes dos meios
estdo descritas nos artigos. Os experimentos da triagem e do artigo de numero
| foram submetidos com as seguintes condi¢cbes de cultivo: a razdo C/N de
100:1, com 1% do pré-indculo, incubados em agitador horizontal (IKA, KS
4000) a 150 rpm durante 72 horas. E nos experimentos da otimizag&o no artigo
Il e lll foram usadas as seguintes condi¢des de cultivo: a razdo C/N 200:1, com
10% do pré-inéculo e incubados em agitador horizontal (IKA, KS 4000) a 150
rpm. Com o tempo de incubagdo do artigo de namero Il de 120 horas e do

artigo de namero Ill de 72 horas.

3.4Determinacdes da biomassa

Para a analise gravimétrica, 100 mL de culturas foi transferida para
um tubo cbnico com capacidade de 50 mL, centrifugado a 6.000 rpm durante 5
minutos para remover o sobrenadante, em seguida foi realizada a lavagem com
15 mL de &gua estéril, repetindo o processo por duas vezes. As amostras de
biomassa foram armazenadas durante 24 h a - 30 °C no freezer Indrel ®
CLC300DAF, e liofilizadas no Liotop L 1001 - 48 ° C durante 24 h. Os

sedimentos de células liofilizadas foram usados para analise gravimétrica.
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3.5 Extracédo de lipideo

Os lipideos foram extraidos com cloroférmio/metanol (2:1, v/v) de
acordo com Bligh & Dyer (1959) a partir da biomassa liofilizada, com auxilio do
equipamento T 18 BASE DE ULTRA- TURRAX ® / IKA durante 3 min, com
resfriamento a cada minuto para evitar a oxidagao dos lipideos. A mistura dos
solventes com lipideo foi filtrada através de um papel filtro (MN - 615 |,
Macherey - Nagel), e o0s solventes foram removidos utilizando um
Rotaevaporador (Laborota 4000eco, Heidolph) a 60 °C. O lipideo também foi

pesado gravimetricamente.

3.6 Determinacéao da fluorescéncia por Vermelho de Nilo

Foram feitas suspens@es 10 pL de células em lamina de vidro e
coradas com 10 pL vermelho de Nilo 0,1%, a fluorescéncia foi medida em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX41), usando lentes com
comprimentos de onda que variam entre 450-500nm, visivel em 40x. Os
lipideos foram observados, como goticula de coloracdo amarelo-ouro (dourado)

no interior das células leveduriformes.
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3.71dentificagcdo molecular da levedura

A estirpe QU33 foi cultivada aerobicamente em caldo GYP (2% de
glicose, 1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura), a 25°C. DNA gendmico
total foi extraido e purificado a partir de culturas de 5 mL, tal como descrito por
Osorio-Cadavid et al.(2009). O sequenciamento do dominio D1/D2 da maior
subunidade (26S) do DNA ribossémico foi realizada de acordo com Kurtzman &
Robnett (1998), utilizando 0Ss primers NL-1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3) e NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3'). As condicdes de amplificacdo foram as
seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 min, 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C durante 1 min, anelamento a 55°C por 30 s, extensdo a
72°C durante 1 min, e extenséo final a 72 °C durante 10 min. O Produto de
PCR foi purificado com o método de precipitacdo com polietilenoglicol (Lis
1980) e sequenciado na empresa empresa Ludwig, no Centro de Biotecnologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Cbiot/UFRGS), Brasil. A
sequéncia montada foi comparada com as sequéncias relatadas no GenBank

usando a ferramenta BLAST.
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3.8 Fluxograma da organizacao dos experimentos
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miainm Lipid wield (1563 %90 were achieved with pepboie,
Ol @owl was the predommmiant cellular Bty aod imall cualiune
media (3233 %) lollwed by Imolee (=15.7% %) amd
palmaie acxls (>-13.A4T7 5). The highest hpad vielkl using
glucose and peplone was abtained at the O ratio of 2k,

Itrosluetion

Iemterest i liped mectabolism raised im the past vears mainly due
o e imemzased awanmmess of 11 mmpoance lor heaalth prob-
lemes, sinee bipid asscembed digondins, such as obesaty and type
2 diabetes, have reached epcdemas demensions in e madern
world {Hehen et al 200 3). The foel imdusiry is also imeresied
in the use of neatral lipids for synthesis of biodiesel
{Subramaniam and Dufreche 20001, while the food industry
secks the heneficial effects of a diet rich in palyvunsaturaed
{PUFAs) and monownsaturated fatty acids (MUFAs)
{Livingsiene ¢ al. 200 2},

Lipid homwstasis involves the imnffic of extmcellalar lipids
ineo ke cells, amd ihe de novo symibesis and degradation
ilipaly=iz) of the cellular lipid pools, which s present in ile
fiorm of Lipid droplets. Understanding tlss lipid doplet biology
miay provade new therapsmic argets, nol only for the nsets-
ihic disorders, bl For some imtraceular palbogen miections,
such as hepatitis © vamus amd COhfmmealio { Walther and Fanesa:
20, besides new approsches lior enhancmyg fotal lipsd and’
ar speciiic lipid vields for bicdedhnological purposes { Tan amd
Siephanopoulos 2003). Enzymes involved in Lipolysis ane
structurally different amang living beings, alibowgh they seem
i maintain a high level of functional comseration (Kuwrmt et al.
o), Lipid de novo syndhesis and stomge, on the ather hand,
are highly corserved, favoring the use of moded arganisms.
Microhial madels are imeresting due to their low peneration
fimes, high hiomass yields, feasibility for genetic mangpuls-
tions, and fewer ethical concems,
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Folia Microhic!

Masl ezt models ke ipd metabalism siudses belong w a
group knowan as aleaginous yeasts, (OF more than &M known
wead species, only 3 %5 have been reported o socumulate mare
than 25 %% af their dry hismass as lpids (Dey and Main 2001)
amdl are thus considered oleaginous, The metnholism of oleagi-
nits 2l non-oleagimaus veasts differs mamly dee o the action
af the enzymes ATP-citrate lvase and malic enzyme
A Papanikolsoy and Apgelis 200 1), These erevmes fursiion as
& ke for riggering oil accumiskation in comditions of it onal
inbbance, The most extersively studied veass for lipid produc-
oy ig the “mopcorventional” olesginens veast Frrowis
fipedviiva, which & able o accomule lange smounts of lpids
1 o cases, more than 50 % ol 1t dry mess (Beopoulos et al.
2L The non-oleagineus yeas) Seochureices cevewisioe 15
amirlher alrsctive veast maodel lor studymg the process of neatral
lipid (trizcylelveernl and steryl ester) synthesis, sorage and
termaver {Dauen o al 2007), due o i shtos as o msodel
cukarvote. Knowledge concerning lipid metabalism in
& cevevimine is maxch advanced, and the main steps in Fpid
homenstasis are well elucidated for this micreorganism
{Enjakuman and Grillsisch 20}, Genstic manipelations were
even capable of ransformang this non-olaaginons veast i an
aleaginoas one (Kamizaka et al, 2005 Apan from few other
examples of olenpinous yeasts, sach as Rkadasposidiuns
fovalabdes (Zha et al, 2002) and Rhadmmde pleciels
dAmmaren et al 20000 there 55 a scarciry of sudses fcusing on
lipad mnetabalizm in veasts, capocially the non-oleaginos one.

In an elfort w wld infermstin cmeormng the us: al yemsls
s madels for hpsl metabalism gl we ane propesmg the
norFaksmnous veas! Conelicl sevlanoides, 2 common canlam-
inant of food and beverages that & also socasionally reported as
an oppariunsstic patbogen (Cromer 15993 Khosmaya et al. 2003;
Ladhance ot al. 200 1; Leversan et al. 1991}, as a moxdel. This
species helongs w0 the Kwrosmeaniala clade |Lacharce et al.
2001, and is phylogenetically distant from & coendaune, there-
fiome it codald b p pocd non-nkenginous veast model for com-
parison with the later [ & already known that the mediom
compazition and the culmare conditons seem 1o play & major
fole i liphd acounsalation {Braanwald ¢ al. 20030, witly fe-
nscsation comfigurations and subsises anensble o manipu-
lation in cader to promote the symthesis of specific lpids
| Fapamkalaow and Agpgpdas 200000 the present sudy we eval-
ualisl the inlbuenoe of the carbon/mirogen (O] imbalanoe
waused by mirogen depnvatione and the type ol nitregen source
upom wil acoamualation by thes newly proposed mo<de] yeast.

Wlethaoids
Microorgansm and culture media

. gevimaaides (U 33 was isolsied from homemnde cheese in
Brazil (Landell and Handelder 20061, The stmin is deposited

£l Springer
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al the Callecton of Micnoorganssms, DMA and Cells of
Unrversidade Federal de Minas Gerns (CW-UFMO) under
access number UFMG-CM-Y 311, The straan was maintamed
by a mothly subculture an YEPD agar shimts containing (2T}
agar (Bacio™ Agar Hecton Diickimson, Sparks, KD, LISA)
2, glucose (Casa da Cuaimica Ind. E Com. Lida, Daadema,
Hrazil} 20, yveast extract (Himedia®™, AMumbai. Indin) 5, pep-
e (Himedia®™) 10, Flask colture expenmens were per-
formesd wsing a standard medivm (pH 600 comaining the
fiolbowimgg (T glucose (Casn da Quindea Ind. E Com, Lids)
100, {MWH S0y (Cromialiee® Ouimica fina Lida, Deadema,
Brazilp 1, KHPOs (veee Craimica flisa Lida, Rio de B,
Braail) 1, ¥lgCly-6H; O { Casa da Quimca Ind. E Com. Lida)
0.5, Twdr expiermeemls wene perlonmed. one testing dallierent
soiarces ol natrogen and the other with duffenemt CN ratios, In
the first experiment, the differend ndlrogen sowrces were
(M1, 1,50y [S5] (Cromalme™ CQuimica fima Lada), RNH M0,
3] (anamica Craimica Contempardnea Lida,, Dadema, Ba-
zill, peprone [P] (Himedia®), and weast exiract [YE]
{Himedia® k. all used as the sale nitragen source with a can-
centration of | gl In the second experiment, pepione
(Himedin®) was chosen & the sole nitrogen source, and
differemd concemrations wene evaluated (100, 20, 1.0, L5,
amd 025 g1}, keeping the O ratios U, 2000, V0, M),
amad 2001 respectively

Culbare conditions

Flask culture experiments were perfomed in friplicse in 2 50-
ml Edemwneyer flasks coraining 100 ml brath, All culiures
were incuhbated inoa rotary chaker (KA, K5 4000,
AR Warks Ine., R de Jaseimo, Brael) s 150 pm ad
25 %0 for 72 e The pre-nocialem e grown i 125-ml
Erlenimeyer flasks comtaiming 340 ml of the standard medivem
lar 40 h, Cell growth was determmed by measunng the
absorbanoe gl 600 nm (UV-vz specimophotometer SP2000
U Specirum, Shanghar, Chmal, and conbimmed with a
Meubaver chamber. The seed oulture had a cell concentration
af upproximately 3.07 # 107 collzml, and was inoculabed in the
different cubture media a1 o | % (w/%) matio.

Wleasunemient of weast growih and residual glucose
aver a I-day cultrvation pemod

The fimal cell concentration of O zevieneides QU 33 cells
wis meeasured by the Agg, amd the residual glucose cons
centration was measured using the Labiest Glucose-GiO
kit (Ghicose PAP liquiform; Labiest, Lagoa Sania, Brasl)
al Ay with a specirophsiometer (17 -vis spectrophotom-
cter SP200 UV, Spectnam, Shanghai, Chinah. Resules
were ealeulpted & mg glocese per 100 ml of culture
medinm, according 1o kit instructions,
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Ciravimetne detemumanon ol bsomass

Far gravimetric analysis of bicmass, 50 md of the cultures was
transferred to 3l-ml comical twabes, and cenirifuged at
6, CHND oy o 100 iy e remenve the supeermatant. This process
wis repented imorder o colkect the hiomass comesponding 1o
1080 mal cultures, followed by washing twice with 15 mil sterbe
water. Cell pellets were stored ovemight m —30 °C {lndrel™
CLCSEDAF Fresze Systems, Londrina, Brazill, and frecze-
drigd (Listop L 100 1; Lichras Indistrin Comdreio ¢ Service
de Liofilmadores Lida, 580 Carles, Heazil) an 0027 nvbar,
—47 C for 24 h. The mass of freeze-died ool pelles was
measured al an analyhical balance (Shimadea AY 220
Shimadeau, 550 Pauly, Braady and the @y cells wre nsed
for lipid extraction. ALl expermments were perlarmed in
triplicae.

Ciravimetric determination of lipid conent

Lipids were extracted from the veast biomass produced under
differem culmare conditions according 1o Bligh and Dyer
{19349, Diry hiomass was suspended in chlersfom metharal
12:10 wivy, apd cell bysis occurmed using & T 18 BASIC
ULTRA-TURRAX® KA bomogenizer {[KA® do Brasil.
Sho Paulo, Brazil) for 3 man, with ke cooling &1 cach manuns
T ol Liped Biating. Lyvsis was [ollowed by filiration throagh
lilter paper {M>M-615, Machenzy-Magel, Carvalhes Produtos
para Labsorstiono Lida., Alvorsda, Brzilh, and the solvemis
were remaved using a rotary cvaponior (Laborata 4000eco;
Headalph Instruments Gmebl, Schwaback, Germany) at
6 2, Somples were dried ag 60 °C for 24 b o 2 constant
meass, which wis mensunsd ag am analbytical balance (Shimadzu
AN 220

Farry scid arealyss
T votal lipads were transestenfied according to Harmen and

Lago (19730, aml the [y acid methyl esters {FAME) wene
analyed namge a G Chromategraphy Apgalent Techmalogies,

series GRS W (Agikmil Technologwes Brasil Luda, Tambore
Barusn. Braal) equippssd with a fused-sibea capallary column
(10 m length and 0.2 wme film thickness) {Supelco, Signa-
Aldnich, Bellefonte, USA) The column was beated w0 35 50
for 2 man, with o gradual increase of 10 “Cman unbl 150,
wherz it was held for 2 min, folkowed by a fanther increase of
2 50 per mim undil reaching 2000 °C, where it stayed for 2 min,
angl agam increassd 2 “Clmin up te 220 °C, for 21 min. Teral
duration of the nan was T35 min, Nitopen was used as canier
s at 09 mbvnin, The volume of sanple injected (split node,
T UHF was |l The tempe s ased for the fanse ionizatson
detecior (FID) was 280 “C. Fay acids were quantifhad and
wciificd by comparison with peak ancas and reteniian times
af peference standards (Supeloa 37 FAME BMixs Sigma,
Bedlelomie, P, LISAL

Seatisticnl analy s

I cordler 1o evaluane the inflience of the cultire media (ritro-
gon sources and ON ratieh, on b lpsd socanmlation by
O zedanedalen TP 33 in ask cultures, an ANOWA analysis
wis porformed snd te nssans of e sagnificanly dafferent
manm wlfioels were compancd o1 pe<0U0E nang the Tokey st
{CiraphPad Prism 5; GraphPad Solbwane Inc. San Diega, CA,
LIsA).

Resmlts amd dizscussion

The natwre ard concentration of the mitrogen source in the
culture medivm are sssemtial factors for the regulation of
lipagensesis (Taha et al 20000, keda et al, (200 1) showed chai
the type of nitropen source madelmied lipogenesis in yeass,
with soy pepiides resulting in decreased levels of mfMNAs
cormeaponding 16 peuiral liphd synthesis-relatad genes ard
reprezaion of the Formsation of Liped bodie s, companad 10 other
mitrogen sources. Milmgen mitation 5 consuderesd 1the mest
elficient comlition fior inducing hipogenesis (Amareis et al,

Table 1 Biomass and lipid prodection by Oaoaide sepiswotes QU 3 geing differmmi nitropen sowees at 25 50 | 50 rpan, cubieed for T2 h

M snmree ik 1 % Xl Ligh LN % () YNk (i VLA (wh

5 1 600 19" R " £33 LTI RET T [LECE USSR e
s 1670 19" ALL 7 000" ik LI T b ™ 00500 Tk D)5
P 2 28+01.05° 035400 15.63 00122+ 000 {10013 540 00 0
YE AN T IREr LT 0027+ 0000 1O 00 (B 5

S (MH S0 N NHS0, P pepione, FE veast exmact

A denotes biormess (213 L is lipsd concemimtion (g1 LA is lipad vield (%), ¥X is biomass vield on soial sugar (300K, FL s lipad yield on solal sugar
(LG Al valees ore mean & siandand deiston of three mdependmi measurements. Means within a column that have no commaon superscnpi keikers

are sgnificanily different < ns)
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2000, and il = known thal miregen mitstion can heighten
lipid ascoumulazon by cleaginous veasts when carbobydmites
are usedd as the colture carbon serrces ( Brommwald et al. 200 3;
Samis et al 200 1) Therefore, in the present shady, the kimd of
nitrogen source ardd O/ misns due do nitrogen limitation wers
evaluated as parameters For the inducion of lipid scowmuela-
tion by the non-oleaginous yeast ) zevdaneades QU 33

Cultivanion of O zeplpmaiales QL 33 using different nitrogen
ACAINCER

. zevdmraioes CAL 33 Bloimass wias simalar after grosth in the
mvtra e s rees peplone amd yeasl exerct bul was hagher than
the baomass ohlained usmg armmonmom nilmbe ad amimsns-
um sullate (Table 1, Fig. Tal The maxmuam bomass was
obtained m yeast extract (234019 21}, followed by pepione
{2. 284005 g1k while the higher coment of microbial oil
{0L.350001 g1y was achieved with peplone as the nitrogen
somrce (Table 1, Fig. 1R Ammonium mitrate and ammon icm
sulfate gove bath poor biomass and lipid content (Fig. by
The hest mitrogen sources for hiomass and lipid proeduction
vary 'with the migroorganisme Zhu e al (2008), shadying the
venst Techospomi fremenfany CHOC 1368, nosed its prefer-
enee For crganic nitrogen sources (peptone and wrea) For both
biaives and lipsd sctanslaton, while Liprmvos storked
growm an potate starch wagiowater preferred smmenivm sul-
Faeg Liw &t al 20030 A mixoore of ammsonsmm salfse and
yeasl extract was thi best mlmogen source Lor ¥ Uealior 231,
a transformanl able W wse inuli-coniumng maternals G pd
producten (Zhao et al. 20100 10w woerbwhale e kedp m mand
that the exact chemical conpaositon of arganic sources of mitro-
gen, such 2= poptone amd yeast extract, is usually unkmown, as in
aurcse, s inferences concemang these suhstrvies, mchading the
O s, should be considered with care,

Residual ghicose concentration in the cubure media afier
yenst grawth amd lipid sccwmualstion was mexsured in onder 1o
evaluabe the intracelhilar availability of the carbom soarce for
lipid proshiuction, & it is known that afier the depletion of the
nitrogety sourcs, excess carlom is diverted o lipkl baosynibesiz
in many cleagineus microsrgamisms {PFapanikelacu and
Agpelis 20008k Figure 1c¢ shows tha glocose upiake was
nod mmpared o o e notnisonal imbalance of the mediem,
amie resslul glecose was less than 0004 27 mall med
{inatad glucose concentration was LHE g1, indicating that
gluoose was available for biomass production and ol accu-
mulaton. Howewver, the efficiency of carbon sowrnce utilizabion
i terms of lpid production was bow, since only 0035 &
QL0000 znd DA 2 000055 g of lipid were fomed per g of
Elucose with P and YE, respectively ( Table 1) The efficiency
in termis of hiomass vield was also lowe (MO22=0.001 and
23001 g per g of glecose im P oand YE, Table 1),
sugpesting that glucess was not being used for hiomass or
lipid prosluction. bat other primary metabalse proccts coald
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Fig. I Cell gresweb s Tpad peesduction by Canaoln sevdkeaniader 011 13
using Foar dufferenl nitroges sooeces. The send culiuse comainsd 100 g1
glucose e carbon source, with O mtio 1001 Culeration condil ons:
e I!-l]'rpl'rLcl.lum:‘-:I.Iur'.'3|I._"1:[."¢IH..:-J5|J....'|' MH4NO, & peone,
T vessl exiract. a Biomass conceniration (gl b bpid concenration
(gl ¢ resihiel glecose dmg/ LG mill, The vabses are maan of inpheaie
gapermiinli wilh signilicams: w21 al p2il0S

be being prodeced. In Fact, succinic acid symthesis by
. mevlanmdes grown in o meedivm contaming ethanol has
already been demonstrated (Kamzolova et al, 204}, nein-
farcing that this species is ahle o synthetize metobalic
pricliscts other than iriscylglyceral. Yeastz may also accu-
malate excess carbom as glycogen ar threaloss (Mwaka and
Hodzer 1995, Wilson et al. 20000, which were nat mea-
swred in our experiments,
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Tabled Faty scid composition of the toial lipid proguced by Caedils sekmaier U 55 m different nitrogen sowses ai 23 °C, 130 pm. oultured for

T2 h. Balative Tatty acid condent (%, wifwt)

CUM 1D 5 N P YE
Pelbristin: [ 14:10) Ml 0185 =0 105" Boferh 5 LHERES NG
Peniadecylic [1570] ¥ 03520040" D HD

Felmitie [16:0] 13474017 170014137 L5 3822 64" 16. 7140002
Palmitoleic [1c](r-Ti] 16820 35% | =0, )5 2 M 0] I AR08
Mlargane [17:0) O8] anpr IEE I RIE BT 1R 02a:00x
Stesgic || B20] 180=0040" 10210 45 Th4 206 10L00E 1. 19
s | 18 D (-3 AT 44050 EEN PN 12232 ogt [ )+258"
Lamakeic [15:3u-0.1 2 FLREA0GE 15,704 60" 162540 85" 16054 18"
olinodenc ocid [ 13:5(a-9,12,1%)] 2E0=1L14" 210019 21640032° 291050
1 Sateraied 170240310 IEGAET OE 254724 62 TG0 05
¥ Morsmanturted L8 de0nm™ 35 TR 5T I5en=] 5" 15662350
T Polymsaiumied 368w Rn (LI el 18 A | 22" 1566l 4T

‘The concermraione of By acids are exgprecesd m mesn + siandord deviation of three independent messurements. Yalues in the same rosy thar have
cormanan supserscrpt ketiers ane sgnificanily differeni ai § % levels according to Tukey s multiphe range tesss, The hasal medum was 1000 % gleooso s
garbon seury and 0] % of the nitmgen soorce of imibal pH 6.0, and incebated at 25 %0 for 3 dos

NiFnon detected. § IMH Sy, N NHRO & pepane, TE yeast eximos

The Extty acid composison of the 1ogal lipkls procluced by
. zewlenddes QL) 33 using differemt mitregen sources can be
seen in Table 2. Oleic acid [18: 1{=-9)] was the predomnant
oelldar famy acid in all cubure medin (over 32523 % wiw),
Folkowed by lmoleie [18:200-%021) and palmitic acids [1&:0]
The eo-linwalenic acid [ 18506912, 0 5] was foqind in all coltire
nwedia &1 samilar conceniratons (20 0=0.19 o 2. %6018 %
witwth, Maddbe chain saturated By acids st [14:0] and
pentadecylic [15:40] acids were detected in low ansousts in
some medsy (M, P and YER but were nol detecked momedwam
5. The Gty acid compasation i medivm 5 was very diflierent
I the compasatiom abtained in the ather culture medee wih
a significantly higher proporticn of MUFAz and PLUFAs
{7675 %% of unsaturated acids opposed to ahout 50000 %5 in
the other media) and a lower propoction of saturaied Gty
acils in relation 1o the intal fatty acids {Tobde 2). The high

vields af unsaharated fatty acids in medmm 5 are mainly doe
i o higher propoarion of oleic and Finoleic acids (47 44 % and
2385 %, respeciively) than in the ather media, Ahhough aleic
amdl linidedc acids are the maost common unsanarated fainy acids
praduced by yeass, these high values are imeresting from a
bitechnedogical point of view, For comparisomn, the fatty acid
methyl csters profiles of five marine stemns of ¥ Spediica
grivwn on phacose snd veast extract were evalusted, with e
highest walucs found for siwain MCIM 3589 (3860 % mnd
146l % ol aleic and Imobee acids, respectively), and with
nir detection al ather compoand m e oil obtamed o mest
straing (Katre of al. HH 2L The ail produced by stram RO
1550 was proposed 2 a peiential fesdstock for biodiesel
production. Cripreosecis curveie produced 42,00 % oleic
acid aml 124 % Lincleic acid with glucose ard ammoenium
sulfnte as carbon and nitrogen sources. respectively

Table 3 Biomass ard lipid prodectien by Casdids seplsaoides QU 53 using glooose and pepione of difSerent U matios

Ratin £ Pepione (21) Xigh £ gl LV faig YA gz YILAG fz'g)

[ad | T{LIHI 2890107 [N R (R T2 DB [RRL e (BRI
2l 500 250=007 0] S0ne™ el ] Qi 2e 001" U] % 0 D0
Il | 1.0 201=n25" 0, 0 FA% QNI 0N e
2| 0.5 1 0 0 ™ .21 b i1 LRI IR |
a0k {1 k] | =005 ERCE LN RI] QU ]k R U0

COadiires wene @nowa in slake-llask a1 25 °C, 130 qm, Tor 72 h

All values are mean + sandand deaation of fhree mdependmt messarements, Mems withm 2 colurmm $ist b o common supsrscnpl leftens oo
aignilicimlly hlTerent (@005}

X dencivs hiomass (1), £ &= lipid conceniration (211 L2 lipid vield G, WX 1= biomass vield oniotal sugar COGk L YL i hpid vicld oo osal sugar
L0k
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{Chinstaphe e al. 2012 Using mdusinalfsgnculiual wasies,
Zhou et al. (2013) fourdd up o 49,90 % of oleic acid and
1360 %5 of linoleic acid in the ol prodwced by @, forloatader
¥ 2 grown in ethanal wasiewaier, while Bhoedarfenda gramingy
produced 42,12 %% of oleic acid and 17,15 %6 of lmolec ocid
an lignacellulasic hwdrolysates ({aalafassi et al. 2012).
Therefare, the lipid composition of O zevlreaddes QU 33
in medivm 5 i3 biotechmolopically relevani, bat, wnifone-
nately, biomazs and lipid vields were not very promising
{Tahle 1), thus the compasition of medivm 5 should be
aptimuized it it s to be used for olstaining unssturated faity
seids by O zeplamoides (0L 33,

Lipid campaziian may help to nlior the best ase for the ol
produced by a mocrsargansn for mstance, o1l suflable for

modvese] purposes should deally bave a ligh proportoon ol

saharated aml menounsatumabed fatty ocids, while MUFAs and
PUFAs are desirahle as functional food ingredients
{Livingstome et al 201X Snepe et al. 201 3; Suhramaniam
and Dufreche 20010 The ail produced by . zeplonmddes
QU 3% iz suimble for bath applications, depending on the
culbare medivm used {Table 2}

Althengh the bipid yield obinined with © sevlenoides U
53 is similar o the nos-oleaginous model yeas £ eereviaine,
the batier privnanily produces sowrated and monoursaiemied
farty acids of 16- and | B-carbon compounds, because it con-
taiews oy o fatty acid desaturase {Saris et al. 2003 Ulenwira
20021, The production of linoleie and o-lnelenic acids by
O zevlmmoides QU 33 sugpests 1L contains mone than ane
desaturase, and makes this yeasl sulable as an albemative
meadel for he sudy of lipegomesis in nan-chagnous ergan-
imms, espocially in view of the fact that aslimolense acid is
cansidersd an essental fatty acwd which s not produced by
mammals {Lemuar 20025,

Cultivation of . sevianmides (I 35 ot variogs nitrogen kevels
in the medin

T determime whether narogen kevel had a major impsct on
lipid accumulation by O sevdamaides QU 33, cells wene
cultivated in a defined mediva supplementad with vanous
amounts of the ailregen seurce (025, 05, L0, 540, 100 g 1)
Mitrogen 15 amoeng the quantilatively importanl Gscters in
prowth mediuny, and = a limiing auiment (Fapanikolsou
and Agpggels 201 1h) Despite the Lipid composibon i mediam
% was interesting, biomass and lipid yiekds were very low
{Tabkde 1), =0 peplone was selecied for festng the influence
af nitragen linvitation using a fixed concentmtion of ghicose
{1 gl OM s are only teninbve dse io the unknown
chemvical compasition of the organic nitrmgen source, but the
same brand of pepione was used inoall experiments, This
suhstrate was the best for lipid production by O sevlanoides
QU 33 (Fig. 1, Tabske 1),

£ Springer
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Overall, veast wial beommss was high up o the O o of
1001 and dlecreased at higher O masos (Table 3, Fig. 2a, bl
Bipmass producton was found to be the highest (2.594¢
0.07 g m media wath O mso of 10-20:1, but decreased
i LG =000F @l o the O miso of 40000 (1025 201 pepsons).
Privhahly the kiw amount of peptone acted as a linviting facior
for veast growih ai the highest O ratins. Decrease of bin-
mass produciion in medin containmg higher CN ratios was
abso fourd for a Candiahy ropicandis isolaie wsed for enhanced
lipid production (Dhey amd Maini 20030 The pereentags of
lipid accumulared in e diy Biomass of serain QU 33 slonsed

A
1, @ a
I = b
- I b
2 C
l-
-] - - - ! -
P04 @0 001 20001 4004
C:N
B
D25y o a
T @ T
0204 ab
= 0,154 b
gmm
m-
000 - - - - -
0 30l A00ed 2001 d00-
CiN
[
T .
! a - e
— ab = i
! 48 _ﬂl'_ T
i“-
| |
3 10 o 100 20001 0o
SN

Fig. 1 The eflect of O (glieosspeploas) il on & bomiss
concentration 1gdy b lipid concentration (g1, and ¢ residwal
glucose {mg' L 00 ml i Culiivation condiiones 23 °C. 150 pm, T2 h. The
walies are expressed as mean 4 siandard devialion mesurmenis wih
wenificancy et o pens
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shight changes within the whole range off milnsgen concenir-
tions fested (379833 %), except at the 200:1 mbio, whose
wick] was 1105 % (Table 3, Fig. 2h). Similady, the oleaginous
wveast Trichesporon fomenioes had an morease in the lipid
cantemt with the incrensem in the C0% malar ratie wp o 140:1,
bt & Furiher imcrense im O™ molar mabio ta 2451 resulied ina
decrease in the lipkl contend (Zhu et al, ZI0H),

It ig notewerthy that the highest lipid content of
i zevdiveaicles QU 33 was ohserved imomedin with & ON ragio
of 2001, where biomass production was kow, The ideal cul-
tvaticn comditin dhoald induce high liphd ot and bio-
neass productson ol the same time, incrcasmg overall lipid
accumulation. I the hleralure, 0 @ sagpested that bipud yeckls
Al lezst higher than 20 %6 wiwl are conssdencd & prenauuisiles
lor the madusinal laablity of the smgle el il lennentatiim
process (Ageitos o al. 20010 C zeplamaides QLU 33 did maot
achieve this threshokd wvalue in the shake flask comditions
presently tested. but further cplmizabon of the culure conda-
tions, and scale-up expeniments in hioreactors coekl improve
hiomass and lipid vields chinined with this veast.

Although there was a statistically significant increase in the
resithanl glucose with higher C/N miics (Fig, 2d), we consid-
ered it negligible since less than 044922 30 g of the inial
glucage rermained in the medivm at the end of the experimens
Theretore, bicmass and Fipid viekds were calonlaied relainve o
e anitial ghicose coneentrtion (100 g1, and wene consid-
erad s & measure of e efficiency of biomass and lipid
production in terms ol carbon souroe utilzsation. Both yeckls
wing Jow lor all O/ riles, albeal lower ab 400:1 ( Table 31
Thas agmn may reflect e uhhzation of the asimilated gla-
ooz in metabolic pathways other than bipmass and lipid
production.

We have not analyvzed the lipid compasition of the
£ zevdanikder (U1 33 ail ohinired from media with different
/M matsas, but Shen et al. (200 2) soodied the effect of O™
ratios an oil production by the yeast Riodespostilin
sedindoddes, ard found that there were no significant differ-
ences in lipid compesition with changes in the CM mtsog
Adthougls furdher comfimmation would e desirable, we assans
s lijpid comgroaitbon of cur sorain i3 alse potaliered with the
diffenet W ratios,

Conclusinn

Althcugh O zevlansides QU 13 was nol able o accumulate
lipids in guanifties comparable o olaginous yeasts, i1 pro-
duced significamly higher amounts of lipids with pepione as
nitregen sparce tham in the ober media esied, A fudure
comparnzon of ihe ranscriptional response of the non-
aleaginoms € mevlamaiiles QL 33 with that of oleaginous
yeasts aral other non-oleaginows model yeastz, such g
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& cevevisioe, waukl be desimable o understand the physaalogy
ol Gl accumulalion in yeasts m order o apply these microor-
gamisms as more efficient models for the study of lipsd
metabalzm.

Ackaowlnlgricnts  The sthors e pralefal o CAPES and FAFERGS
proesess 11204700 lor the lasncial sugean.
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RESUMO: Oleo microbiano pode ser considerado uma fonte de acidos graxos
monoinsaturados (MUFAS) e poliinsaturados (PUFAs). Em trabalhos prévios,
foi demonstrado que a levedura Candida zeylanoides QU 33 produziu uma
grande quantidade de MUFAs e PUFAs em meio de cultura contendo glicose
como fonte de carbono e (NH4)2SO4 como fonte de nitrogénio. O presente
trabalho objetivou determinar os melhores parametros para o acumulo de
lipideos pela levedura Candida zeylanoides QU 33, sabendo-se que a razéo
carbono nitrogénio (C:N) nos meios de cultivo, assim como o pH e a
temperatura de incubacéo sédo os parametros que mais influenciam a producéo
de lipidios microbianos. Para a otimizacdo, foi aplicada a Metodologia de
Superficie de Resposta, aplicando os niveis das variaveis temperatura (20 a
28°C), pH (6,0 a 8,0) e concentracdo de glicose (8 a 20% p/v). Apesar de
nenhuma das variaveis ter tido influéncia significativa, houve tendéncia a um
maior acumulo de lipideos em altas concentracdes do acucar (acima de 16%),

temperaturas medianas (23-26°C) e pH neutro.

Palavras-chave: Sulfato de amoénio, 06leo microbiano, planejamento do

composto central.
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ABSTRACT: Microbial oil can be considered a source of monounsaturated
(MUFAs) and polyunsaturated (PUFAs) fatty acids. Previously, it was
demonstrated that the yeast Candida zeylanoides QU 33 produced great
amounts of MUFAs and PUFAs in culture media containing glucose as carbon
source and (NH4)2SO4 as nitrogen source. This study aimed to determine the
best parameters for the accumulation of lipids by the yeast Candida zeylanoides
QU 33, knowing that the carbon nitrogen (C:N) ratio in the culture media, as
well as pH and temperature are the parameters that mainly affect the production
of microbial lipids. For optimization, the Response Surface Methodology was
applied, using the levels of the variables temperature (20-28°C), pH (6.0 to 8.0),
and glucose concentration (08-20% p/v). Although any of the variables had a
significant influence, there was a tendency of lipid accumulation in high sugar

concentrations (over 16%), mild temperatures (23-26°C) and neutral pH.

Key words: ammonium sulfate, microbial oil, central composite design.
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INTRODUCAO

O efeito benéfico dos acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) e
poli-insaturados (PUFASs) encontrados no azeite de oliva, 6leo de soja, canola,
entre outros, € a contribuicdo para a diminuicdo do risco de doencas
cardiovasculares. Uma dieta rica em MUFAs (acido oleico, por exemplo)
conduz a uma reducao da glicose e da pressao arterial e aumenta o0s niveis do
colesterol HDL (Gillingham et al., 2011). Os &cidos graxos dmega-3 (PUFAS)
podem proteger contra varias doencgas, como cardiovasculares, psiquiatricas,
neuroldgicas, dermatoldgicas e reumatoldgicas (Assy et al., 2009). Atualmente,
0s organismos marinhos (peixes, frutos do mar e algas) sado considerados uma
importante fonte de PUFAs, mas possuem o inconveniente de poderem conter
varios contaminantes ambientais, como metais pesados (mercurio,
especialmente, e cadmio), pesticidas e outras substancias perigosas a que

estdo expostas na agua do mar (Stroescu et al., 2013).

As leveduras sdo microrganismos tradicionalmente utilizados em
processos fermentativos. Algumas espécies, como Lipomyces starkeyi,
acumulam até aproximadamente 70% do peso seco em lipideos (Angerbauer et
al., 2008). O alto teor de lipideos produzidos, aliado a grande produtividade em
biomassa, torna as leveduras excelentes candidatas para a producao de 6leo
microbiano para diversas finalidades (Poli et al., 2013, Mattana, et al., 2014)
tais como surfactantes naturais, nutracéuticos, biocombustiveis, insumos na

industria de alimentos e de cosméticos de modo geral (Vasudevan & Briggs,
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2008). Dessa forma, estudos estdo focados na maximizacdo da producdo do

Oleo por esses microrganismos (Tai & Stephanopoulos, 2013).

De cerca de 600 espécies de leveduras, apenas 5 % foram relatadas
como capazes de acumular mais do que 25% da sua biomassa seca como
lipideos (Dey & Maiti, 2013). Entre elas, a mais extensivamente estudada € a
levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica, que é capaz de acumular grandes
quantidades de lipideos (em alguns casos, mais de 50% do seu peso seco)
(Beopoulos et al., 2009). A sintese de lipideos também tem sido estudada em
outras leveduras oleaginosas, como Rhodosporidium toruloides (Zhu et al.
2012) e Rhodotorula glacialis (Amaretti et al. 2010), além da levedura néo
oleaginosa Saccharomyces cerevisiae (Daum et al., 2007). Porém a expanséo

do numero de espécies estudadas € necesséria para que haja um melhor

conhecimento do metabolismo associado a sintese de lipideos em leveduras.

Apesar da espécie Candida zeylanoides ndo ser reportada na
literatura como oleaginosa, em trabalhos prévios foi observado que a cepa
QU33 produziu uma grande quantidade de acidos graxos monoinsaturados de
27% e poliinsaturados 50%, em meio de cultura contendo (NH4)2SO4 como
fonte de nitrogénio e glicose como fonte de carbono, produzindo principalmente
os &cidos Oléico e Linoléico com essa fonte de nitrogénio (Rosa et al., 2014).
Podendo ser uma fonte alternativa de obtencdo de acidos graxos essenciais
para formulagées da Industria farmacéutica quanto na alimenticia. Entre as
vantagens do uso de leveduras para obtencdo de 6leo microbiano esta o fato

de que elas sao facilmente cultivadas em biorreatores e de serem
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microrganismos geralmente reconhecidos como seguros para fins alimenticios.
Neste contexto, o objetivo do trabalho foi otimizar a producéo de lipideo pela
levedura C. zeylanoides QUS33, utilizando glicose como fonte de carbono e
(NH4)2S04 como fonte de nitrogénio. Para tanto, foi aplicada a Metodologia de
Superficie de Resposta em um planejamento fatorial completo com trés

variaveis independentes.

MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismo

A levedura C. zeylanoides QU33 (UFMG-CM-Y331), utilizada no
presente trabalho, foi isolada de queijo colonial da regido litoranea do estado
do Rio Grande do Sul (Landell et al., 2006). A cepa foi mantida em tubos com

agar GYP (glicose 2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, agar 2%).

2.2 Pré-in6culo

Para obtencdo de biomassa metabolicamente ativa, as leveduras
foram cultivadas em placas de agar GYP, com incubacéo por 24h a 25°C. A
partir deste cultivo, as células foram inoculadas em 50 mL de meio A (10%
Glicose, 0,1% (NH4)2SOa4, 0,1% KH2PO4, 0,05% de MgCl2.6H20 p/v), em
Erlenmeyers de 125 mL. Esse pré-inéculo foi incubado a 25 °C e 150 rpm por

40h e o crescimento celular foi avaliado por meio da absorbancia a 600nm.
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2.3  Condicdes de Cultura

O experimento foi conduzido em frascos de Erlenmeyer com
capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de meio S (Glicose conforme a tabela
1, 0,05% (NH4)2S04, 0,1% KH2PO4, 0,05% MgCl2.6H20 p/v). Neste meio de
cultura foi adicionado 10% do pré-inéculo, que foi incubado em agitador

horizontal (IKA, KS 4000) a 25°C e 150 rpm durante 120 horas.

2.4 Metodologia de Superficie de Resposta

Para identificar as condicfes ideais para o acumulo de lipideo na
levedura QU33 em meio S, foi aplicado o desenho matematico de analise de
superficie de resposta com planejamento fatorial 23. Esta construcédo foi usada
para examinar o relacionamento entre as variaveis de resposta e 0s
parametros quantitativos experimentais (variaveis independentes). Os fatores
avaliados foram diferentes condi¢cdes de temperatura (20 a 28°C), pH (6,0 a
8,0) e concentracdo de glicose (8 a 20% pl/v), enquanto as variaveis de
resposta foram producédo de biomassa (item 2.5) e contetudo de lipidios (item
2.6). Os experimentos foram projetados usando o Programa STATISTICA Trial
version 7.0, sendo que cada variavel foi testada em cinco niveis diferentes
codificados: -a (1,68), baixo (1), médio (0), e alta (1), +a (1,68) (Tabela 1).
Foram realizados 17 experimentos (Tabela 2), com cinco repeticdes no ponto
central. Para predicdo do ponto 6timo, um modelo de segunda ordem foi
ajustado para correlacionar as variaveis independentes e as respostas

(Equacéo 1):
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y=5 +Zﬂixi +Z:Biixi2 +22ﬂijxixj

il j>i

Onde Y é a resposta predita, Bo é o intercepto, e Bi, Bii € Bij S840 0s

coeficientes linear, quadratico e de interacdo, respectivamente. Xi e X;
representam as variaveis independentes.

A significancia estatistica do modelo foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) e teste de Fisher (teste F). A qualidade da equacdo do
modelo gerado foi avaliada estatisticamente pelo coeficiente R?. A equacéo
polinomial ajustada foi entdo expressa na forma de graficos de contorno
tridimensionais, para ilustrar a relacdo entre as respostas e 0s niveis

experimentais de cada variavel independente.

2.5 Determinacdes da biomassa

Para a andlise gravimétrica, 100 ml de culturas foi transferida para
um tubo coénico com capacidade de 50 ml, centrifugado a 6.000 rpm durante 5
minutos para remover o sobrenadante, em seguida foi realizada a lavagem com
15 ml de agua estéril, repetindo o processo por duas vezes. As amostras de
biomassa foram armazenadas durante 24 h a - 30°C no freezer Indrel ®
CLC300DAF, e liofilizadas no Liotop L 1001 - 48 ° C durante 24 h. Os

sedimentos de células liofilizadas foram usados para analise gravimétrica.
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2.6 Extracéo de lipideo

Os lipideos foram extraidos a partir da biomassa liofilizada das
leveduras de acordo com Bligh & Dyer (1959). A biomassa foi ressuspendida
em cloroférmio/metanol (2:1, v/v), e a lise celular foi obtida com auxilio do
homogeneizador T 18 BASIC ULTRA- TURRAX ® / IKA por 3 min, com
intervalos a cada minuto para refrigeracdo em gelo de forma a evitar o
aquecimento dos lipideos. A lise foi seguida por filtracdo em papel filtro (MN -
615, Macherey - Nagel) e os solventes foram removidos utilizando um
Rotaevaporador (Laborota 4000eco, Heidolph) a 60 ° C. As amostras foram
secas a 60°C por 24h até peso constante e pesadas em balanca analitica

Shimadzu AY220.

2.7 Determinacao da fluorescéncia por Vermelho de Nilo

Foi preparada uma suspensdo de 10 pl células em lamina de
microscopia, que foi corada com a mesma quantidade de vermelho de Nilo
0,1%, sendo a fluorescéncia avaliada em microscépio de fluorescéncia
(Olympus BX41), usando lentes com comprimentos de onda que variam entre
450-500nm (Poli et al., 2013). Os lipidios foram observados como goticulas de

coloracdo amarelo-ouro (douradas) no interior das células leveduriformes.

53



2.8 Dosagens da glicose residual
A concentracdo de glicose residual foi medida utilizando o kit
Labtest Glicose-GOD em OD505 com um espectrofotbmetro (UV-VIS UV
SP2000, Spectrum). Foi realizada uma curva de calibracdo com diferentes

guantidades de glicose para avaliar a especificidade do kit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalhos anteriores com a levedura C. zeylanoides QU33, foi
observado que havia producédo de lipideos com alto teor de acidos graxos
insaturados em meio contendo (NH4)2SO4 como fonte de nitrogénio (meio S),
predominando os &cidos oléico (18:1) e linoléico (18:2) (Rosa et al., 2014).
Infelizmente, o rendimento de biomassa e de lipideos ndo foi adequado. No
presente trabalho, foi utilizada a metodologia de superficie de resposta para
otimizar as condicfes de cultivo (temperatura), composi¢cdo do meio de cultura
(razdo C:N, decorrente de alteracdo na concentracdo de glicose utilizada) e pH
com o objetivo de melhorar o rendimento de biomassa e lipideos produzidos
por esta levedura. Estes parametros foram selecionados porque sao reportados
como bastante influentes para a producéo de lipideos (e.g. Sitepo et al. 2013,

Zhang et al. 2011).
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3.1 Metodologia de Superficie de Resposta

A Tabela 2 apresenta a matriz do desenho experimental com as
respostas observadas e preditas para os lipideos, os valores observados para
biomassa, além dos rendimentos de biomassa e de lipideo em relagdo ao
substrato (glicose) disponibilizado. As produ¢cbes maximas de biomassa e de
lipideo pela levedura C. zeylanoides QU33 obtidas experimentalmente foram
4,02 g/L (experimento 9) e 0,16 g/L (experimento 8), respectivamente. Tivemos
uma variagdo na producdo de biomassa de 2,53 g/L a 4,02 g/L, enquanto a
quantidade de lipideo variou de 0,02 g/L a 0,16 g/L entre os experimentos;
esses valores equivalem a um incremento de aproximadamente de 60% na
producdo de biomassa e 700% na producdo de lipideos. As condicbes do
experimento 8 (26,4°C, pH 7,6 e 16,5% de glicose) foram as melhores
observadas para acumulo de lipideos, apresentando um valor residual de 0,015
g/L de lipideos em relacao ao valor predito com a metodologia de superficie de
resposta. Os pontos centrais, que sao uma triplicata, tiveram uma pequena
diferenga dos seus valores residuais, sendo minima a diferenca do valor
experimental em relacdo ao tedrico do planejamento, confirmando que os

valores obtidos sdo confiaveis (Tabela 2).

Neste trabalho tivemos um aumento de aproximadamente 140% no
crescimento de biomassa e um aumento de 78 % de lipideo em relacdo ao
primeiro trabalho com esta levedura C. zeylanoides (Rosa et al.,, 2014)
utilizando essas fontes de C e de N. Obtendo maior producao de biomassa em

menores temperaturas e com concentragdes mais altas de glicose, sendo que
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a temperatura Otima para producdo de biomassa foi a 20°C, enquanto de

lipideo foi de 26,4°C com uma concentracdo de glicose de 16,5%.

Os efeitos dos parametros testados (temperatura, pH e
concentracdo de glicose) na producdo de biomassa e de lipideos podem ser
vistos nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Nestas tabelas estdo demonstrados
os efeitos lineares, quadraticos e da interacdo entre os fatores, segundo a
equacdo 1, além da significAncia estatistica de cada efeito. Como nenhum dos
efeitos apresentou p<0,05, pode-se concluir que, apesar de termos tido
acréscimo na quantidade de biomassa e de lipideos em alguns dos
experimentos, nenhum dos parametros avaliados apresentou efeito significativo
ao nivel de significancia de 95%, tanto isoladamente quanto nas interacdes

entre os parémetros.

Apesar dos efeitos testados ndo terem sido significativos, foram
gerados graficos de contorno para avaliar as condicdes de cultivo que
pudessem favorecer a producdo de lipideos pela levedura C. zeylanoides
QU33 (Figuras 1 A, B e C). Quando a interacdo das variaveis pH e
temperatura foi avaliada, houve resposta de producéo de lipideos (g/L) em uma
ampla faixa dos parametros, indicando que os valores de pH e temperaturas
testados foram adequados e que diferentes combinacdes entre estes
parametros podem ser utilizadas para o cultivo de C. zeylanoides QU33 com a
finalidade de obtencéo de 6leo (Fig. 1A). Quando as interacdes entre a variavel
concentracéo de glicose com o pH (Fig. 1B) e com a temperatura (Fig. 1C)

foram avaliadas, houve tendéncia a um maior acumulo de lipideos em altas
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concentracfes do aclcar (acima de 16%), temperaturas medianas (23-26°C) e
pH neutro. Esse resultado esta de acordo com a literatura, que relata que um
dos fatores mais importantes para producdo de lipideos por leveduras € a
razdo C:N (Sitepo et al., 2013; Zhang et al., 2011), que € determinada pela
concentracdo das fontes de carbono e de nitrogénio no meio de cultura. Na
condicdo experimental 6tima avaliada no presente estudo (experimento 8), por
exemplo, a razdo C:N foi de 330:1 com (NH4)2SO4 como fonte de nitrogénio.
Em um estudo anterior usando peptona como fonte de nitrogénio, a razdo C:N
que resultou no maior acimulo de lipideos pela C. zeylanoides QU33 foi 200:1
(Rosa et al., 2014), demonstrando que a razédo C:N ideal é dependente do tipo

de fonte de nitrogénio utilizada.

3.2 Resposta do acumulo de lipideo pelo Vermelho de Nilo

Uma suspensdo das células da levedura C. zeylanoides QU33
cultivada em uma condicéo indutora de acumulo de lipideo foi visualizada em
microscopio de fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo (Fig. 2 A).
Pode-se observar a fluorescéncia amarelo-ouro, correspondente aos lipideos
neutros, preenchendo a totalidade do interior da célula da levedura. Ao
contrario, laminas preparadas com uma suspensdo de células da levedura
cultivada em condi¢gbes n&o indutoras confirmam a pouca quantidade de
lipideos neutros no interior das células (Fig. 2 B). Diversos autores tém
demonstrado a aplicacdo do corante vermelho de Nilo para a sele¢éo rapida de

leveduras oleaginosas, inclusive propondo metodologias ambientalmente
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corretas com esta finalidade (Beopoulos et al. , 2008; Poli et al., 2013; Poli et
al., 2014). No presente trabalho, a coloragdo com vermelho de Nilo confirmou
visualmente que o planejamento experimental realizado foi capaz de evidenciar

as condic¢fes indutoras e ndo indutoras para acumulo de lipideos.

CONCLUSOES

A metodologia de superficie de resposta permitiu o desenvolvimento
de um modelo polinomial de segunda ordem empirico para a previsdo da
producdo de biomassa e do conteudo lipidico celular pela levedura Candida
zeylanoides QU33 cultivada em glicose como fonte de carbono e (NH4)2SOa4
como fonte de nitrogénio. Foi possivel identificar a condicdo Otima para a
obtencdo maxima de biomassa e de lipideos. No experimento com a
temperatura, o pH e a concentracdo de glicose ideais, foi obtido até 0,16 g/L de

lipideo.
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Figura 1: Efeito na producdo de 6leo microbiano pela levedura
Candida zeylanoides QU 33 cultivada em meio S por 120 h e 150rpm: Acumulo

de 6leo microbiano com os fatores (A) temperatura x pH, (B) pH x glicose, (C)
temperatura x glicose
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Figura 2: Coloracédo das células da levedura Candida zeylanoides
QU 33 com o Fluorocromo Vermelho de Nilo: (A) Experimento realizado com
temperatura de 21,6°C, pH 7,6 e 16,5% de glicose, figura da esquerda. (B)
Experimento realizado com temperatura de 28 °C, pH 7 e 14 % de glicose,
figura da direita.

Tabela 1: Valores reais e codificados das variaveis independentes e
seus diferentes niveis utilizados para a otimizacdo da producdo de O6leo
microbiano pela levedura Candida zeylanoides QU33.

Variaveis Cadigos Niveis

-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) X1 20 21,6 24 26,4 28
pH X2 6 6,4 7 7,6 8
Glicose (%) X3 8 11,6 14 16,5 20
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Tabela 2: Matriz do desenho experimental com as respostas
observadas e preditas para biomassa e lipideos, rendimento de biomassa e
rendimento de lipideo.

Exp. T (°C) pH Glicose X L L L L/X Y X/Glc Y L/Glc
% (Obs.) (Obs.) (predito) (Residual)
1 -1 -1 -1 2,97 0,02 0,07 -0,05 0,01 0,03 0,0001
2 1 -1 -1 3,05 0,07 0,08 -0,01 0,02 0,03 0,0006
3 -1 1 -1 3,23 0,02 0,07 -0,05 0,01 0,03 0,0002
4 1 1 -1 3,28 0,08 0,10 -0,02 0,02 0,03 0,0007
5 -1 -1 1 3,40 0,04 0,06 -0,01 0,01 0,02 0,0003
6 1 -1 1 3,05 0,11 0,09 0,02 0,04 0,02 0,0007
7 -1 1 1 3,45 0,08 0,10 -0,02 0,02 0,02 0,0005
8 1 1 1 3,68 0,16 0,15 0,02 0,04 0,02 0,0010
9 -1,68 0 0 4,02 0,11 0,05 0,06 0,03 0,03 0,0008
10 1,68 0 0 2,67 0,09 0,10 -0,02 0,03 0,02 0,0006
11 0 -1,68 0 2,53 0,06 0,04 0,02 0,02 0,02 0,0004
12 0 1,68 0 2,99 0,12 0,09 0,03 0,04 0,04 0,0015
13 0 0 -1,68 3,00 0,14 0,14 0,00 0,05 0,02 0,0007
14 0 0 1,68 3,93 0,14 0,14 0,00 0,04 0,03 0,0010
15 0 0 0 3,25 0,14 0,14 0,00 0,04 0,02 0,0010
16 0 0 0 3,05 0,13 0,13 0,00 0,04 0,02 0,0009
17 0 0 0 3,23 0,13 0,13 0,00 0,04 0,02 0,0009
X = Biomassa (g/L), L = Quantidade de lipideos (g/L), L/X =

Lipideo/Biomassa (g/g), YX = Rendimento de biomassa a partir de glicose

(X/GIc), YL = Rendimento de lipideo a partir de glicose (L/GIc).
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Tabela 3: Dados experimentais para a producdo de biomassa e
valores reais para as variaveis independentes utilizados para o planejamento
fatorial completo.

Fator SS2 dft MSS®  F pd
X1: Temperatura linear 0,37 1,00 0,37 3,83 0,09
X1: Temperatura quadratica 0,07 1,00 0,07 0,75 0,42
X2: pH linear 0,28 1,00 0,28 2,83 0,14
X2: pH quadratica 0,16 1,00 0,16 1,69 0,23
X3: Glicose linear 0,56 1,00 0,56 580 0,05
X3: Glicose quadratica 0,11 1,00 0,11 1,15 0,32
X1IxX2 0,04 1,00 0,04 0,38 0,56
X1xX3 0,01 1,00 0,01 0,07 0,79
X2xX3 0,00 1,00 0,00 0,04 0,84
Erro 0,68 7,00 0,10
Total soma dos quadrados 2,47 16,00

ANOVA; Var.Biomassa (g/L); R-sqr=0,724; 17 Runs; MS

Residual=0,097

SS2 Soma dos quadrados

df®: Graus de liberdade

MSS¢: Média da soma dos quadrados
pd: < 0,05 sdo considerados significativo
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Tabela 4: Dados experimentais para a producdo do 6leo microbiano
e valores reais para as variaveis independentes utilizados para o planejamento

fatorial completo.

Fator SS2 df° MSS®  F pd
X1: Temperatura linear 0,003 1,000 0,003 1,706 0,233
X1:Temperatura quadratica 0,003 1,000 0,003 1,656 0,239
X2: pH linear 0,003 1,000 0,003 1,556 0,252
X2: pH quadratica 0,004 1,000 0,004 2,273 0,175
X3: Glicose linear 0,002 1,000 0,002 1,167 0,316
X3: Glicose quadratica 0,000 1,000 0,000 0,000 0,998
X1IxX2 0,000 1,000 0,000 0,034 0,859
X1xX3 0,000 1,000 0,000 0,127 0,732
X2xX3 0,001 1,000 0,001 0,401 0,547
Erro 0,014 7,000 0,002

Total soma dos quadrados 0,030 16,000

ANOVA,; Var.:Var4; R-sqr=0,558; 17 Runs; MS Residual=0,0019329

SS2: Soma dos quadrados
df: Graus de liberdade

MSS¢: Média da soma dos quadrados

p%: < 0,05 sdo considerados significativo
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ABSTRACT: Due to the increasing demand for sustainable biofuels,
microbial oils as feedstock for biodiesel production have gained scientific and
commercial interest. Additionally, microbial oils have a considerable potential
market both in the industrial field of pharmaceutical chemistry and as food raw
material. The carbon nitrogen (C/N) ratio in the culture media, as well as pH and
temperature are the parameters that most affect the production of microbial oil.
This study aimed to determine the best parameters for the accumulation of
lipids by the yeast Candida zeylanoides QU 33. For optimization, response
surface methodology was applied, using the levels of the variables temperature
(20-35°C), pH (2.0 to 6.0), and glucose concentration (10-40 g/100mL). The
results showed that temperatures lower than 28°C, and glucose concentrations
greater than 25% are favorable for the accumulation of lipids. The
concentrations of glucose lower than 15% were unfavorable. The conditions
observed in the experiment at 20°C, pH 4 with 25% glucose were ideal for lipid

accumulation, yielding 0.2 g/L.

1.Introduction

During recent years, research on microbial oils or single cell oils has
increased considering the daily challenges we are facing: increasing fossil fuel
prices, increasing CO2 concentration in the atmosphere, and decreasing fossil
fuel stocks. Production of microbial oils is far more attractive than growing

oilseed crops since it does not involve “food vs. fuel” debate, has a shorter life
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cycle, needs less labor, cannot be affected by season/climate, and can be

scaled up easily (Cui et al., 2012).

The ability of certain microorganisms to accumulate high amounts of
lipids has been known for years, but only in the last decades, real efforts have
been made to unravel the underlying biochemical pathways (Beopoulos et al.,
2009). Some oily yeasts described are able to accumulate lipids to levels
greater than 20% of their cellular dry weight, include Yarrowia, Candida,
Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon, and Lipomyces.
Also, the possibility of lipid production on an industrial basis has been
previously considered (Ageitos et al., 2011). Recently, we proposed the yeast
Candida zeylanoides QU33 as a model microrganism for the study of lipid
metabolism (Rosa et al., 2014). In this work using C. zeylanoides QU33 as a
model of non-oleaginous yeast was found that the nitrogen source peptone was
excellent for the accumulation of lipid profile with a long chain fatty acids and
25.5% saturated fatty acids suitable for use in biodiesel, thus the methodology
of response surface statistical tool proposed a third-order model in order to
optimize the production of lipid, with the purpose of knowing the parameters that

most influence this answer lipid synthesis.

Response surface methodology (RSM) is an effective statistical
technique used to find the optimal conditions for different complex processes. It
allows optimizing multiple variables with a minimum number of experiments,
being considered less laborious and faster than other optimization techniques

(Stroescu et al., 2013). Additionally, to further improve lipid yield on glucose, the
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cultivation conditions need to be optimized. Therefore, this study aims to:
identify the optimal condition for 1) growth, and 2) lipid accumulation by C.
zeylanoides through the use of statistical design tools with the culture medium

P.

2. Methods

2.1. Microorganism and culture media

C. zeylanoides QU 33 was isolated from homemade cheese in
Brazil (Landell et al. 2006). The strain is deposited at the Collection of
Microorganisms, DNA and Cells of Universidade Federal de Minas Gerais (CM-
UFMG) under the access number UFMG-CM-Y331. The strain was maintained
on YEPD agar slants containing (2 % glucose, 1 % peptone, 0.5 % yeast

extract) for 24 hours.

2.2. Culture conditions

The pre-culture was performed on an experimental culture
medium A containing: 10 % glucose (Dinamica, Brazil), 0.1 % (NH4)2S0O4
(Cromoline, Brazil), 0.1 % KH2PO4 (Vetec, Brazil) and 0.05 % MgCI2.6H20
(Nuclear, Brazil). Cells were grown to an optical density at 600 nm of 1.0 in a
rotary shaker (IKA, KS 4000) at 150 rpm and 25 °C for 40 hours. Seed culture
(10%) was inoculated into 250 mL flasks containing 100 mL of the experimental
culture medium P containing: glucose (Dinamica, Brazil), 0.05 % peptone

(Himedia, Brazil), 0.1 % KH2PO4 (Vetec, Brazil) and 0.05 % MgCIl2.6H20
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(Nuclear, Brazil), and cultivation for lipid accumulation was carried out in a

rotary shaker (150 rpm) at 25 °C for 72 hours.

2.3. Experimental design

Response surface methodology (RSM) was applied to identify
optimum levels of three variables: temperature (20-35 °C), pH (2.0 to 6.0), and
glucose concentration (10-40 g/100mL). The coded and encoded variables
used in RSM design are listed in Table 1. A central composite design (CCD)
with three independent variables was used. The experimental design consists of
eight factorial points, six axial points at a distance of £1.682 from the centre and
3 replicates of the central points. All variables were taken at a central coded
value considered as zero. The result was an experimental design of 17
experimental points, including three central points. All the experiments were
carried out in a randomized order. The model proposed for predicting the values
of the response variable was a quadratic one and was expressed according to
the following equation 1:

y=5 "‘Zﬂixi +Z:Biixi2 + Z_:Zﬂijxixj
i=L = i o (Eq.:1)

Where Y is the predicted response, B is the coefficient of the
equation, and xi and xj are the coded levels of variables i and j, respectively.
The statistical analysis of the model was performed in the form of analysis of

variance (ANOVA), the second-order model equation and significance of
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variables were determined by Fisher’s F-test. This design consists of replicated
center points and the set of points laying at the midpoints of each edge of the
multidimensional cube that defines the region of interest. The analysis of the
central composite experimental design was carried out using Design Expert

Software (Statistica version 12).

2.4. Gravimetric determination of biomass

For gravimetric analysis of biomass, the cultures were transferred
to 50 mL conical tubes, and centrifuged at 6000 rpm for 10 min to remove the
supernatant. This process was repeated in order to collect the biomass
corresponding to 100 mL cultures, followed by washing twice with 15 mL sterile
water. Cell pellets were stored overnight at - 30 °C in an Indrel® CLC300DAF
Freeze Dry System at 0.027 mbar, and freeze-dried - 47 °C for 24 h in an Liotop
1001 freeze-drier. Freeze-dried cell pellets were weighted at a Shimadzu

AY220 analytical balance, and the dry cells were used for lipid extraction.

2.5. Gravimetric determination of lipid content

Lipids were extracted from the yeast biomass produced under
different culture conditions according to Bligh and Dyer (1959). Dry biomass
was suspended in chloroform/methanol (2:1, v/v), and cell lysis occurred using
a T 18 BASIC ULTRA-TURRAX®/IKA homogenizer for 3 min, with ice cooling at
each minute to avoid lipid heating. Lysis was followed by filtration through filter
paper (MN-615, Macherey-Nagel), and the solvents were removed using a

rotary evaporator (Laborota 4000eco, Heidolph) at 60°C. Samples were dried at
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60°C for 24h to a constant weight, and weighted at a Shimadzu AY220

analytical balance.

2.6. Nile red fluorescence determination of neutral lipid

Cell suspensions were stained by the Nile red technique (Kimura et
al. 2004), and observed under fluorescence microscope (Olympus BX41) using
lenses with wavelengths ranging between 450-500nm, visible in x40. Lipids

were observed as yellow gold or reddish-yellow fluorescence droplets.

3. Results

The experimental values for the biomass and oil at different
combinations of the independent variables are summarized in Table 2, along
with the predicted response using a second order polynomial model based on
equation 1. For all combinations tested, biomass concentration ranged from
0.03g/L to 2.75 g/L, and oil content varied from 0.01 to 0.2 g/L. Interaction terms
of the second order polynomial model are shown in Table 3. The significance of
each coefficient and their interactions were determined using the t-test. Pareto
charts for the effects of temperature, pH, glucose and their interactions on
biomass and oil accumulation by Candida zeylanoides QU33 (L and Q
correspond to the effects at linear and quadratic level, respectively) can be seen

in Figure 1.

The values presented in Table 3 demonstrate that the linear
temperature term has the largest effect on oil production by C. zeylanoides
QU33. The cross product terms x1x2, x1x3 and x2x3 were not statistically
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significant (p > 0.1). The Pareto chart could also be used to appreciate the
degree of influence of each factor on the response. As can be seen in Fig. 1la
and Fig. 1b, the linear and the quadratic terms are significant at 10% level. After
neglecting of terms which were not statistically significant, the model was

rearranged in the following polynomial equations (2) and (3):

Equation 2: Biomass (g/L) = 2.51 — 0.82x1 — 0.026x2 — 0.58x1? -

0.327x22 - 0.23x3?

Equation 3: Lipid (g/L) = 0.158 -0.05x1 + 0.026x2 — 0.024x12 —

0.023x22- 0.022x3?

Analysis of variance (ANOVA) is required to test the significance and
adequacy of the model. ANOVA for response surface quadratic model for
biomass content and lipid productivity is presented in Tables 3 and 4. The
regression models accurately described the experimental data, which indicated
successful correlation among the three parameters that affected the two
responses as discussed above. This was supported by the values of correlation
coefficients of R?, 0.79 and 0.75 for biomass content and lipid productivity,
respectively. These R values suggested a satisfactory representation of the
process model and a good correlation between the experimental results and the
theoretical values predicted by the model equation. The ANOVA of the
guadratic regression model has demonstrated that the model is significant, as it
can be observed from the Fisher's F-test (F model biomass = 6.8 and F model
lipid = 8.6) with a low p value (p < 0.1) by biomass and lipid. The predicted

versus observed values of lipids indicate a good agreement between the
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polynomial regression model and experimental data, with a coefficient of

determination of 0.75 (R?).

For the studied case, the influence on the biomass and oil increases
with the decrease of the temperature. The p value of the models of 0.0003,
0.0567, 0.0227, 0.0567 and 0.0748 indicated the significance of the coefficients,
and it can be concluded that a change in the linear temperature caused the
major variation in lipid production. The effects: pH, the quadratic effect of pH
and glucose concentration was also statistically significant. In order to gain a
better understanding of the results, the predicted models are presented in Fig. 2

as the 3-D response surface contour plots.

3.2. Comparison of the Nile red fluorescence method with the

conventional gravimetric method

The Nile red staining of C. zeylanoides QU33 cells was performed in
each experiment. The results can be seen in Figure 3, in which the higher
yellow gold intensities were seen at temperatures below 27.5°C. These results
are in accordance with the gravimetric lipid values obtained for each

experiment.

4. Discussion

4. 1. Effects of process parameters on optimization

From the results obtained, it could be concluded that the temperature

had more significant effects on biomass yield and lipid content than pH and
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glucose concentration (Figs. 1 and 2). According to Fei et al. (2011), oleaginous
microorganisms can be divided into two groups in terms of low (25-30°C) and
high (35-40°C) optimum temperatures for lipid accumulation. C. zeylanoides
QU33 belongs to the low optimal temperature group. Cultivation at approximate
room temperatures is usually favorable for commercial production, since the
energy supply can be reduced. C. zeylanoides QU33 thereby satisfied this

criterion.

Nile red has been successfully used as a fluorescence probe for the
detection of neutral lipids in yeast (Poli et al., 2013), and rapid estimation of lipid
concentration in various oleaginous fungi (Kimura et al., 2004; Wolinski et al.
2011). In our experiments, the Nile red fluorescence confirmed the strong
influence of temperature. Earlier studies found that there is a significant
correlation between the fluorescence intensity of Nile Red-stained cells and the

lipid content in yeasts (Kimura et al., 2004) (Poli et al., 2013).

It is known that nitrogen limitation can endorse lipid accumulation by
oleaginous yeasts when carbohydrates are used as carbon sources (Ratledge
& Wynn, 2002). The cellular lipid accumulation process generally requires the
exhaustion of nitrogen to allow the excess carbon to be converted into lipids.
Under such conditions, the increase in intracellular lipid content results
essentially from the synthesis of saturated and monounsaturated fatty acids in
most oleaginous microorganisms (Papanikolaou & Aggelis, 2011). Lipid

productivity is the product of biomass density and lipid content. For C.
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zeylanoides QU33, both excessively low or high glucose concentration reduced

the lipid content.

5. Conclusion

The response surface methodology allowed the development of
empirical polynomial models for predicting biomass production and cellular lipid
content for the oleaginous yeast C. zeylanoides QU33 grown on glucose. The
derived equations and contour plots allowed the identification of optimal
parameters for obtaining maximal biomass density and lipid content. Resulted in

similar lipid content as those predicted by the models.
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Figure 1. Pareto chart for the effects of temperature, pH, glucose
(%) and of their interactions from C. zeylanoides yeast (L and Q correspond to
the effects at linear and quadratic level, respectively) (A) Biomass and (B) Lipid.
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Figure 2: Response surfaces of Candida zeylanoides QU 33
Biomass as a function of: (a) temperature and pH; (b) temperature and glucose,;

(c) pH and glucose. Lipid as a function of: (d) temperature and pH; (e)
temperature and glucose; (f) pH and glucose.
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Figure 3: Representative photos of yeast strains by lipid droplets
(yellow-gold) inside the cell visualized with objective lenses (40x).

84



Table 1. Uncoded and coded levels of independent variables for oll

extraction from yeast Candida zeylanoides QU33.

Variables Codes Levels

-1.68 -1 0 1 1.68
Temperature (°C) X1 20 23 27.5 32 35
pH X2 2 2.8 4 5.2 6
Glucose % X3 10 16.07 25 33.93 40
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Table 2: Design of the variables and experimental results regarding
biomass and lipid, CCD experimental results, predicted values, and residual

lipid.
Run  T(°C) pH Glucose % x (gL™) L(gL")Obs. L(gLY)Pred. L(gL™)
Residual
1 23 2,8 16,07 1,72 0,160 0,126 0,034
2 32 2,8 16,07 0,03 0,010 0,015 -0,005
3 23 52 16,07 2,22 0,120 0,164 -0,044
4 32 52 16,07 0,13 0,060 0,063 -0,003
5 23 2,8 33,93 1,41 0,090 0,112 -0,022
6 32 2,8 33,93 0,1 0,020 0,001 0,019
7 23 52 33,03 2,19 0,150 0,170 -0,020
8 32 52 33,93 0,12 0,010 0,069 -0,059
9 20 4 25 2,62 0,200 0,181 0,019
10 35 4 25 0,23 0,020 0,003 0,017
11 275 2 25 2,66 0,020 0,048 -0,028
12 275 6 25 1,61 0,200 0,137 0,063
13 275 4 10 2,31 0,100 0,101 -0,001
14 275 4 40 2,50 0,130 0,094 0,036
15 275 4 25 2,33 0,150 0,159 -0,009
16 275 4 25 2,26 0,170 0,159 0,011
17 275 4 25 2,75 0,150 0,159 -0,009

"X =biomass (g L 1), L =lipid productivity (g L )
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Table 3: Analysis of variance (ANOVA) of response surface
qguadratic model for the prediction of biomass from Candida zeylanoides QU33.

Fator Ssa df° MSS¢ F pd
(1)Temperature (°C)(L) 9,15258 1 9,152578 23,61469 0,000503
Temperature (°C)(Q)  3,75980 1 3,759796 9,70070 0,009844
(2)pH (L) 0,00971 1 0,009710 0,02505 0,877101
pH (Q) 1,20023 1 1,200232 3,09673 0,106192
Glucose (%)(Q) 0,60031 1 0,600308 1,54886 0,239167
Error 4,26338 11 0,387580

Total 17,49529 16

R?=0.76; Adj:0.64, 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=0.39DV: Biomass
(g/L)

SS2 Sum of squares

df®: Degrees of liberty

MSSE®: Average sum of squares

p%: < 0.1 is considered significative
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Table 4: Analysis of variance (ANOVA) of response surface
quadratic model for the prediction of microbian oil from Candida zeylanoides

yeast.

Factor SSa dfP

MSS®  F pd

X1: Linear Temperature 0,038246 1

X1: Quadratic

0,006222 1
Temperature
X2: Linear pH 0,009625 1
X2: Quadratic pH 0,006222 1

X3: Quadratic Glucose  0,005320 1
Error 0,015116 11

Total sum of squares 0,074188 16

0,038246 27,83176 0,000262

0,006222 4,52797 0,056786

0,009625 7,00425 0,022726
0,006222 4,52797 0,056786
0,005320 3,87172 0,074829

0,001374

R?=0.79; Adj:0.70, 3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=0.0014 DV: Lipid

(g/L)
SS2: Sum of squares
df®: Degrees of liberty
MSS¢: Average sum of squares
p%: < 0.1 is considered significative
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

A identificacdo molecular correspondeu uma identidade de 99% com
Candida zeylanoides, portanto estirpe QU33 foi identificada como pertencendo

a esta espécie.

No presente trabalho foi realizado um ensaio preliminar com a
Candida zeylanoides QU33 para avaliar seu crescimento nos pH 4, 6, e 8 nas
24, 48, 72 e 96 h de cultivo, usando tubos de ensaio, sendo o crescimento
avaliado visualmente no meio liquido GYP e no meio A, incubados na estufa a
25°C (Tabela 2). A avaliacdo do crescimento foi realizada pela verificacdo da
turbidez causada pelo crescimento da levedura. Com o pH 6 obtivemos maior
turbidez nas primeiras 48 horas nos dois meios testados. Também foi feito esse
ensaio para temperatura de 30°C e 35°C, demonstrando ter um melhor

crescimento com a temperatura de 30°C (Tabela 3).

Tabela 2: Ensaio preliminar da faixa de crescimento da levedura
QU33 em diferentes pH ao longo de 96h de cultivo com os meios GYP e A.

Meio GYP/A GYP/A GYP/A GYP/A
24h 48h 72h 96h
pH 4 0/0 +/0 ++/+ +++H++
pH 6 +/0 +/+ ++/+ +++/++
pH 8 0/0 +/0 ++/+ +++H++

0= sem crescimento, +=turbidez, ++=média turbidez, +++=alta turbidez.
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Tabela 3: Ensaio preliminar para avaliar o crescimento da levedura
QU33 em diferentes temperaturas ao longo de 96h de cultivo com 0s meios
GYP e A.

Meio GYP/A GYP/A GYP/A GYP/A
24h 48h 72h 96h

30°C 0/0 +/+ ++/++ +++/+++

35°C 0/0 0/0 +/+ +/+

0= sem crescimento, +=turbidez, ++=média turbidez, +++=alta turbidez.

Foram avaliadas as quatro fontes de carbono, como glicose, glicerol,
lactose e xilose, para verificagcdo da fonte de carbono preferida pela Candida
zeylanoides QU33, fixando a fonte de nitrogénio como sulfato de aménio, na
razdo de C/N de 100:1 por 7 dias de incubacdo a temperatura ambiente.
Conforme pode ser observado na Figura 5, a fonte de carbono que apresentou
crescimento mais expressivo e uniforme foi a glicose (Figura 5). A melhor
intensidade de fluorescéncia amarelo-ouro apés coloracdo com vermelho de
Nilo também foi obtida com a glicose. Sabemos que a intensidade de
fluorescéncia correspondente a quantidade de lipideos intracelulares, sendo,
portanto, um método de estimativa rapida do teor lipidico intracelular em
microrganismos, utilizado ja por varios autores, como Kimura et al. (2004), Liu
et al. (2008), Chen et al., (2009) e Poli et al., (2013). A maioria dos estudos
sobre a produgdo de lipideos em microrganismos oleaginosos (microalgas,
fungos, bactérias, etc) foram realizadas com glicose como Unica fonte de

carbono (Li et al., 2007, Papanikolaou et al., 2010, Steen et al., 2010).
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Figura 5: Crescimento celular da Candida zeylanoides QU33 sob as
condic¢des de cultivo de 25°C, 150 rpm, por 7 dias.

Conhecendo o intervalo de crescimento da levedura de acordo com
0s parametros pH e temperatura (Tabelas 2 e 3), foram realizados entdo a
triagem com os experimentos utilizando o meio A em Erlenmeyer de 250 mL,
sob as condicdes descritas nos materiais e métodos, para avaliar o acumulo de
lipideo intracelular com o fluorocromo Vermelho de Nilo. Todas as linhagens
avaliadas apresentaram gotas lipidicas, no entanto, este acimulo ocorreu em
proporcdes diferentes em cada tratamento. Desta forma em pH inferiores
houve uma maior intensidade amarelo-ouro, porém com um baixo crescimento
celular, dificultando a obtencdo de lipideo pelo método gravimétrico. Os
resultados obtidos demonstram que o pH influencia no crescimento deste

microrganismo, sendo preferidos para seu crescimento os pH mais préximos do
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pH neutro. No entanto, na figura 6 observa-se que com o pH 2, acido, a
intensidade da fluorescéncia fica mais amarela e com o aumento do pH a

fluorescéncia torna se mais alaranjada, como demonstrado com o pH 8.

Figura 6: Candida zeylanoides QU33 observada em microscopio de
fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano em pH de 2, 3,
4, 6 e 8 na figura da direita e da esquerda com luz branca. Segundo as
condicdes de cultivo de 25 °C, 150 rpm, por 72 h.

No artigo Hall & Ratledge, 1977 com a Candida 107 acreditavam
que o pH néo tinha um importante efeito sobre a producao de lipideos, ndo era
tdo amplamente estudado como o0s outros parametros. Neste artigo foi
demonstrado que temperatura foi importante no acimulo de lipideo, contudo o
pH teve pouca influéncia sobre a quantidade de lipideo produzido e na sua

composicao de acido graxos.

No trabalho com outra levedura, Cryptococcus albidus (Fei et al.,

2011), o acumulo de lipidios foi fortemente inibido em pH acido, abaixo de pH
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4,0. No entanto, a partir de pH 5,5 a 7,0, C. albidus apresentou boa capacidade
de acumulo de lipideos. A concentracdo mais elevada de lipideos e rendimento
foram de 0,3 g/L e 26,7% com o pH 6,0 nessa levedura. No primeiro momento
deste trabalho, foi verificado pelo vermelho de Nilo, que pH mais acido era
favoravel para o acumulo de lipideo pela C. zeylanoides QU33, porém seu
crescimento celular também ficava inibido, da mesma forma que com a C.
albidus. Com o pH mais préximos do neutro a C. zeylanoides QU33 se
desenvolvia melhor. Logo, era necessario descobrir a condi¢do ideal para seu
crescimento e acumulo de lipideo, entdo foi realizado a otimizacdo com a

metodologia de superficie de resposta e assim descoberto o seu pH 6timo.

Na literatura, valores de pH diferentes séo relatados para acumulo
de lipideos em microrganismos, o qual parece depender das fontes de carbono
e das fontes de nitrogénio utilizadas. Um pH 6timo de 4,9 para a acumulacéo
de lipideos foi encontrado quando a glicose foi utilizada como uma fonte de
carbono, enquanto o pH 6timo de 4,0 quando o etanol foi utilizado como fonte
de carbono (Angerbauer et al.,, 2008) com a levedura Lipomyces starkeyi.
Verificou-se no artigo Il neste trabalho, quando feito a otimizacdo com o a
fonte de nitrogénio sendo a peptona, o pH 6timo foi de 4, e quando realizada a
otimizacdo com sulfato de amdnio, o pH 6timo foi de 7 (artigo 1), demonstrando
também que variando a fonte de nitrogénio também influencia no pH 6timo de

acumulo de lipideo.

Na Figura 7 é analisada a influéncia da temperatura no acumulo

de lipideo pela microscopia de fluorescéncia, observando uma goticula
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amarelo-ouro intracelular a 20°C, e nenhum acumulo de lipideo e crescimento
celular a 40°C. Demonstrando ter um melhor desempenho no crescimento
celular em temperaturas abaixo de 25°C. Entretanto houve uma boa
intensidade com o vermelho de Nilo a 35°C, porém um baixo crescimento
celular, provavelmente pela influéncia do estresse da temperatura que o
microrganismo esta sofrendo. No trabalho realizado em 2011 pelo Q. Fei e
colaboradores com a Cryptococcus albidus, houve bom crescimento e acumulo
de uma grande quantidade de lipideos num intervalo de temperatura de 20-30
°C, tendo sido as concentragdes maximas de lipideos obtidas a uma
temperatura de 25°C. E em contraste, os lipideos ndo foram acumulados a 35
°C, apesar de obterem crescimento celular maximo em 48 horas nesta
temperatura com o C. albidus (Fei et al., 2011). A levedura C. zeylanoides QU
33 teve um comportamento semelhante, com um bom crescimento em

temperaturas mais baixas, como verificado na Figura 7.
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Figura 7: Candida zeylanoides QU33 observada em microscépio de
fluorescéncia apds coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano nas
temperaturas de 20°C, 25°C, 35°C e 40°C na imagem da esquerda e na da
direita leveduras sob a luz branca. Segundo as condi¢des de cultivo 150 rpm,
por 72 h.

Na maioria das leveduras oleaginosas os efeitos da concentracéo
de glicose no crescimento e na producéo de lipideos ocorrem quando a fonte
de nitrogénio é exaurida, tendo a fonte de carbono ainda disponivel e em
excesso, continuando a ser assimilada pelas células, que progressivamente se
tornam obesas. E de se esperar que tendo maior aporte de fonte de carbono,
maiores concentracdes de glicose, ela se tornara obesa mais rapidamente. Em
um trabalho referente a produgdo de lipideos pela Rhodotorula glacialis

DBVPG 4785 (Amaretti et al., 2010), foram testadas as seguintes

concentracdes iniciais de glicose: 1, 4, 6, 8, 16, 40, 80, 120, e 160 g/L, num
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experimento em batelada com um biorreator. A concentracéo de glicose de 120
e 160 g/L correspondeu a maior producdo de lipideos, 19 e 22 glL,
respectivamente. Foi descrito que as células ndo se multiplicaram durante a
fase lipogénica, enquanto estd aumentando a producdo de biomassa
proporcionalmente ao consumo de glicose, ocorrendo o acumulo de intracelular
de lipideos. Pode-se avaliar na figura 8 que, em concentracbes superiores a
12% de glicose, se obteve uma maior fluorescéncia pela metodologia do

Vermelho de Nilo com a levedura C. zeylanoides QU33.

Figura 8: Candida zeylanoides QU33 observada em microscépio de
fluorescéncia apos coloragdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano concentragdes
de glicose, como 5%, 8%, 12%, 14% e 20%. Segundo as condi¢des de cultivo
25 °C, 150 rpm, por 72 h.
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Foram testadas as velocidades de agitacdo para incubacao de
150, 200 e 300 rpm e as condi¢cBes iniciais de 150 rpm mostraram mais
favoraveis ao acumulo de lipideo segundo a metodologia do vermelho de Nilo,
como pode ser observado na figura 9. A maioria dos trabalhos com leveduras
usaram agitacdo de 150 rpm com objetivo de acumular lipideo (Deak et al.,
2000, Cui et al., 2012, Peng et al. 2013, Poli et al., 2013, Shareck et al., 2011),
no entanto com algas variam de 200 a 300 rpm (Hosokawa et al., 2003, Taha et

al., 2010 (Vasudevan & Briggs, 2008).

Figura 9: Candida zeylanoides QU33 observada em microscoépio de
fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano nas
velocidades de agitacdo de 150, 200 e 300 rpm. Segundo as condi¢des de
cultivo 25 °C, 150 rpm, por 72 h.

No artigo | podemos relacionar o peso gravimétrico de lipideo das
diferentes fontes de nitrogénio com a intensidade do vermelho de Nilo, no qual

a fluorescéncia mais intensa foi com o meio P, seguido pelo meio N, YE, S da
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mesma forma como se comportou a quantidade de lipideo no grafico 1B do
artigo I.

Em relacdo aos efeitos dos componentes do meio de cultura sobre a
biomassa e a producdo de lipideo em trabalhos com T. fermentans, entre as
fontes de nitrogénio testadas, a ureia apresentou crescimento maximo para a
biomassa (23,1 g/L), seguido pela peptona (19,7 g/L). No entanto, o rendimento
do acumulo de lipideo em relacdo a biomassa foi melhor com a fonte de
nitrogénio sendo peptona (54,9%) e a producdo maxima de lipideos de 10,8
g/L. As fontes de nitrogénio (NH4)2SOa4, NH4Cl e NHs4NOs tiveram baixo
rendimento de biomassa quanto de lipideos, indicando que as fontes de
nitrogénio organico sdo mais benéficas para a producdo de lipidios em T.
fermentans que as fontes de nitrogénio inorgéanico (Zhu, Zong, & Wu, 2008). No
presente estudo também se observou um melhor crescimento e acumulo de
lipideo com fonte de nitrogénio organica, sendo, portanto superiores na
producdo de biomassa em relacdo ao peso gravimétrico das inorganicas. E
quando testado nitrato de potassio foi obtido crescimento nulo (dado néo

apresentado).
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Figura 10: Candida zeylanoides QU33 observada em microscopio
de fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar
gotas lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano em
diferentes fontes de nitrogénio. S: (NH4)2SOas, N: NH4NOs, P: Peptona, YE:
Extrato de levedura. Condigdes de cultivo 25 °C, 150 rpm, por 72 h.

O extrato de levedura também se mostrou importante para o
crescimento da C. fascians CF15 com Cooper et al. (1981) usando como fonte
de carbono a sacarose, a concentracdo da biomassa aumentou 600%.
Resultados semelhantes foram obtidos por Cooper e Paddock (1984), que
relataram que o extrato de levedura mostrou alta influéncia sobre a producao
de biomassa de T. bombicola. A biomassa produzida com C. ingens (24 g/L) foi
maior do que com T. bombicola (9,1 g/L) (Cooper e Paddock, 1984) e C.
bombicola NRRL 17069-Y (11,7 g/L) cultivadas sob as mesmas condi¢cbes
Otimas de cultura (Amézcua et. al., 2007). Da mesma forma o extrato de

levedura como fonte de nitrogénio apresentou grande influéncia no crescimento
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da biomassa, com crescimento maximo de 2,4 g/L demonstrado no artigo I,
sendo 43% superior as quantidades de biomassa produzidas com as fontes

inorganicas.

Muitos fatores, incluindo os componentes do meio, tais como a fonte
de carbono, fonte de nitrogénio e razao C/N, bem como as condi¢bes de
cultura (temperatura e pH) tém influéncia significativa sobre o crescimento
celular e acumulo de lipideos pelos microrganismos oleaginosos (Papanikolaou
et al, 2007). A razdo C/N 400:1 para o acumulo de lipideo foi melhor segundo a
metodologia do vermelho de Nilo (figura 11), ja que apresentou uma
intensidade maior em relacdo as outras testadas. Contudo essa relagéo fez
com que reduzisse demais o0 crescimento da biomassa e, consequentemente, a
quantidade de lipideo, podendo ser comparado aos pesos gravimétricos nas
figuras 2 A e 2 B no artigo |, prevalecendo a razdo 200:1 como a melhor para

biossintese do 6leo microbiano.
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Figura 11: Candida zeylanoides QU33 observada em microscopio de
fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano nas diferentes
razbes C/N com a fonte de carbono sendo glicose e a fonte de nitrogénio sendo
peptona. Condi¢des de cultivo 25 °C, 150 rpm, por 72 h. Razbées C/N de 10:1,
20:1, 100:1, 200:1 e 400:1.

Num estudo com L. starkeyi foi comparado as diferentes razées C/N
de 150, 60, 30, 20 e 15. Os resultados apresentados com o0 maior teor de
lipideos foram com a raz&o a razdo de C/N 150:1, com 68% de lipideos em
relacdo a biomassa seca (Angerbauer et al., 2008). Também foi verificado que
a alta razdo de C/N de 120:1 foi favoravel tanto para sintetizar lipidios quanto

carotendides pela Rhodotorula glutinis (Schneider et al., 2013).
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Figura 12: Composicdo dos principais acidos graxos da C.
zeylanoide. Condicdes de cultura da Fig. 10.

No artigo Il a otimizagao foi capaz de produzir uma boa quantidade
de biomassa (4,02 g/L) no experimento de numero 9 com cinco dias de
crescimento em glicose e sulfato de aménio como fontes de carbono e
nitrogénio, respectivamente. Houve um aumento de aproximadamente 140%
no crescimento de biomassa e um aumento de 78 % de lipideo em relacdo ao
artigo | (Rosa et al., 2014) com essas fontes de C e de N. O acumulo
visualizado com o fluorocromo Vermelho de Nilo ficou com uma intensidade
bem superior ao primeiro artigo, podendo comparar a figura 13 com 20°C de
cultivo com a figura 10 com o meio S. Neste artigo a composicéo deste meio
levou a um perfil lipidico predominantemente de &cidos graxos insaturados
(figura 12), podendo ser empregado na industria de alimentos, tanto na
farmacéutica sendo uma alternativa na obtencédo de Omega 3 e Omega 6. Os
resultados obtidos no Artigo | (Rosa et al.,, 2014) mostram que, quando as
condicdes de cultivo, bem como o meio de cultura s&o modificados, a
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composicdo dos acidos graxos também sofre alteracbes. Portanto, o oleo
obtido a partir de uma determinada espécie de levedura pode ter mais de uma

aplicacdo a medida que as condi¢cfes e/ou 0 meio de cultivo forem modificados.

Na otimizagdo com sulfato de aménio no artigo Il a producdo
maxima de biomassa pela levedura C. zeylanoides QU33 foi de 4,02 g/L no
experimento 9 e de acumulo de lipideo foi de 0,16 g/L no experimento 8.
Obtendo maior producdo de biomassa em menores temperaturas e com
concentracbes mais altas de glicose, sendo que a temperatura Otima para
producdo de biomassa foi a 20°C, enquanto de lipideo foi de 26,4°C com uma
concentragdo de glicose de 16,5%. Na figura 13 com a metodologia do
vermelho de Nilo sdo demonstrados os pontos extremos da otimizagdo nas
mesmas condi¢cdes de pH e concentracdo de glicose, demonstrando que a
temperatura também influencia no acimulo de lipideo, sendo com 20°C a
intensidade de lipideo intracelular bem superior a temperatura de 28°C

demonstrados na figura 13.
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Figura 13: Candida zeylanoides QU33 observada em microscopio de
fluorescéncia apos coloracdo com vermelho de Nilo. Pode-se observar gotas
lipidicas amarelo-ouro indicando o acumulo de 6leo microbiano a partir da
otimizagdo com sulfato de amonio. Condigbes 150 rpm, por 120 h, pH 7, 14%
de glicose. A figura da direita a 20°C e a figura da esquerda a 28°C.

Foi previamente demonstrado no artigo | (Rosa et al., 2014) que a
utilizacdo da peptona como fonte de nitrogénio era mais eficiente para o
acumulo de lipideo. Além disso, foram avaliados os parametros que
influenciavam o acumulo de lipideo, como a concentracao de fonte de carbono,
a temperatura de incubacéo, a agitacdo e o pH. A partir disso montou-se a
analise do desenho experimental no artigo Ill e pode-se avaliar todo tipo de
interacdo nesse processo em relacdo ao pH, temperatura e concentracdo de
glicose. Os resultados apresentados mostraram um bom ajuste no modelo
escolhido. Isto é devido aos parametros previamente selecionados para aplicar
a metodologia de superficie de resposta. O F calculado foi maior que o F
tabelado tanto na producédo de biomassa quanto de lipideo, e também tiveram
coeficiente de regressédo razoavel para um ensaio microbioldgico. O residuo do

modelo foi minimo, o que é fundamental na avaliacdo da qualidade do ajuste
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do modelo, ou seja, todas as previsdes (ou predicbes, como se diz na

estatistica) coincidiram com os resultados observados.

No artigo Il pode-se comparar a intensidade de fluorescéncia com a
quantidade de acumulo de lipideo, mostrando ter um melhor acimulo de lipideo
0 experimento de nimero 9, tendo uma boa correlagédo por esta metodologia do
vermelho de Nilo em relagdo ao peso gravimétrico, esse ponto ideal para
biossintese de Oleo microbiano foi também favoravel para o crescimento

celular.
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6. CONCLUSOES

Esta dissertacdo teve como foco a biossintese de 6leo microbiano a
partir de diferentes condi¢des de cultivo, por meio da selecéo de uma linhagem
de levedura potencialmente oleaginosa. Foi identificada as principais condi¢cdes
de cultivo, e também foi aplicada a metodologia de triagem com microscopia de
fluorescéncia, a qual facilitou na escolha dos parametros para o delineamento
experimental afim de aplicar a Metodologia de Superficie de Resposta. As

principais contribuicdes resultantes destes estudos estdo resumidas abaixo.

= A levedura Candida zeylanoides QU33 foi selecionada

como potencialmente oleaginosa.

= A metodologia de triagem com vermelho de Nilo foi eficaz e
rapida para a selecdo das leveduras potencialmente oleaginosas,
apresentando resultados compativeis com a andlise gravimétrica dos

lipideos.

= A levedura Candida zeylanoides QU33 foi capaz de crescer
e acumular lipideos em glicose, glicerol e trealose como Unicas fontes

de carbono.

=0 meio de cultura, assim como as condicfes de cultivo,
influenciaram no perfil de acidos graxos presentes no 6leo produzido

pela levedura C. zeylanoides QU33.
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*A metodologia de superficie de resposta permitiu o
desenvolvimento de um modelo polinomial de segunda ordem empirico
para a previsdo da producdo de biomassa e do conteudo lipidico
intracelular pela levedura Candida zeylanoides QU33 quando cultivada
em glicose como fonte de carbono. No experimento com a temperatura,
o pH e a concentracéo de glicose 6timos foram obtidos até 0,16 g/L de
lipideo com a fonte de nitrogénio sendo sulfato de amoénio e 0,2 g/L de

lipideo com a fonte de nitrogénio sendo peptona.

A perspectiva com base nos resultados obtidos na presente

dissertacdo pode ser proposta para trabalhos futuros:

e UtilizacBo de residuos industriais como matéria prima para a

producédo de 6leo microbiano;

e Otimizacdo da producdo de 6leo microbiano em biorreator para
maior controle das varidveis do processo, como aeracdo, agitacao,

temperatura e pH;

eEngenherar a C. zeylanoides QU33 com as enzimas presentes

nas leveduras oleaginosas;

e Estudo do modelo de obesidade;
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