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RESUMO

Leveduras oleaginosas possuem a capacidade de sintetizar grande quantidade de lipideos em
suas células, gerando produtos de alto valor agregado através de um processo sustentavel. Um
perfil de acidos graxos poli-insaturados é de grande interesse por parte das industrias
alimenticia e farmacéutica e tém sido alvo de diversos estudos em relacdo a sua producgéo e
efeitos beneéficos a satde. O presente trabalho teve como objetivo produzir acidos graxos poli-
insaturados pela levedura Meyerozyma guilliermondii BI281 utilizando glicose, glicerol
residual e permeado de soro de queijo como fontes de carbono. Avaliou-se 0 metabolismo da
levedura em meios de cultivo com diferentes composigdes (“meio A” e “base YM”) e
comparou-se 0 seu desempenho em razbes C/N 100: 1 e 50:1. A levedura foi capaz de
metabolizar todos os substratos testados e o meio de cultivo “A” com glicerol residual e razao
C/N 50:1 mostrou-se 0 mais adequado, obtendo valores de 5,67 g.L™* de biomassa e 1,04 g.L™*
de lipideos, representando aproximadamente 18 % do peso da massa seca de biomassa. Esta
condicdo foi escalonada para biorreator de 2 L, onde condicbes de aeracdo e controle de pH
puderam ser avaliadas, apresentando quantidade semelhante de lipideos (1,08 g.*) e uma
maior producédo de biomassa (7,05 g.L™?). Os acidos graxos sintetizados apresentaram em sua
composicdo &cido laurico (Ci2o), acido mistirico (Cia), acido palmitico (Cieo), éacido
pamitoleico (Cie:1), acido estearico (Cis:), acido oleico (Cig:1 n-9), acido linoleico (Cig:2 n-6) €
acido linolénico (Cis:3n-3).

Palavras-chave: éleo microbiano, lipideos, glicerol residual, permeado de soro de gueijo.



ABSTRACT

Oleaginous yeasts are able to synthesize high amounts of lipids in their cells, producing high
added-value products through a sustainable process. Food and pharmaceutical companies
have great interest in polyunsaturated fatty acids depending on their profiles and many studies
related to their production and health benefits have been carried out. The aim of this study
was to produce polyunsaturated fatty acids by the yeast Meyerozyma guilliermondii BI281A
using glucose, crude glycerol, and cheese whey permeate as carbon sources. Yeast
metabolism was evaluated in different compositions of culture media (“A” and “YM?”) and at
different C/N ratios (100:1 and 50:1). The yeast was able to assimilate all substrates tested,
and medium “A” with crude glycerol as carbon source at a C/N ratio of 50:1 had the most
efficient result with biomass production of 5.67 g.L™ and lipid production of 1.08 g.L™?, which
represented 18 % of dry cell weight. This composition was scaled-up to a 2 L bioreactor,
where it was possible to measure pH and aeration conditions, and showed similar lipid
production (1.08 g.L'!) and higher biomass production (7.05 g.L?). Fatty acids profile
obtained was composed by lauric acid (Ci2:0), myristic acid (Ci4:0), palmitic acid (Cieo),
palmitoleic acid (Cie:1), stearic acid (Cis:0), oleic acid(Cig:1), linoleic acid (Cis:2 n6), and
linolenic acid (Cis:3n-3).

Keywords: microbial oil, lipids, crude glycerol, cheese whey permeate.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

Oleos microbianos, conhecidos como Single Cell Oils (SCO), sdo os lipideos
armazenados de forma intracelular e compostos por triacilglicerdis (TAG). Os
microrganismos oleaginosos, capazes de acumular mais de 20 % de sua biomassa em lipideos,
tém sido utilizados como fontes alternativas para producdo de 6leos (RATLEDGE, 2010).
Dependendo do microrganismo utilizado, o perfil lipidico pode variar fazendo com o que o
6leo produzido tenha diversas aplicagdes industriais. Bactérias acumulam O6leos de interesse
para biocombustiveis, visto que estes normalmente ndo sdo apropriados para 0 consumo
humano. J& microrganismos eucarioticos, como leveduras, produzem 6leos comestiveis e que
possuem composi¢do similar a 6leos e gorduras encontrados em plantas ou animais
(RATLEDGE, 2010).

Os fatores para avaliacdo do potencial dos microrganismos oleaginosos sao a
capacidade de utilizacdo de substratos econdmicos, a qualidade e a quantidade do Oleo
produzido (THEVENIEAU E NICAUD, 2013). Estudos sobre a utilizagdo de substratos de
baixo custo tém sido desenvolvidos utilizando residuos das industrias agro-alimentares e do
biodiesel, como soro de queijo (AKPINAR-BAYIZIT et al., 2014), casca de arroz
(ECONOMOU, CH N. et al., 2011), xilose e glicerol (PAPANIKOLAOU E AGGELIS, 2002;
FAKAS et al., 2009). Além do material utilizado como substrato, a qualidade do dleo
produzido pelos microrganismos também € uma caracteristica de grande importancia.
Recentes estudos tém demonstrado que o consumo de acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
como Omega 3, trazem varios beneficios a salde. O estudo do metabolismo de
microrganismos capazes de sintetizar AGPI vem crescendo, pois o0 consumo regular de alguns
deles auxilia na prevencéo de doencas cronicas, como diabetes, obesidade, artrite reumatoide,
depressdo, asma, doencas auto-imunes e cardiovasculares (SIMOPOULQS, 2006). Dentre os
AGPI, destacam-se o acido linolénico (ALA), o é&cido eicosapentandico (EPA) e o
decosaexaendico (DHA).  Estudos indicam que a ingestio de DHA auxilia no
desenvolvimento do cérebro e dos olhos em bebés, alem de auxiliar na saude do coragédo
(WARD E SINGH, 2005).

Em virtude da importancia do consumo de AGPI, as industrias de alimentos
demandam grande quantidade destes lipideos para fortificacdo e/ou suplementacdo de
alimentos (BELLOU et al., 2016). Em compara¢do a outros microrganismos, as leveduras e 0s

fungos oleaginosos acumulam maior quantidade de lipideos ricos em acidos graxos poli-
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insaturados (RATLEDGE, 1994). O interesse na utilizagdo destes microrganismos para este
fim se torna ainda maior porque as fontes convencionais de acidos graxos poli-insaturados sdo
principalmente 6leos oriundos de peixes. O uso deste 6leo como suplemento possui limitacGes
naturais e sensoriais, pois promovem a reducdo da populacdo de peixes, possuem odor
indesejavel e a presenca de metais pesados (BELLOU et al.,, 2016). Outra questdo que
favorece a utilizacdo de &cidos graxos oriundos de microrganismos é o fato destes ndo
competirem com a cadeia produtiva de alimentos, visto que a sua producdo é independente de
mudancas climaticas e sazonalidade e ndo utiliza terras araveis (OCHSENREITHER et al.,
2016).

O répido crescimento populacional e a busca por alimentos mais nutritivos demandam
da inddstria uma utilizacdo cada vez maior de AGPI. Devido a necessidade em encontrar-se
fontes alternativas e econémicas para producdo destes 6leos, o presente projeto de pesquisa
teve como objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico do emprego da levedura Meyerozyma
guilliermondii BI281A, recentemente isolada no Rio Grande do Sul, para a producdo de
acidos graxos poli-insaturados, utilizando diferentes residuos agro-industriais como substrato.
A escolha deste microrganismo baseou-se no fato de, além de ter demonstrado potencial em
estudo realizado anteriormente, ainda desconhece-se seu metabolismo quanto a sintese de

lipideos e foi pouco estudada na literatura quanto a producéo de dleo.

Os objetivos especificos foram:

1. Avaliar a capacidade de sintese de acidos graxos poli-insaturados pela Meyerozyma
guilliermondii BI281A;

2. Avaliar os residuos permeado de soro de queijo (agroindustrial) e glicerol (producédo

de biodiesel) como substratos para a produc¢éo de éleo microbiano;

3. Escalonar o processo de producao de 6leo em biorreatores de bancada;

4. Avaliar o perfil lipidico dos &cidos graxos produzidos através de cromatografia

gasosa.



CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OLEO MICROBIANO

Todos os organismos Vvivos sintetizam uma quantidade minima de gordura para
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manutencdo de suas funcBes, no entanto apenas um pequeno ndmero de microrganismos é

capaz de acumular mais que 20 % de sua biomassa em lipideos (RATLEDGE, 2004). Os

6leos produzidos por estes microrganismos, conhecidos como Single Cell Oils (SCO), sdo

uma alternativa aos 6leos vegetais e a gordura animal (Tabela 1) (RATLEDGE, 2010). Além

disso, possuem grande potencial como matéria prima para a producdo de biocombustiveis e

6leos comestiveis, pois sdo renovaveis, possuem alta taxa de crescimento e ndo sofrem
influéncias climéticas (LI et al., 2008; ZHU et al., 2008; BELLOU et al., 2016). A quantidade

e a composicdo dos lipideos produzidos variam de acordo com a espécie da levedura, as

condicdes de cultivo, a disponibilidade de nutrientes e a fonte de carbono (EASTERLING et

al., 2009).
Tabela 1. Conteudo lipidico (%) e perfil de &cidos graxos de plantas e microrganismos oleaginosos.
||§|(:jr:§)u?(;> | Cl410 C16:10 Cl8:1 C182 C18:3
Oleaginosas
Amendoim 50 11 48 32
Girassol 45 7 19 68
Soja 20 11 24 54
Frutos de arvores
Coco 50 18 9 6 2
Oliva 15-35 13 71 10
Palma 50 1 14 38 10
Microrganismos
Leveduras
Cryptococcus
albidus 60 12 73 12
Lipomyces starkeyi 63 34 51 3




Tabela 1. Contetdo
(continuacdo).
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lipidico (%) e perfil de &cidos graxos de plantas e microrganismos oleaginosos

Conteddo )10 C16:10 C16:1 C18:0 C181 C182  Cl8:3
lipidico (%)
Rhodosporidium
] 66 18 3 3 66
toruloides
Rhodotorula
o 72 37 1 3 47 8
glutinis
Yarrowia lipolytica 36 11 6 1 28 51
Fungos
Mortirella
) . 50 29 3 55 3 3 (n-6)
isabelina
Mucor
o . 25 22 5 38 10 15 (n-6)
circinelloides
Aspergillus terreus 2 23 trago 14 40
Bacteria
Rhodococcus
19-26 3-19 6-74
opacus
Microalgas
Chlorella sp 28-32 7-19 10,9 1-4 8-9 1-14 16-19
Chlorella
o 28-32 23 2 2 36 18 8
zofingiensis
Chatocerus
) 31-68 18-40 5-40 0-25 0-4 0-5 0-5
muelleri

Fonte: Adaptado de Thevenieau e Nicaud (2013).

O interesse em 0Oleos produzidos por microrganismos para 0 consumo humano cresceu

com o surgimento de evidéncias de que acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa sédo

importantes para a salde (RATLEDGE, 2010). Os principais compostos produzidos por

microrganismos oleaginosos sdo &cido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), &cido
estedrico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2) e &cido linolénico (C18:3)

(FEl et al., 2011).

As leveduras destacam-se em relacdo aos outros microrganismos para a producao de

Single Cell Oils pela sua morfologia e condi¢6es de cultivo, que facilitam o manejo em larga
escala (PAPANIKOLAOU E AGGELIS, 2011a). Além disso, possuem vantagem em relacdo
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a particularidade dos lipideos produzidos, que podem substituir acidos graxos de alto valor
comercial encontrados em plantas e no reino animal (PAPANIKOLAOU, 2011). Algumas
espeécies de leveduras estudadas sdo Yarrowia lipolytica, Candida 107, Rhodotorula glutinis,
Rhodosporidium toruloides, Cryptococcus curvatus, Trichosporon pullulan e Lipomyces
lipofer (LAMERS et al., 2016).

A espécia Yarrowia lipolytica é uma das mais relatadas na literatura, tendo seu
metabolismo extensamente estudado e que serve de exemplo para as demais leveduras
oleaginosas (PAPANIKOLAOU E AGGELIS, 2002; 2011b; TSIGIE et al., 2011). Além
disso, diversos estudos foram realizados avaliando condigdes de cultivo e através de
modificacbes genéticas nesta espécie, com intuito de alcancar altos teores de lipideos
intracelulares e perfis de acidos graxos poli-insaturados (MATTANNA et al., 2014; POLI et
al., 2014; XIE et al., 2015; BELLOU et al., 2016).

A levedura Meyerozyma guilliermondii, conhecida anteriormente por Pichia
guilliermondii, j& foi relatada como oleaginosa (WANG, 2012), no entanto pouquissimos
estudos a respeito do seu metabolismo foram publicados e ainda ha muito a se explorar.
Ramirez-Castrillon e colaboradores (2017) desenvolveram experimentos anteriores,
reportando a capacidade de acimulo de lipideos na linhagem utilizada no presente trabalho e
otimizaram as condi¢cbes de agitacdo e temperatura para a levedura Meyerozyma
guilliermondii B281A. Além disso, também testaram diferentes fontes de carbono (glicose,
glicerol puro e glicerol residual) e nitrogénio (peptona, (NH4)2SOa, triptona, NHsNO3 e

extrato de malte).

2.2 CONDICOES DO ACUMULO DE LIPIDEOS

Os parametros que influenciam a producdo de éleo microbiano sdo temperatura, pH,
aeracdo, substrato e a disponibilidade de nutrientes (BELLOU et al., 2016). Para que ocorra o
acumulo de lipideos em um microrganismo oleaginoso € necessario que o meio de cultura
tenha um excesso de fonte de carbono e uma quantidade de nitrogénio limitante. Desta forma,
guando o microrganismo se multiplica, a fonte de nitrogénio se esgota rapidamente e a fonte
de carbono continua sendo assimilada e é convertida em lipideos intracelulares (Figura 1).
Quando um microrganismo ndo-oleaginoso € cultivado nas mesmas condi¢Bes, a

multiplicacdo de células também cessa apds o esgotamento da fonte de nitrogénio. No
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entanto, se a fonte de carbono continua sendo assimilada, esta passa a ser convertida em
biomassa (RATLEDGE, 2004).

FASE DE FASE DE ACUMULACAO
~*= CRESCIMENTO — ™ LIPIDICA —
100

BIOMASSA ~

60

75 |

v

NITROGENIO

N

LIPIDEOS

GLICOSE / NITROGENIO (escala arbitraria)
o
o
|

7\

GLICOSE

BIOMASSA (peso seco) / LIPIDEOS (% peso seco)

iy \
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Figura 1. Representacdo esquematica da acumulacéo lipidica em microrganismos oleaginosos.
Fonte: Adaptado de Ratledge (2004).

A sintese de lipideos pode ocorrer por duas vias metabolicas: a “ex novo” e a “de
novo” (BEOPOULOS et al., 2011). Pela via “ex novo”, 0 processo de acimulo de lipideos
ocorre quando substancias hidrofobicas sdo utilizadas como substrato. Ja pela via “de novo”,
0 acumulo ocorre quando a glicose ou outro composto hidrofilico é utilizado como substrato
(PAPANIKOLAOU, 2011). Neste caso, a molécula precursora para a biossintese de acidos
graxos € o acetil-CoA e sua formacédo tem sido atribuida devido a presenca da enzima ATP
critato liase (ACL) (RATLEDGE, 2004). Em leveduras esta molecula provém do citrato, que
se torna disponivel no citosol apds uma série de transformacdes induzidas pelas condicGes

limitantes da fonte de nitrogénio bioquimicas (Figura 2) (BELLOU et al., 2016).
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Figura 2. Representacdo esquematica da bioquimica do processo de acimulo de lipideos. Enzimas: 1, piruvato-
desidrogenase; 2, citrato-sintase; 3, aconitase; 4, isocitrato-desidrogenase; 5, AMP desaminase; 6, ATP citrato
liase; 7, acetil-coA carboxilase; 8, acido graxo sintase; 9, malato desidrogenase; 10, enzima malica.
Fonte: Adaptado de Ratledge (2004).

Quando a fonte de nitrogénio comeca a se esgotar, as células apresentam um aumento
na atividade da AMP-desaminase em até cinco vezes. Com isso, ocorre a degradagdo da AMP
(adenosina monofosfato) intracelular e sua diminuicdo na mitocondria desativa a enzima
isocitrato desidrogenase. Isto resulta no acimulo do citrato, que entra no citoplasma em troca
com o malato e é convertido em oxalacetato e acetil-CoA pela enzima ATP citrato liase. O
acetil-CoA ¢ utilizado para a biossintese de &cidos graxos, enquanto o oxalacetato é
convertido em malato (RATLEDGE, 2004).

A sintese de acidos graxos poli-insaturados acontece a partir daqueles que possuem 16
e 18 carbonos. Estes sdo modificados pela acdo das enzimas dessaturares, que atuam
removendo dois hidrogénios para a formagdo de uma dupla ligacdo, e das alongases, que
promovem a adicdo de dois carbonos na cadeia (Figura 3) (SARDESAI, 1992; RATLEDGE,
2004)
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Figura 3. Biossintese de acidos graxos poli-insaturados.
Fonte: Adaptado de Ratledge (2004).

Os é&cidos graxos poli-insaturados tém sido muito estudados e seus beneficios nas
funcBes bioldgicas incluem o estimulo ao crescimento, manutencdo da integridade da
membrana das células, da pele e do crescimento do cabelo (SARDESAI, 1992). A ingestdo de
ALA (Cis3 n3) tem efeitos positivos em relacdo as doencas cardiovasculares, niveis de
lipideos no sangue, arritmia e possui propriedades anti-inflamatérias (BARCELO-COBLIJN
E MURPHY, 2009). Além disso, o ALA é precursor dos &cidos graxos de cadeia longa EPA
(C205n-3) € DHA (Ca256 n-3) (Figura 3), conhecidos por seus beneficios na saude do coragdo e
mental, sistema imunologico e no desenvolvimento cognitivo infantil (XIE et al., 2015).
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2.3 RESIDUOS AGRO-INDUSTRIAIS COMO MATERIA-PRIMA PARA A
PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS

A identificacdo de microrganismos capazes de produzir lipideos a partir de residuos ou
subprodutos do setor agroindustrial aumenta a viabilidade do processo e traz beneficios para o

meio ambiente, pois reduzem o descarte dos mesmos (FAKAS et al., 2008).

Os Oleos microbianos possuem vantagens em comparacdo aos 6leos vegetais, no
entanto, os custos de producdo ainda sdo altos. A principal fonte de carbono utilizada é a
glicose e, no meio de cultura, este composto representa em média 80 % dos custos. Para
minimizar os gastos, fontes provenientes de residuos agroindustriais, tém sido estudadas

como alternativas de baixo custo (TSIGIE et al., 2011).

A principal matéria-prima para o biodiesel é o 6leo vegetal, como 6leo de canola ou de
soja. Com o0 aumento do incentivo para a producdo de biocombustiveis nos ultimos anos, ha
uma crescente demanda de terras destinadas ao cultivo da matéria-prima para biodiesel, o que
resulta na competicdo com plantacGes destinadas ao consumo humano e um aumento no preco
dos alimentos (POLI et al., 2014). Além disso, o alto custo da matéria-prima para a producéo
de biodiesel ocasiona o crescimento no interesse na utilizacdo de 6leos microbianos (L1 et al.,
2008). Substratos de baixo custo, como residuos agro-industriais, possuem um papel chave na
industrializacdo destes Oleos e vém sendo estudados, tais como a casca de arroz
(ECONOMOU et al., 2011), o bagaco de cana de aclcar (TSIGIE et al., 2011), o sorgo
sacarino (ECONOMOU, CH N. et al., 2011), o hidrolisado de milho (CHANG et al., 2013) e
0 soro de queijo (AKPINAR-BAYIZIT et al., 2014; CASTANHA et al., 2014).

2.3.1 Gilicerol residual

A producdo de biodiesel gera em média 10 % de glicerol como subproduto. Este é
conhecido como glicerol residual ou glicerol bruto e sua composic¢ao varia dependendo do
tipo de catalisador utilizado na producdo do biodiesel, da eficiéncia da transesterificacdo, de
impurezas na matéria-prima e se 0 metanol é recuperado ao final do processo (YANG et al.,
2012). Normalmente sua composic¢éo consiste em 60 — 80 % de glicerol (THOMPSON E HE,
2006) e contem impurezas como cinzas, sabdes, acidos graxos livres e solventes, como
metanol, etanol ou 4gua (UPRETY et al., 2017).
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O glicerol bruto é um exemplo de matéria-prima sustentavel e de baixo custo que pode
ser utilizada como fonte Unica de carbono por alguns microrganismos na producédo de Single
Cell Oils (LIU et al., 2017). Diversas leveduras sé@o conhecidas pela sua capacidade de utiliza-
lo para a producdo de lipideos, como Cryptococcus curvatus, Yarrowia lipolytica,
Rhodosporidium toruloides, Trichosporon fermentans, Lipomyces starkeyi (XU et al., 2012;
TCHAKOUTEU et al., 2015; DOBROWOLSKI et al., 2016; LIU et al., 2017).

2.3.2 Permeado de soro de queijo

O permeado de soro de queijo € um residuo agroindustrial obtido pela concentracdo
proteica do soro de queijo oriundo das indudstrias de laticinios. No processo de producdo do
queijo (Figura 4), apés a precipitacdo da caseina, ¢ gerado como residuo uma grande
quantidade de soro, que representa 85-95 % do volume de leite e retém 55 % dos nutrientes
do mesmo. O soro de queijo é composto por lactose, proteinas sollveis, lipideos e sais
minerais (Figura 5) (SISO, 1996). Este subproduto é utilizado para obtencdo de isolado
proteico de soro, através da ultrafiltracdo, que gera como residuo grandes volumes de lactose,
denominado permeado de soro de queijo (SMITH, 2008).

| LEITE |
¥
[ PADRONIZAGAO OU DESNATE |
4
| ADICAO DE CACL,, FERMENTOS E ACIDO LATICO E/OU COALHO |

¥
| FERMENTACAO E/OU COAGULACAO |

4
| OBTENGAO DA MASSA DE QUELIO |
A4 ¥
| QUENO | | SORO |

. 4
[  uutrAFILTRACRO |

¥ ¥
| RETENTADO | | PERMEADO DE SORO

A 4
| SECAGEM |

¥
| CPS |

Figura 4. Fluxograma da producgéo de queijo e subprodutos (CPS - Concentrado proteico de soro).
Fonte: Adaptado de Zacarchenco e colaboradores (2012).
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Além da lactose, sais mineirais e vitaminas também atravessam a membrana de
ultrafiltracdo, tornando esse residuo ainda mais interessante para USOS em Processos
biotecnoldgicos (SISO, 1996; SMITH, 2008).
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SORO PERMEADO

Figura 5. Composicao soro de queijo e permeado de soro de queijo.
Fonte: Smith (2008).

Tanto o soro quanto o permeado de queijo causam danos ambientais se descartados
sem tratamento, devido ao seu alto conteddo de nutrientes (EL-KHAIR, 2009). O seu
aproveitamento evita custos com tratamento de efluentes e oferece uma matéria-prima de
baixo custo para geracdo de compostos de interesse em bioprocessos, 0 que enfatiza a
importancia de ampliar as possibilidades de aproveitamento destes subprodutos
(ZACARCHENCO et al., 2012).
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS E MANUTENCAO CELULAR

A levedura oleaginosa Meyerozyma guilliermondii BI281A utilizada neste trabalho foi
isolada de folhas de bromélias no Parque Estadual de Itapud, RS (RAMIREZ-CASTRILLON
et al., 2017). Em trabalhos anteriores, esta levedura demonstrou sua capacidade de sintese de
lipideos que, no entanto, nio foi estudado em detalhes (RAMIREZ-CASTRILLON et al.,

2017). Esta linhagem foi estocada em solucao contendo 40 % de glicerol e mantida a -20°C.

Para manutencdo celular durante os experimentos, a linhagem foi mantida em placas
contendo meio YM (g.L ) (10 glicose, 5 peptona, 3 extrato de levedura, 3 extrato de malte,
20 &gar) renovadas a cada 30 dias. Apos o repique, as placas foram incubadas por 48 h a 26
°C e posteriormente armazenadas a 4 °C. Para obtencdo de biomassa metabolicamente ativa,
uma coldnia isolada foi transferida para 25 mL de meio de cultura YM liquido, em frascos

Erlenmeyers de 125 mL, e mantida sob agitacéo orbital de 150 rpm a 26 °C por 12 h.

3.2 EXPERIMENTOS PRELIMINARES PARA AVALIAR O METABOLISMO DA
LEVEDURA

Foram avaliados, sem repeticdo, os trés meios de cultura apresentados na Tabela 2,
com razdo C/N 20:1, a fim de verificar a capacidade da levedura de metabolizar as trés fontes
de carbono empregadas neste estudo: glicose, glicerol residual e lactose (oriunda do permeado
de soro de queijo).

Tabela 2. Composicéo dos meios de cultivo utilizados nos experimentos preliminares.

Componentes (g.L ™) Meio Glicose  Meio glicerol residual Meio Lactose
Glicose 50 - -
Glicerol residual - 48,8 -
Permeado de soro de queijo - - 48,6
Extrato de levedura 3 3 3
Extrato de malte 3 3 3

Peptona 5 5 5
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3.3 MEIOS DE CULTIVO
As trés fontes de carbono testadas no item 3.2 foram utilizadas para o processo de
acumulo de lipideos em diferentes composi¢des de meios de cultura.

O glicerol residual foi fornecido por uma empresa de producédo de biodiesel (Canoas,
Brasil) e o permeado de soro de queijo pela empresa Sooro (Parand, Brasil). Suas
composicdes estdo representadas na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao centesimal (base Umida) (%) do glicerol residual e do permeado de soro de queijo.

Componentes Glicerol Residual Permeado de soro de queijo
Lactose - 90,86
Glicerol 82,97 -
Proteina - 3.02
Cinzas (sais mineirais) tragos 5,13
Umidade 10,62 0,99
NaCl 5,72 -
Monoacilglicerois 0,75 -

*Fonte: Dados fornecidos pelos fabricantes;

Foram testadas duas composi¢des de meio de cultivo, variando nelas a fonte de
carbono e a razdo C/N. A primeira composi¢do foi baseada no meio indutor para o acumulo
de lipideos (“Meio A”) proposto por Papanikolaou e Aggelis (2002), desenhado com uma
razdo C/N 100:1 e a seguinte composicdo (g.L™t): 7 KH2PO4, 2,5 NazHPOQ4, 1,5 MgSO4.7H-0,
0,15 CaCly, 0,02 ZnSO4.7H20, 0,5 (NH4)2SO4, 0,5 Extrato de levedura bruto, 50 Glicose; pH
6,0. Para fins de comparagdo das fontes de carbono, foram realizados experimentos
substituindo a glicose por glicerol residual e permeado de soro de queijo. A quantidade da
fonte de carbono para estes substratos foi calculada através da molaridade e das suas
respectivas composicGes para obtencdo da mesma razdo C/N (100:1) e, para o glicerol
residual e permeado de soro de queijo, também na razdo C/N 50:1. A cinética com razdo C/N

50:1 ndo foi realizada com glicose, pois o objetivo do trabalho visava utilizar substratos de
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baixo custo e esta foi utilizada apenas para verificar o comportamento da levedura nesta
condicéo.

A segunda composi¢do, “base YM”, foi baseada no meio citado na Tabela 2,
utilizando glicerol residual como fonte de carbono nas razdes C/N 100:1 e 50:1, ajustadas
através do calculo da massa molar das fontes de nitrogénio.

Todos os meios de cultura utilizados neste estudo foram autoclavados a 121 °C durante
15 minutos.

A Figura 6 apresenta um diagrama exemplificando os meios de cultivo utilizados.

GLICEROL PERMEADO DE
GLICOSE RESIDI‘AL SORO DE QUELJO

[CNIOOl] [CNIOOl cmsm][C/Nlom[C/Nsm] (o001 | envson |

Figura 6. Representacéo esquematica dos meios de cultura utilizados no presente trabalho.

3.4 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS EM FRASCOS AGITADOS

Para a producdo de é&cidos graxos, o experimento foi conduzido em frascos de
Erlenmeyer com capacidade de 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura. Foram

realizadas sete cinéticas, em duplicata, com os meios de cultura citados no item 3.3.

Apds obtencdo da biomassa metabolicamente ativa, conforme item 3.1, uma al¢ada do
meio liquido foi transferida para o pré-inoculo contendo 0 mesmo meio que a posterior
fermentacdo. Em cada frasco foi adicionado 10 % do pré-indculo com concentragdo celular
medida através da densidade Optica e incubou-se em agitador horizontal a 26 °C e 150 rpm,
durante 120 h. Foram avaliados consumo de substrato, biomassa e lipideos. As condigdes de
temperatura e agitacdo foram otimizadas anteriormente por Ramirez-Castrillon e
colaboradores (2017).

3.5 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS EM BIORREATOR
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O meio A com razdo C/N 50:1 contendo glicerol como fonte de carbono foi
escalonado para biorreator de 2L BIOSTAT B2 (Braun Biotech International, Alemanha)
equipado com controle de temperatura, pH, agitacdo e aeracdo. O pre-indculo foi realizado
conforme item 3.4 e 200 ml do mesmo (DOsoonm=1) foram transferidos para 1800 mL de meio
de cultura. O experimento foi realizado durante 120 h e as condigOes de operacdo foram de 26
°C, agitacdo de 400 rpm, taxa de aeracéo de 6 L.min. O pH foi mantido em 6,0, utilizando-se
HCI 3 M e NaOH 3 M como solugfes de acido e base, respectivamente. As condi¢bes de
agitacdo, aeracdo e pH foram padronizadas conforme Wang e colaboradores (2012). Durante
o cultivo foi adicionado 0,1 g.L ! de antiespumante (Antifoam 204, Sigma-Aldrich, St Louis,
USA).

3.6 DETERMINACAO DE BIOMASSA

A biomassa foi avaliada por andlise gravimétrica ao longo da fermentacdo. Foram
coletados, em duplicata, 5 ml de amostra, filtrados em papel filtro (0,22 um), lavadas com

agua destilada e secas em balanca de infravermelho (Ohaus MB-35, Parsippany, USA).

3.7 EXTRACAO DE LIPIDEOS

A extracdo de lipideos foi realizada pela metodologia de Bligh & Dyer (1959) em
duplicata. A biomassa liofilizada foi ressuspendida em cloroférmio/ metanol (2:1, v/v), e a
lise celular foi realizada com o homogeneizador T 18 BASIC ULTRA- TURRAX / IKA por
6 min, com gelo para evitar o aquecimento da amostra. A lise foi seguida por filtracdo em
papel filtro e os solventes foram evaporados a 60 °C em rota-evaporador. As amostras foram
secas por 24 h até peso constante e pesadas em balanca analitica.

3.8 DETERMINACAO DO CONSUMO DE SUBSTRATO

O consumo de substrato foi analisado através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (Shimadzu, Japdo), com detector de indice de refragdo pela coluna Bio-

Rad Aminex HPX 87H. Para o preparo das amostras 0 meio de cultura foi centrifugado e o
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sobrenadante filtrado em membranas de acetato celulose (0,22pum). A fase movel utilizada foi
solucdo de &cido sulfarico 5 mM. Para analise da concentragdo de glicose e lactose a vazéo
utilizada foi 0,6 mL.min™! a 45 °C. Para quantificagio do glicerol a condic&o utilizada foi 0,8

mL.min a 65 °C.

3.9 ANALISE DO PERFIL LIPIDICO

Os lipideos produzidos em biorreator foram avaliados quanto ao seu perfil de acidos
graxos atraves de cromatografia gasosa (CG). Foi utilizado o equipamento da marca
Shimadzu GC -14B, com detector FID, equipado com coluna capilar Rtx-Wax (30 m x 0,25
mm x 0,25 pum) e H> como gas de arraste. As temperaturas do injetor e detector foram
ajustadas para 250 °C e 260 °C e programacéo da coluna foi 140 °C, 40 °C/ min até 280 °C. A
identificacdo dos acidos graxos foi realizada utilizando o FAME MIX (Supelco 37 FAME
Mix, Sigma, Bellefonte, USA) como padrao.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey, com auxilio do software Statistica 12 (Stasoft, USA),
ao nivel de 5 % de significancia. Todos o0s experimentos, com excecdo dos testes

preliminares, foram realizados em duplicata.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTOS PRELIMINARES PARA AVALIAR CONDICOES DE
CULTIVO DA LEVEDURA

A primeira etapa do presente trabalho foi avaliar a capacidade da levedura
Meyerozyma guilliermondii BI281A de metabolizar os substratos em estudo para conhecer

seu comportamento. Para isso, foram realizadas as cinéticas apresentadas nas Figuras 7, 8 e 9.
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Figura 7. Experimento preliminar para avalia¢cdo do comportamento da levedura através de cinética em meio
contendo glicose como fonte de carbono. Biomassa (g.L 1) (m); Glicose (g.L!) (e); Lipideos (g.L 1) (4); Etanol
(g9.LY) (A); As condigBes de cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Figura 8. Experimento preliminar para avaliagdo do comportamento da levedura através de cinética em meio
contendo glicerol residual como fonte de carbono. Biomassa (g.L™) (m); Glicerol (g.L?) (e); Lipideos (g.L?) (#);
As condigdes de cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Figura 9. Experimento preliminar para avaliagdo do comportamento da levedura através de cinética em meio
contendo permeado de soro de queijo como fonte de carbono. Biomassa (g.L ™) (m); Lactose (g.L?) (e); Lipideos
(g.L) (#); As condigdes de cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Como se pode observar nas cinéticas acima, a levedura foi capaz de crescer e
metabolizar as trés fontes de carbono, acumulando uma quantidade maior de biomassa no
meio contendo glicerol. Foram produzidas 16,16 g.L ™, 17,51 g.L* e 4,90 g.L de biomassa
para 0s meios com glicose, glicerol e lactose, respectivamente. O contetdo lipidico produzido

pelos mesmos foi de 1,18 g.L %, 1,64 g.L e 1,52 g.L, respectivamente.

Pode-se observar que no meio com glicose (Figura 7) ocorreu a producéo de etanol a
partir de 24 h e, com o esgotamento do substrato em 48 h, a levedura passou a consumi-lo
como fonte de carbono. Este comportamento é conhecido como crescimento diduxico, e
ocorre quando os metabdlitos intermediarios produzidos sdo consumidos para a formacéo de

mais biomassa.

Nos meios de cultivo com glicerol e permeado de soro de queijo os substratos ndo
foram totalmente consumidos em 120 h, restando ainda 19,36 g.L™ e 37 g.L! de glicerol e
lactose, respectivamente, O meio de cultura com lactose apresentou uma biomassa bem
inferior as demais fontes de carbono. Contudo, este mostrou-se como um substrato
interessante, pois ocorreu acumulo de uma grande quantidade de lipideos, correspondendo a

31 % do seu peso seco.

Embora nesses experimentos tenha sido obtida uma grande quantidade de biomassa, a
quantidade de 6leo em relacdo a mesma foi muito pequena, exceto para o caso do permeado
de soro. Em virtude disto, os experimentos seguintes foram desenhados com uma composi¢do

proposta na literatura como indutora ao acimulo de lipideos.

4.2 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS COM “MEIO A”

A cinética de consumo de substrato, crescimento e acumulo de lipideos do “meio A”,

contendo glicose como fonte de carbono, encontra-se na Figura 10.
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Figura 10. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “A” contendo glicose como fonte de carbono.
Biomassa (g.L™?) (m); Glicose (g.L?) (e); Lipideos (g.L?) (#); Etanol (g.L?) (A);As condi¢des de cultivo foram
150 rpm a 26 °C por 120 h.

Em estudos anteriores, Ramirez-Castrillon e colaboradores (2017) cultivaram a
levedura Meyerozyma guilliermondii BI281A em meio com glicose como fonte de carbono e
(NH.)2S04 como fonte de nitrogénio e obtiveram valores de biomassa de 2,50 g.L™ e lipideos
de 1,31 g.Lt em 96 h de cultivo. No presente estudo para o meio de cultura com glicose
(Figura 10), a levedura apresentou um comportamento diferente do esperado. Apds 120 h,
obteve-se uma biomassa de 3,10 + 0,45 g.L! e a quantidade de lipideos intracelulares
diminuiu. Isso se explica pelo fato da levedura ter optado pela rota metabodlica para producao
de etanol, observada a partir das 48 h e alcancando 10,98 g.L ™! ao término das 120 h. A
quantidade de lipideos obtida apds 120 h de cultivo foi de 0,23 + 0,04 g.L?, quantidade
referente a 7,58 % + 2,33 do peso seco. Ao final da cinética ainda restaram 11,52 g.L de
glicose no meio. A levedura Meyerozyma guilliermondii BI281A mostrou potencial para
futuros estudos referente a producédo de etanol e esta espécie ja vem sendo estudada para este
proposito por autores como Martini e colaboradores (2016), que utilizaram xilose e

hidrolisado de bagago de cana de agucar como substrato.

Os resultados obtidos para 0 meio A com glicerol residual como fonte de carbono e

razdo C/N 100:1 e 50:1 estdo apresentados nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
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Figura 11. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “A” contendo glicerol residual como fonte de

carbono e razdo C/N 100:1; Biomassa (g.L ) (m); Glicerol (g.L?) (e); Lipideos (g.L) (¢);As condi¢Ges de

Glicerol (g.L™")

cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Figura 12. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “A” contendo glicerol residual como fonte de
carbono e razdo C/N 50:1; Biomassa (g.L™) (m); Glicerol (g.L™2) (e); Lipideos (g.L ") (¢);As condicdes de cultivo
foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Para a razdo C/N 100:1 obteve-se 6,07 + 0,25 g.L™ de biomassa e 0,68 + 0,03 g.L de
lipideos. No inicio da fermentagdo havia 50 g.L™ de glicerol no meio e ao final da cinética
ainda restaram 35,70 g.L™. Para a razdo C/N 50:1 a biomassa obtida foi de 5,67 + 0,03 g.L e
1,05 + 0,06 g.L para os lipideos. A quantidade inicial de glicerol foi de 25 g.L™ e apds 120 h
de cultivo ainda restaram 11,50 g.L!. Spier (2014) avaliou o comportamento da levedura
Meyerozyma guilliermondii utilizando glicerol residual como substrato e encontrou valores
préximos aos obtidos neste estudo, sendo que com uma razdo C/N de 167:1, em 144 h, foram
produzidos 6,17 g.L" e 1,11 g.L"* de biomassa e lipideos, respectivamente. O teor de lipideos
em base seca (17,94 %) obtido por Spier (2014) foi semelhante ao encontrado neste estudo
(18,41 %) para razdo C/N 50:1.

Ao comparar os resultados obtidos nas cinéticas com glicerol residual é possivel
perceber que a reducdo da razdo C/N foi positiva. Mesmo com valores de biomassa
semelhantes, foi possivel observar um acumulo de lipideos significativamente superior
(p<0,05) no meio com razdo 50:1. Em meios com condic¢des de nitrogénio limitantes uma alta
razdo C/N favorece a producdo de lipideos, no entanto, altas concentragdes de fonte de
carbono podem inibir esse comportamento (ECONOMOU, C.N et al., 2011).

A utilizacdo de glicerol mostrou-se mais eficiente quando comparada a glicose, o que
torna a importancia do estudo desse subproduto da industria do biodiesel ainda mais evidente.
O comportamento observado pode estar relacionado ao fato do glicerol residual ser composto
por macro elementos que podem ser assimilados pelo microrganismo durante o cultivo, como
calcio, potassio, magnésio, sddio, fosforo e enxofre (THOMPSON E HE, 2006). Além disso,
0s gastos com a utilizacdo de glicose como matéria-prima podem limitar a industrializacdo de
6leo microbiano, o que favorece ainda mais o uso de fontes de carbono renovaveis e

abundantes, como o glicerol e o permeado de soro de queijo (XU et al., 2012).

Os resultados obtidos para o meio A com permeado de soro de queijo como fonte de

carbono e razdo C/N 100:1 e 50:1 est&o apresentados nas Figuras 13 e 14, respectivamente.
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Figura 13. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “A” contendo permeado de soro de queijo
como fonte de carbono e razdo C/N 100:1; Biomassa (g.L ') (m); Lactose (g.L!) (®); Lipideos (g.L!) (¢); As
condigdes de cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.

25

204

-
(&)
|

Lactose (g.L")

10

2,72 4 1°
s .
B s e
B — — —
1,86 ————— T ————u
L e
|o " 2
1
/ :
£ .
S 0,68
1@ 941
— ——¢
‘—7__,__7_7__¢_'7_,_——§
0,37
T T T J ! — 0
z 2 48 72 96 120
Tempo (h)

Figura 14. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “A” contendo permeado de soro de queijo
como fonte de carbono e razdo C/N 50:1; Biomassa (g.L?) (m); Lactose (g.L™?) (e); Lipideos (g.L") (¢); As
condigdes de cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Na cinética apresentada na Figura 13, referente a razdo C/N 100:1, a biomassa obtida
ap6s 120 h de cultivo foi de 2,96 + 0,10 g.L%. A produc&o de lipideos foi de 0,91 + 0,02 g.L %,
valor correspondente a 30,69 % da biomassa. Para 0 meio com permeado de soro de queijo
com razéo C/N 50:1 (Figura 14) foram produzidos 2,09 + 0,13 g.L™* de biomassa e 0,91+ 0,05
g.L ! de lipideos em 120 h. Neste caso o teor de lipideos correspondente a biomassa foi de
43,43 %. A quantidade de lactose consumida foi de 3,75 g.L e 3,49 g.L para as razdes 50 e

100:1, respectivamente.

Diversos autores relataram um resultado positivo para o acumulo de lipideos em
leveduras com o aumento da razdo C/N (ANGERBAUER et al., 2008; SAENGE et al., 2011;
RAMIREZ-CASTRILLON et al., 2017), no entanto, a levedura Meyerozyma guilliermondii
utilizada neste estudo mostrou comportamento diferenciado. Assim como no meio com
glicerol residual, a reducdo da razdo C/N no permeado de soro permitiu um aumento
significativo na capacidade de acumulo de lipideos intracelulares, resultando em 12,74 % a

mais de 6leo em suas células em relacdo ao peso seco.

Castanha (2012), avaliou a capacidade de acumulo de lipideos utilizando soro de
queijo sem suplementacdo como substrato nas espécies de levedura Cryptococcus laurentii,
Rhodotorula graminis, Yarrowia lipolytica, Cryptococcus sp., Tricosporon sp., e Lipomyces
starkeyi € o maior valor obtido para producéo de dleo foi 1,27 g.L™ para Cryptococcus
laurentii em 300 h, correspondente a um teor 13,09 % do peso seco. Com a suplementacgéo e
otimizacdo deste meio, Castanha (2012) obteve 2,96 g.L! de lipideos, no entanto a
porcentagem de lipideos intracelulares em relacdo a biomassa seca aumentou muito pouco,
chegando apenas a 14,63 %. Estes resultados sugerem que um estudo mais aprofundado para
a otimizacdo do uso de permeado de queijo pode ser realizado com intuito de conseguir mais
biomassa mantendo a mesma capacidade de acimulo em base seca. Vale salientar que
nenhum estudo foi publicado com a levedura Meyerozyma guilliermondii utilizando este

residuo como fonte de carbono.

Para facilitar a comparagdo entre os resultados obtidos nas cinéticas anteriores, a

Tabela 4 apresenta a produgéo de biomassa e lipideos em 120 h de cultivo.

Em nenhuma das cinéticas a alteracdo da razdo C/N resultou em diferencas
significativas (p<0,05) na biomassa, no entanto apresentou um efeito significativo em relagdo

ao teor de lipideos em base seca, que aumentou quando esta foi reduzida.
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Tabela 4. Resultados obtidos nas cinéticas com meio a utilizando diferentes fontes de carbono como substrato.

Meio de cultivo CIN X (g.L ) L (g.LY Los (%)
Glicose 100:1 3,10 + 0,45" 0,23 +0,04° 7,58 + 2,331
Glicerol 50:1 567+0,03  104+006% 18,41+ 1,24°
Glicerol 100:1 6,07+025*  0,68+0,03° 11,21 +0,92¢

Permeado de soro 50:1 2,09 £0,13° 0,91 + 0,052 43,43 + 0,322

Permeado de soro 100:1 2,96 + 0,10 0,91 + 0,022 30,69 + 0,31°

X: Biomassa; L: teor total de lipideos; L: teor de lipideos em base seca. Resultados expressos como média
desvio padrdo; médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 5 %
de significancia.

Analisando as cinéticas de crescimento e acumulo de lipideos foi possivel observar
que a levedura metaboliza lactose em menor quantidade em relacédo a glicose e ao glicerol, no
entanto, acumula mais lipideos intracelulares em sua biomassa, provavelmente pelo stress
causado devido a dificuldade na metabolizagdo. Também foi possivel observar que em todos
0s casos ainda restou substrato ao final das 120 h e, a partir de 72 h, as cinéticas apresentaram

comportamento constante.

Em virtude de o glicerol residual ser metabolizado pela levedura com mais facilidade
em relacdo ao permeado de soro de queijo, este foi testado no meio de cultura base YM,
baseado no item 3.2, com intuito de produzir uma maior quantidade de biomassa e, como
reflexo, uma maior quantidade de lipideos. Os experimentos realizados posteriormente foram

desenhados com uma raz&o C/N 100:1 e 50:1, para fins de comparagdo com o “meio A”.

4.3 PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS COM “BASE YM”

As duas cinéticas realizadas com glicerol estdo apresentadas nas Figuras 15 e 16.

Nestes casos, como a base do meio era rica em nitrogénio, as razdes C/N foram ajustadas

através da reducdo da quantidade de nitrogénio.



=43
7,39 N
20 o — !,\ o
e
2,72 /?0—‘ .-,
40 . 7
1,00 u . .
N
(=} 042 037 /
= © /
o 19 J
8 20 E 0,14 ;il .\\1
= 16 / —— _
o 0 / . , 1
1 o053 s
e ——
10 § |
0,02
0- T T T . . ] . I | .
0 “ * & 9% 120
Tempo (h)

Lipideos (g.L™")

36

Figura 15. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “Base YM” contendo glicerol como fonte de

carbono e razdo C/N 100:1; Biomassa (g.L ) (m); Glicerol (g.L™?) (e); Lipideos (g.L!) (¢); As condicdes de
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Figura 16. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em meio “Base YM” contendo glicerol como fonte de

carbono e razdo C/N 50:1; Biomassa (g.L™) (m); Glicerol (g.L?) (e); Lipideos (g.L") (¢); As condigGes de

cultivo foram 150 rpm a 26 °C por 120 h.
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Para 0 meio com razdo C/N 100:1, foram obtidas 7,7 + 0,07 g.L™ de biomassa e 0,65 +
0,09 g.L? de lipideos intracelulares. Esta situacdo ndo favoreceu o acimulo de lipideos ao
longo do tempo de cultivo, provavelmente pela grande quantidade de nitrogénio no meio.
Com a reducdo da razdo C/N para 50:1, a levedura produziu um valor significativamente
(p<0,05) maior de biomassa, alcangando 10,05 + 0,17 g.L %, porém a producdo de lipideos,
0,76 + 0,02 g.L%, ndo apresentou diferenca estatistica ao nivel de 5 % para esta variavel. O
consumo de substrato foi de 12,68 g.L' e 16,35 g.L? para as razdes 100:1 e 50:1,
respectivamente. Observando este resultado e comparando-o com o experimento preliminar
de razéo 20:1 (Figura 8), pode-se concluir que a reducdo da razdo C/N proporciona uma maior
assimilacdo do substrato pela levedura e, consequentemente, uma maior producdo de

biomassa.

Esperava-se que as cinéticas com base YM apresentassem valores maiores de
biomassa e lipideos, no entanto foram encontrados valores inferiores de 6leo em g.L? e
porcentagem de biomassa seca em relacdo aos cultivos no Meio A. Este fato pode ser
explicado pela concentragcdo de zinco e outros metais no meio A, que influenciam no
metabolismo favorecendo o acumulo de lipideos (LI et al., 2006). Além disso, 0 Meio A
contém uma menor quantidade de nitrogénio, que é o nutriente limitante do meio de cultura.
Seu esgotamento ativa a enzima AMP desaminase, responsavel pela inibicdo da enzima
isocitrato desidrogenase, que bloqueia o ciclo do acido citrico e promove o acumulo de acetil-
COA necessario para a sintese de acidos graxos (RATLEDGE, 2004; BELLOU et al., 2016).

O cultivo base YM e razdo C/N 50:1 poderia ser avaliado por mais tempo com intuito
de aumentar o acumulo de lipideos, porém quanto mais longo o cultivo, menor a
produtividade e maiores 0s custos de producdo. De acordo com Saenge e colaboradores
(2011), a producgdo de biomassa é favorecida por uma baixa razdo C/N e este comportamento
foi comprovado ao comparar os valores de biomassa com o0s experimentos preliminares

realizados como etapa inicial deste estudo.

Levando-se em consideragdo o desempenho da levedura Meyerozyma guilliermondii
nas cinéticas estudadas, foi desenhado um experimento em biorreator, com intuito de
aumentar a escala e verificar a influéncia da aeracdo no acumulo de lipideos. O meio de
cultivo selecionado para escalonamento foi o Meio A com glicerol residual na razdo C/N
50:1, pois foi a composicao que apresentou maior potencial para otimizacéo.
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Deu-se preferéncia ao glicerol residual em vez do permeado de soro de queijo com base
no consumo de substrato, que ndo passou de 4 g.L™! nos meios com lactose, sendo necessario
um estudo de otimizacdo de conversdo de substrato em biomassa e lipideos antes de passar

para a etapa de escalonamento.

4.4PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS EM BIORREATOR DE CULTIVO
SUBMERSO

O aumento de escala € de grande relevancia neste processo biotecnoldgico,
possibilitando o controle de aeracdo e pH dos cultivos. A cinética realizada em biorreator esta
representada na Figura 17, com uma producdo de biomassa de 7,05 + 0,52 g.L™?, destacando-

se em relagdo ao cultivo em frascos agitados (5,6 + 0,03 g.L ).
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Figura 17. Cinética de crescimento e acimulo de lipideos em biorreator contendo glicerol como fonte de carbono
e razdo C/N 5 0:1; Biomassa (g.L*) (m); Glicerol (g.L™") (e); Lipideos (g.L ') (#); As condi¢Bes de cultivo foram
400 rpm, aeracdo de 0,6 mL.min a 26 °C por 120 h.

O aumento observado em relacdo a biomassa sofreu influéncia da aeragdo, visto que a
transferéncia de oxigénio aumenta ao escalonar o processo e esta variavel interfere na
velocidade de crescimento de cultivos microbianos (GARCIA-OCHOA E GOMEZ, 2009).
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No cultivo em biorreator o microrganismo consumiu 12,3 g.L? de substrato. A
producdo de lipideos intracelulares foi de 1,08 + 0,05 g.L?, valor semelhante ao encontrado

no cultivo em frascos agitados (1,04 + 0,06).

As estratégias de cultivo sdo muito importantes para obtencdo de uma melhor
performance nos processos biotecnoldgicos. Raimondi e colaboradores (2014) estudaram o
acumulo de lipideos em Candida freyschussii ATCC 18737 e, ao escalonar o processo para
biorreator, conseguiram um aumento de 3,2 g.L* para 4,7 g.L ! (batelada) e 28 g.L* (batelada
alimentada). Com isso, espera-se que o0s valores obtidos no presente estudo possam ser
otimizados em futuros experimentos. Infelizmente, ndo houve tempo suficiente para
complementar este trabalho com a otimizacdo da producdo em biorreator. Acredita-se que a
utilizacdo da estratégia de batelada alimentada seja muito positiva nos valores de producéo,
sendo possivel trabalhar com o principio de alta densidade celular, utilizando inicialmente
glicerol residual como substrato para a producao de biomassa e, posteriormente, permeado de

soro de queijo para o acimulo de lipideos intracelulares.

4.5 PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS PRODUZIDOS EM BIORREATOR

O perfil de &cidos graxos produzidos pela levedura Meyerozyma guilliermondii
BI281A esté apresentado na tabela 5.

Tabela 5. Perfil de acidos graxos produzidos em biorreator com glicerol como fonte de carbono.
Acido graxo Teor de acidos graxos (%)*

C12:0 1,50 + 0,05
C14:0 1,15+ 0,78
C16:0 21,89 +0,31
Cl6:1 9,44 + 0,40
C17:0 1,15+ 0,04
C18:0 5,72+ 0,57
C18:1n-9 47,16 £1,69
C18:2n-6 9,59+0,11
C18:3n-3 1,25 + 0,04

*Acidos graxos detectados em quantidade traco ndo foram incluidos na tabela.



40

Os &cidos graxos que compdem majoritariamente o 6leo produzido séo o acido oleico
(C1s:1) € palmitico (Cie:0). Wang e colaboradores (2012) reportaram um perfil bem similar a
este para a levedura Pichia guilliermondii Pcla22, apresentando 0,4 % de &cido mistirico
(C140), 21,9 % de écido palmitico (Cie:0), 12,2 % de acido pamitoleico (Cie:1), 5,8 % de acido

estearico (Cis:), 57,9 % de acido oleico (Cis:1) e 1,7 % de acido linoleico (Cis:2).

A composicdo principal do 6leo obtido demonstra potencial para a otimizacdo da
producdo de acidos graxos poli-insaturados, visto que estes sdo sintetizados a partir dos &cidos
estearicos e palmiticos, passando por sucessivas dessaturaces e alongamentos pela acdo das
enzimas dessaturases e alongases (Figura 3) (BELLOU et al., 2016).

Pode-se observar na Tabela 5 que a levedura foi capaz de produzir 4acido a-linolénico
(C1s:3n-3) (6mega 3), acido graxo conhecido por suas propriedades anti-inflamatorias e efeitos
benéficos em relacdo a doencas cardiovasculares, niveis de lipideos no plasma e arritmia
(Barcel6-Coblijn e Murphy, 2009). Mattanna e colaboradores (2014), ao otimizar a producdo
de acido a-linolénico em Yarrowia lipolytica, observaram que tanto a agitagdo, quanto a fonte
de nitrogénio interferem na quantidade de acido graxo produzida, podendo até inibir a sintese
do mesmo. Neste caso, 0 uso de triptona como fonte de nitrogénio inibiu a producdo de acido
a-linolénico (ALA), enquanto que o0 aumento na agitacdo reduziu a sua producgdo. Através da
reducdo da agitacdo de 250 para 150 rpm, Mattana e colaboradores (2014) obtiveram um
aumento no teor de ALA de 5,71 % e 4,99 % para duas linhagens de Y. lipolytica. Um
aumento de 10 % no teor de ALA foi observado por Salunke e colaboradores (2015) em
Lipomyces starkeyi apds transformacdo genética e, junto com este aumento, também foi
observada a producdo de acido docosahexaenoico (DHA), ndo observada anteriormente.

Spier (2014) avaliou o perfil de &cidos graxos produzidos pela levedura Meyerozyma
guilliermondii e relatou que apdés 144 h de cultivo ndo houve sintese de ALA, porém
produziu-se DHA (C22:6n-3). Este &cido graxo ja vem sendo utilizado na industria de alimentos
para fortificacdo ovos e de férmulas infantis e sua producao é de grande interesse por parte de
industrias como BASF A.G., Nestlé, Hoffmann-LaRoche A.G. entre outras (WARD E
SINGH, 2005).

O perfil lipidico obtido neste estudo e sua comparacéo com a bibliografia demonstra a
importancia da otimizacgdo da producéo de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa pela

levedura M. guilliermondii, podendo ser obtida através da engenharia bioquimica, avaliando
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as condic¢des de cultivo, ou da engenharia genética, pela superexpressdo das enzimas chave do

processo.
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CAPITULO 5 - CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que a utilizagdo da levedura oleaginosa Meyerozyma
guilliermondii BI281, recentemente isolada em trabalhos de nosso programa de pos-
graduacdo, é de extrema importancia, visto que possui capacidade de crescer em meios
contendo residuos como substrato e produzir &cidos graxos poli-insaturados de alto valor
econdmico. Neste estudo, buscou-se explorar a levedura como um modelo para producgéo de
lipideos, e verificou-se também habilidade para a producdo de etanol, demonstrando grande

potencial para futuras investigacoes.

A partir dos resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que o
microrganismo estudado foi capaz de converter glicerol residual em 6leos com perfil poli-
insaturado, como acido o-linolénico, produto muito valorizado na industria de alimentos e
farmacéutica. Os valores maximos alcangados em relacdo a producdo de biomassa e lipideos
(7,05 + 0,52 g.L e 1,08 + 0,05 g.L, respectivamente) foram obtidos em biorreator, com
razdo C/N 50:1. Estes valores sdo considerados satisfatorios, levando-se em consideracdo o
uso de uma levedura selvagem ainda muito pouco estudada na literatura. Maiores estudos
devem ser realizados para uma maior producédo, utilizando batelada alimentada e alta
densidade celular como principios, além da possibilidade de estudos de metabolémica e
fisiologia celular para se entender, de forma mais precisa, as rotas metabdlicas de sintese de

AGPI por esta levedura.

Em resumo, este estudo mostrou que substratos de baixo custo podem ser convertidos
em Gleo de alto valor agregado, através de um processo sustentavel que minimiza residuos e

reduz custos de producao.
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CAPITULO 6 - PERSPECTIVAS

A levedura estudada no presente trabalho demonstrou alto potencial para futuros
estudos. Sugere-se a realizacdo de um desenho experimental com alternativas para o aumento
da producéo de biomassa e lipideos, tais como a aplicacdo de fed-batch (batelada alimentada),
aplicando os principios operacdo baseados na alta densidade celular. Outro fator a ser
explorado é a modificacdo genética do microrganismo, através da superexpressao das enzimas
chave responsaveis pela producdo de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa. Com
isso, busca-se alcancar valores de producdo muito superiores, atingindo resultados ainda nédo

publicados na literatura.
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