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Este trabalho teve como objetivo estudar a prodwgEacido citrico, que é um
produto amplamente usado em produtos alimentitaosmacéuticos, cosméticos e em outros
produtos industriais devido as suas propriedade® @xridulantes, conservantes, ajustadores
de pH e antioxidantes, via fermentacdo microbiaagpor Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 através da influéncia da relacdo molar carpitnogénio. Foram realizados
experimentos utilizando planejamento fatorial patémizacdo do meio de producédo
utilizando glicerol PA e o emprego de substrat@mvénel, glicerol proveniente da produgéo
do biodiesel como fontes de carbono. Inicialmeité, possivel avaliar os efeitos das
variaveis concentracdo de glicerol PA, concentral@@xtrato de Iévedo, concentracdo de
sulfato de aménio e velocidade de agitacdo sobproducdo de acido citrico com o
planejamento fatorial fracionadd™2 As concentracdes sulfato de aménio e de exttato
lévedo foram as variaveis estatisticamente sigatifias apresentando influéncia negativa
sobre a concentracdo de acido citrico. A conceitrde glicerol PA e a agitacdo ndo foram
estatisticamente significativas, dentro das faidasconcentracédo e velocidade estudadas.
Desta forma, a combinacdo de 200g/L de glicerol®3.g/L de extrato de lIévedo, O g/L de
sulfato de amoénio e velocidade de agitagdo de 23%@, rcom razdo molar entre
carbono/nitrogénio igual a 1623 e em meio mine@& mamponado, propiciou a maior
produtividade deste planejamento inicial (0,0124219. Um segundo planejamento fatorial
completo foi elaborado?Zom a faixa de 150 g/L a 250 g/L para a variavigerp! PA.
Diminuiu-se a faixa de trabalho de extrato de lévedh relagcdo aos valores usados no
primeiro planejamento uma vez que esta variavaigiificativa estatisticamente com efeito
negativo sobre a resposta. A velocidade de agitacdizada em 250 rpm. N&o houve adicdo
de sulfato de amonio neste planejamento. O resulladte planejamento foi a producao de
2,51 g/L de &cido citrico pelo ensaio 1, que fanposto por 150 g/L de glicerol PA, 0,1 g/L
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de extrato de lIévedo e a 250 rpm, em meio miné@ltamponado e a uma razdo molar C/N
de 6085. Testes foram realizados em meio minemapadaado e usando tanto glicerol PA
quanto glicerol do biodiesel a concentracdo de ocaairico foi maior. Para 0 ensaio
utilizando glicerol PA em meio mineral tamponadaoacentracdo méaxima de acido citrico
foi de 10,65 g/L e para glicerol bruto em meio mahéamponado houve a producao de 4,15
g/L de &cido citrico. Por esta razéo, todos osiesasgguintes foram conduzidos em meio
mineral tamponado. Para a faixa de 150 g/L a 2BQuglizada no segundo planejamento
experimental, a varidvel concentracdo de glicedm foi significativa estatisticamente e a
concentracdo de extrato de |évedo foi estatistiotéeneignificativa, esta apresentando
influéncia negativa. Portanto, com o objetivo degestigar o efeito da concentracdo de
extrato de |évedo na producdo de acido citrico ercetro planejamento experimental foi
realizado. A faixa de analise para o glicerol Pdumu para 30 a 50 g/L. Os niveis minimo e
maximo para as variaveis concentracdo de extratevéelura e agitacao foi 0,1 e 0,9 g/L e
160 e 250 rpm respectivamente. A partir deste &agpamento experimental foi possivel
produzir 14,04 g/L de &cido citrico a uma razdoande C/N de 1217. Analisando a curva de
crescimento celular dos ensaios deste planejanmode-se afirmar que meios de cultivo
deficientes de fonte de nitrogénio proporcionamitagéo do crescimento celular da cepa
Yarrowia lipolyticaIMUFRJ 50682 proporcionando maior producdo de acido oitdé os
ensaios, cuja composicao era mais rica em fontatogyénio propiciaram um crescimento
celular mais elevado, logo a producdo de Acidiceifoi pequena. Um DCCRZZompleto

foi realizado a partir dos resultados do 3° planejato. A concentragéo de glicerol PA foi
fixada em 30 g/L e a faixa de estudo da concerdrdedextrato de levedura foi diminuida ja
gue para o 3° planejamento exerceu efeito negatboe a resposta e a faixa de estudo da
agitacdo foi ampliada uma vez que apresentou imfiaépositiva sobre a varidvel de
resposta. A producdo maxima de acido citrico fo#a@y/L, com ¥ygic igual a 0,55, uma
razao molar de C/N de 714 edrsc igual a 12:1. Foi produzido 6,75 g/L de acidoicitr
utilizando glicerol proveniente da producédo do m®edl nas condi¢cGes otimizadas pelo 4°
planejamento experimental, mostrando ser matémaaprenovavel apropriada para o
crescimento d& .lipolyticae a biossintese do acido citrico. Quando foranizesds ensaios
com glicerol PA suplementados com acetato de sddmhouve aumento da producédo de
acido citrico, porém para ensaios nas condi¢fesizstdas do 4° planejamento utilizando o
glicerol proveniente da producéo do biodiesel frmsonado aumento na concentracdo deste
acido. Apesar deste pequeno aumento, a concent@gdacido isocitrico também foi
favorecida com a adicdo de acetato de sédio, medoza Rcisc em 13,58% e 33,72%
utilizando 5,06 g/L e 10 g/L de acetato de sGdspeetivamente.
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This work aims to study the production of citriacdgavhich is a product widely used in
food, pharmaceutical, cosmetics and other indugir@ducts because of their properties
such as acidulants, preservatives, pH adjusters arbxidants, route microbial
fermentation byyarrowia lipolyticalMUFRJ 50682 through the influence of the molar
carbon / nitrogen. Experiments were carried outgi$actorial design for optimization
of the production using glycerol PA and use of wesiale substrate, glycerol from the
biodiesel production as carbon sources. Initiatlyyas possible to evaluate the effects
of variables concentration of glycerol, concentmatof yeast extract, concentration of
ammonium sulfate and agitation speed on produationitric acid for the fractional
factorial design #. The concentrations of ammonium sulfate and yexssact were the
variables statistically significant showing negatinfluence on the concentration of
citric acid. The concentration of glycerol and agggn were not statistically significant,
within the ranges of concentration and velocitydstd. Thus, the combination of
200g/L glycerol PA, 0.5 g/L yeast extract, O g/Lamhmonium sulfate and stirring speed
of 250 rpm, with molar carbon/nitrogen ratio eqt@l1623 and non-buffered mineral
medium, provided the higher productivity of thigtiel planning (0.01242 g/L*h). A
second complete factorial desighvas developed with 150 g/L to 250 g/L for variable
concentration of glycerol. Decreased range of cotnagon of yeast extract from the
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values used in planning a first time this variablas statistically significant with a
negative effect on the response. The agitationdspess set at 250 rpm. There was no
addition of ammonium sulfate in planning. The resof this planning was the
production of 2.51 g/L of citric acid by assay lhieh was composed of 150 g/L
glycerol, 0.1 g/L yeast extract and 250 rpm in mahenedium unbuffered and a molar
C/N of 6085. Tests were performed in mineral mednufiered using both glycerol PA
and raw glycerol and the concentration of citriecdaewas higher. For the test using
glycerol PA in mineral medium buffered to maximuoncentration of citric acid was
10.65 g/L and to raw glycerol in mineral medium feuéd was produced 4.15 g/L of
citric acid. For this, all the following tests warenducted in mineral medium buffered.
For the group of 150 g/L to 250g /L used in theosek experimental design, the
variable concentration of glycerol was not statedty significant and the concentration
of yeast extract was statistically significant, simg that negative influence. Therefore,
in order to investigate the effect of concentratodryeast extract in the production of
citric acid a third experimental design was conddctA full analysis for glycerol
decreased to 30 to 50 g/L. The minimum and maximewels for the variable
concentration of yeast extract and agitation wasabd 0.9 g/L and 160 and 250 rpm
respectively. From this third experimental desigaswossible to produce 14.04 g/L of
citric acid at a molar C/N ratio of 1217. Analygithe curve of cell growth of test of
planning can be said that culture media deficientiirogen source provides limitations
of cell growth of the strainYarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 providing greater
production of citric acid. Since the tests, whosenposition was richer in nitrogen
source provided a higher cell growth, so the prtidacof citric acid was small. A
complete DCCR 2was carried from the results of the third plannifige concentration
of glycerol was set at 30 g/L and the concentrabibyeast extract was reduced because
exerted negative effect on the response in thiatinphg and the full study of agitation
was increased as there was a positive influenda@®nesponse variable. The maximum
production of citric acid was 16.49 g/L, with;pgyc equal to 0.55, a molar C/N ratio of
714 and Rcisc equal to 12:1. It was produced 6.75 g/L of citid using glycerol
from the biodiesel production under conditions mited for the # experimental
design, which is considered a renewable raw matsudable for the growth of
Y.lipolytica and the biosynthesis of citric acid. When testshwgjlycerol PA were
supplemented sodium acetate did not increase twuption of citric acid, but for tests
using the glycerol from the biodiesel in optimizednditions of the @ caused an
increase in the concentration of acid. Despite $hisll increase, the concentration of
isocitric acid was also increased with the additainsodium acetate, reducing the
Racnsc at 13.58% and 33.72% using 5.06 g/L and 10 g/liusndcetate respectively.
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1. INTRODUCAO

Devido a escassez de combustiveis fosseis no memibe um interesse
crescente na producdo comercial de biodiesel, quie ser obtido por diferentes
processos tais como o craqueamento, a esterificac@ela transesterificacdo de 6leos
vegetais. Com um gerenciamento seguro da colhegaadmatéria-prima renovavel é
possivel obter um suprimento continuo de biodigs@roducdo industrial de biodiesel,
contudo, leva a obtencdo de grandes quantidadegiadol como um subproduto
(PAPANIKOLAOU et al, 2002; RYMOWICZet al, 2006; DA SILVAet al, 2009). A
glicerina constitui o principal subproduto do prem® de producdo de biodiesel por
transesterificacdo. Ela é obtida sob a forma brug valor € muito baixo devido a
presenca das diversas impurezas presentes (THOMPSO&, 2005). Algumas
companhias produtoras de biodiesel estdo enfremtaédos problemas por causa do
impacto ambiental que o excesso de glicerol gepadte causar. A substancia 1,2,3-
propanotriol, mais conhecida como glicerol ou glite, € um alcool e esta presente em
muitas aplicagcbes industriais como na obtencaprddutos de alto valor agregado,
como polimeros, através de conversao quimica ogubitica (rotas fermentativas) e
aditivos para combustiveis, como ésteres e étergiatrina (KARINENet al, 2006).

Uma das promessas de aplicacdo do glicerol pravenida producéo do
biodiesel € na produ¢cdo de compostos de alto vateavés da fermentacdo
microbiolégica (DA SILVA et al, 2009; PAPANIKOLAOU et al, 2008). Vérios
metabdlitos microbianos podem ser produzidos drpdgtglicerol, entre eles o acido
citrico (PAPANIKOLAOU et al, 2002; RYMOWICZet al, 2006; PAPANIKOLAOU
et al, 2008; RYMOWICZet al, 2008).

O &cido citrico, cujo nome oficial € acido 2-hidr®2,3-propanotricarboxilico,
€ um acido organico fraco, que pode ser encontradocitrinos e € sintetizado em
escala industrial pelo fungo filamentogspergillus nigeratravés do processo de
fermentacdo submersa tendo a sacarose como formi@loeno (PAPANIKOLAOUet
al., 2002; RYMOWICZet al, 2006; LEVINSONet al, 2007; RYMOWICZet al,
2008; DA SILVAet al, 2009). Sua produgéo alcancou 1,4 milhdes deadagbor ano
e existe um crescimento anual de 3,5 — 4 % do coosle 4cido citrico (RYMOWICZ
et al, 2008). Este acido apresenta varias utilizacdgsoitantes na industria de
alimentos, farmacéutica, de cosmeéticos e bebidaso cacidificante, antioxidante,
aromatizante, preservante e plastificante. Comaidodcitrico € uma comoditie é
necessario utilizar matéria-prima barata e dispgnia producdo industrial, como o
glicerol.

Devido ao aumento da demanda por acido citricocgssns alternativos de
cultivo envolvendo cepas de levedura estdo sendmloss para sua producéo.



Especificamenté/arrowia lipolytica, C. quillermondie C.oleophilatém sido usadas
para a producdo de acido citrico através de vddates renovaveis ou materiais
residuais como substratos. A leved¥erowia lipolyticaé Unica em sua habilidade de
produzir e excretar no meio de cultura uma granaléedade de acidos organicos,
incluindo os intermediarios do ciclo do &cido trimaxilico, acido citrico, isocitricay-
cetoglutarico, e piravico (BARTH E GAILLARDIN, 199FICKERSet al, 2005) em
condicOes limitantes de crescimento causadas peredtes fatores de nutricdo, tais
como a fonte de nitrogénio, tiamina, fosfato ows s compostos minerais (fésforo,
enxofre e magnésio) (PAPANIKOLAOWet al, 2002; FICKERSet al, 2005;
RYMOWICZ et al, 2006).

Em resposta a esta condicdo, esta dissertacacdewe objetivo geral estudar a
producdo do acido citrico por uma cepat@rowia lipolytica isolada da Baia de
Guanabara, no Rio de Janei¥q, lipolyticaIMUFRJ 50682, através da otimizacdo do
meio de cultivo utilizando glicerol PA como fonte darbono e o glicerol proveniente
da producdo do biodiesel como matéria-prima de eorigrenovavel, visando a
diminuicdo dos custos de producdo para o desemvehio de um processo
biotecnolégico com potencial de aplicacdo futurarapagregar valor a producédo do
biodiesel e diminuir a geracéo de poluentes e exted na producéo de biodiesel.

Para alcancar este objetivo, estudos sobre cordd@®eultivo para aumentar a
sintese do acido citrico pofarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 foram conduzidos
através de:

- Estudo da influéncia da concentracdo de glicemhcentracdo de extrato de
lévedo, concentracdo de sulfato de amoénio e veldeidde agitacdo em frascos
agitados;

-Estabelecer a razdo molar Carbono/Nitrogénio Otipaaa proporcionar a
maxima concentracdo de acido citrico, utilizandangjamento de experimentos para
otimizacdo do meio de producéo;

- Avaliacdo do potencial de producdo do acido adtrutilizando glicerina,
subproduto da producéo do biodiesel, como matémagmao convencional.

O trabalho estéa estruturado em quatro partes Isdsica

A primeira parte apresenta a revisao bibliografozamo forma de embasamento
aos objetivos propostos neste capitulo, procurdo@cer base teérica bem como os
resultados obtidos na literatura referentes ao tdese trabalho. A segunda parte
apresenta os materiais e meétodos utilizados paemgdr os objetivos propostos. Na
terceira parte sdo apresentados os resultadodiscassoes. Para finalizar, conclusdes e
sugestdes para trabalhos futuros, sédo apresemadpsrta parte.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A levedurayarrowia lipolytica

Yarrowia lipolyticaé um microorganismo estritamente aerébio, eucaaptio
reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetabclasse Hemiascomicetos,
anteriormente conhecida cor@@ndida lipolytica Foi originalmente classificada como
Candida lipolytica e depois reclassificada comdendomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytioa, finalmente)Yarrowia lipolytica.Esta levedura pode ser
isolada de substratos ricos em proteinas e lipjdamao produtos das inddstrias de
laticinios, de shoyu, produtos de saladas que wowm@ne ou camardo (BARTH E
GAILLARDIN, 1997), queijos ou salsichas, linguicaschouricos (FICKERSt al,
2005) e também em produtos avicolas crus (ISM&lal, 2001) Yarrowia lipolyticaé
uma das espécies predominantes em qu€gmsembert blue-veined Seu crescimento
nestes substratos esta relacionado com as suatad#y extracelulares proteoliticas e
lipoliticas e com a sua capacidade de crescer amperaturas de 5-10°C. Algumas
cepas também tém sido isoladas de solos, aguagdéoes ambientes poluidos com
petroleo (FICKERSt al, 2005; KIM et al, 2000).

Um grupo designado de leveduras “n&o-convencion&is” adotado para
diferenciar as leveduras pertencentes a este gdapoleveduras mais comumente
utilizadas como, por exemplo,a&haromyces cerevisiae Schizosaccharomyces
pombe que sdo, portanto, consideradas leveduras “coiomais”. Estes dois grupos se
diferenciam em relagdo a fisiologia, genética, dg@ molecular e aplicacdo
biotecnoldgica. A levedurgarrowia lipolyticaé a espécie mais estudada do grupo das
leveduras “ndo-convencionais” principalmente porm rdpresentar patogenicidade
(BARTH E GAILLARDIN, 1997; FICKERSet al, 2005). Atualmente, tem sido
utilizada como modelo para o estudo de excrec¢éawipey biogénese de peroxisoma,
dimorfismo (KAWASSEet al, 2003), degradacdo de substratos hidrofébicose e
muitos outros campos (FICKERS al, 2005). Recentemente, a sequéncia total dos seis
cromossomos d¥. lipolyticafoi determinada permitindo sua admisséo nos estddo
genoma, transcriptoma e proteoma (FICKERSL, 2005).

O interesse porarrowia lipolyticg em meados dos anos 1960, foi devido a sua
capacidade de utilizar substratos hidrofébicosg@apmente alcanos como fonte de
carbono para a producéo de proteina microbiana (S&Rgle Cell Proteinbem como
0s metabdlitos do ciclo dos intermediarios comamdos citrico e-cetoglutérico. Isto
resultou em um amplo conhecimento de seu cultivdegmentadores de larga escala.
Yarrowia lipolyticafoi classificada como Generally Regarded As S&RAS) pela
American Food and Drug Administration (FDA) na podo de &cido citrico
(FICKERSet al, 2005).



Yarrowia lipolyticasecreta varias enzimas, como proteases, lipastesases e
fosfatases, todas de grande interesse biotecnoldtCAUD et al, 2002). Existe
ainda um campo que vem sendo explorado com asuegado convencionais para
pesquisa basica e também para aplicacdes biomédizas a producdo de proteinas
heterbélogas neste organismo. Historicame®aecharomyces cerevisifm@ usada como
hospedeiro para producao de proteinas heterolages)evedura da qual a literatura ja
acumulou grande conhecimento, mas que apreserdi#e oaso, baixa produtividade,
pobre estabilidade plasmidial e baixa capacidadexdeecdo (MADZAKet al, 2004).
MULLER et al (1998) testaram quatro leveduras ndo convenda@i cerevisiaaa
producao de seis enzimas fungicas e todas as m&ercmonais foram mais eficientes
que a levedura convencional, sendo judipolyticafoi o hospedeiro que apresentou
melhor desempenho e reprodutibilidade.

Nos anos 1990, varios grupos iniciaram estudossolprocesso de dimorfismo
na levedurayarrowia lipolyticauma vez que € capaz de crescer na forma de células
ovoides e hifas bastante alongadas dependendo atab¢c@es de crescimento. O
namero de grupos de pesquisas que utilizam a ¥epawia lipolyticacomo modelo
de levedura estd aumentando rapidamente devidsendalvimento de ferramentas
genéticas e moleculares.

2.1.1. Substratos utilizados poXarrowia lipolytica como fonte de
carbono

As células de. lipolyticautilizam prontamente hexoses, principalmente gécos
acidos organicos (succinato, acetato e citratajyatt glicerol e substratos hidrofébicos
(acidos graxos e alcanos) como fontes Unicas dmmare energia, mas nao utilizam
sacarose, pois ndo apresentam atividade invertadmanos polimetilados ou clorados,
e l-alcenos também sdo assimilados por esse ngamemo (BARTH &
GAILLARDIN, 1997).

Yarrowia lipolytican&do produz etanol, porém o utiliza como fonte a@dano
em concentracdes de até 3%; valores maiores sam3OBARTH & GAILLARDIN,
1997).

Muitas cepas d&arrowia lipolyticacrescem eficientemente em acetato como
fonte de carbono. Concentragfes inferiores a 0d86bem toleraveis, concentracdes
entre 0,4 e 1% reduzem a taxa de crescimento eegakuperiores a 1% inibem o
crescimento (BARTH & GAILLARDIN, 1997).



2.1.2. Consumo de Substratos Hidrofobicos e a Stiper Celular

A leveduraY. lipolytica é geralmente isolada de meios contaminados por
compostos oleosos, como a Baia de Guangdbtk&LER E MENDONCA-HAGLER,
1981), de laticinios, participando da flora de ppsei picantes (BARTH E
GAILLARDIN, 1997), de produtos avicolas crus (ISMAlet al, 2001), e é
particularmente adaptada a substratos hidrofobidosedita-se que, evolutivamente,
leveduras que vivem em meios aquosos onde a famteatbono é hidrofobica e,
portanto, se encontra dispersa no meio, sob a fakengotas, tenham desenvolvido
mecanismos para facilitar o acesso a este subskeaido a pequena probabilidade de
contato das gotas de 0leo, em constante movimento.

Em fermentacdes com hidrocarbonetos, a fase okeatiapersa em forma de
gotas na fase aquosa e a tensdao interfacial gaenatinterface entre a fase oleosa e a
fase aquosa tende a manter uma forma esféricaacosiestresses de cisalhamento que
tendem a deforma-la. Essas gotas coalescem easrealtinuamente e sua distribuicdo
de tamanhos depende da tensao interfacial, daofragi@imétrica de hidrocarboneto e
da intensidade de agitacdo. A distribuicdo de thimsdas gotas é responsavel pela area
interfacial entre os dois liquidos e controla asfaréncia de substrato para as células.
GUTIERREZ E ERICKSON (1977) observaram uma redugdaliametro médio das
gotas da fase oleosa paralelamente a reducaosiotererfacial durante a fermentacéo
de hexadecano p&andida lipolyticae atribuiram o fendmeno a producéo de agentes
tensoativos pela levedura. De fato, CIRIGLIANO ERMAN (1984) foram capazes
de detectar e isolar atividade emulsificante, cajgaestabilizar emulsdes agua-06leo, no
meio de fermentacdo d€. lipolytica Este bioemulsificante, que foi chamado de
liposan era composto de aproximadamente 83% de carboidrdt7% de proteina,
apresentando atividade emulsificante maior quenalgunulsificantes comerciais como:
goma arabica, alginato e caseina (CIRIGLIANO E CARNM 1985).

Portanto, a assimilacdo de substratos hidrofébmode ocorrer através de
adsorcéao direta das gotas hidrofobicas a supedétidar ou pode ser mediada por um
surfactante. No caso de adsorcao direta, muitoamsoos podem estar envolvidos,
como interacbes hidrofébicas, interacbes de Lewasid0 ou base), interacdes
eletrostaticas ou de van der Waals.

Certamente, as propriedades de superficie dasumsedependem da espécie e
cepa utilizada, do ambiente que a cerca e da tntarbono presente no meio. A cepa
selvagem de levedurdarrowia lipolyticalMUFRJ 50682, selecionada de um estuario
da Baia de Guanabara (Rio de Janeiro, Brasil) ept@sim carater singular, com alta
afinidade a compostos hidrofébicos (AMARAL al., 2006).



2.1.3. Dimorfismo

Dimorfismo se refere a capacidade do fungo de eresuo duas distintas formas,
usualmente como células ovoéides ou hifas filamestos de ser reversivel entre essas
duas formasYarrowia lipolyticaé um fungo que apresenta dimorfismo naturalmente,
formando células de leveduras, pseudo-hifas e h#daptadas (BARTH E
GAILLARDIN, 1997; KAWASSE et al, 2003). O seu micélio verdadeiro consiste de
hifas septadas de 3 a 5 mm de largura e até vanosie comprimento. Células apicais
freqientemente excedem 100 mm, enquanto que oses&ggrmMedem de 50 a 70 mm.
Existe apenas um nucleo por segmento. Os septasseenelham a poros centrais do
tipo comum a ascomiceto e diferentes de outragliees filamentosas, tendo reticulo
endoplasmatico se estendendo de um segmento ao (BARTH & GAILLARDIN,
1997). Acredita-se que o dimorfismo das levedurasme mecanismo de defesa a
condicbes adversas, como temperatura e mudancasiangis (KAWASSEet al,
2003).Yarrowia lipolyticatem sido considerada um modelo adequado paraosstied
dimorfismo em leveduras, pois € uma espécie swustedi manipulacdo genética e
porque suas formas morfolégicas sao faceis de sdrgtinguidas, em contrasteSa
cerevisiag que nao possui verdadeiros filamentos e exibadsshkifas quando cresce
em condicbes limitantes de nitrogénio (KAWASSE al, 2003). A habilidade de
formar hifas em cepas selvagens pode proporcioma vantagem seletiva quando
submetidas a condicbes de estresse, facilitandosatia para escassez de nutrientes
(KAWASSE et al, 2003; GANCEDO, 2001). A capacidade de formagagseudo-
hifas em resposta a condi¢cdes de estresse pemmigein a fuga de um ambiente
prejudicial (GANCEDO, 2001).

Vérios fatores ambientais podem afetar a morfolaigigdungos dimorficos. A
morfologia das células é determinada pelas consligéecrescimento (aeracao, fontes
de carbono e nitrogénio, pH, etc) e pela formacéonética da cepa (BARTH &
GAILLARDIN, 1997).

Em Y. lipolytica especificamente, a fonte de carbono néo influenmaa
morfologia da célula em meios liquidos; assim compH em meio minimo. Em
compensacao, a morfologia das células é bastapendente da fonte de nitrogénio; a
limitacdo em nitrogénio inibe a formacdo de hifas,contrario do que ocorre cdf
cerevisiae (KAWASSE et al, 2003; BARTH & GAILLARDIN, 1997).
PAPANIKOLAOU et al (2002) observaram que a ceparrowia lipolytica LGAM
S(7)1 se desenvolveu na forma de leveduras e guesanca de micélios verdadeiros
foi negligenciavel em condicfes limitantes de m@éwio e em alta razdo molar
carbono/nitrogénio utilizando como fonte de carbgtioerol bruto. SZABO (1999)
mostrou que o pH do meio afeta fortemente a mayfal@e células dé’arrowia



lipolytica, mas apenas na presenca de uma fonte de nitrog@miglexa, sugerindo que
as ceélulas respondem mais a alteracfes nutritivasedo com diferentes valores de pH
do que ao proprio valor de pH. Num estudo posteS@ABO E STOFANIKOVA
(2002) comprovaram a importancia da presenca de fontesitaeénio organico no
efeito do pH e na morfologia celular Welipolytica Além disso, a adicdo de sulfato de
amonio a um meio sem aminoacidos aumenta a prapa€dilamentos de um modo
dose-dependente. A inibicdo da respiracdo mitocandoqueia a formacdo de
filamentos. O desenvolvimento micelial € inibidont&m pela deficiéncia de sulfato de
magneésio ou cloreto férrico ou pela adicdo de iciateu glutationa reduzida (SZABO,
1999; BARTH & GAILLARDIN, 1997).

2.1.4. Producao de Acidos Orgéanicos pgarrowia lipolytica

A leveduraYarrowia lipolyticaé a Unica que tem a capacidade de produzir e
excretar no meio uma ampla variedade de acidosimas incluindo os intermediarios
do ciclo do é&cido tricarboxilico, tais como o actltrico, o acido isocitrico, o acide
cetoglutarico e acido piravico (FICKERS al, 2005; BARTH E GAILLARDIN, 1997,
RYMOWICZ et al, 2008; KAMZOLOVA et al, 2003). Sendo esses acidos de grande
interesse comercial, os estudos para aumento ddugi#o por via microbiolégica
utilizando tais leveduras, continuam até hoje.

As fontes de carbono utilizadas neste processoak@&@mos, 0leos vegetais,
gorduras, etanol, melacos, amidos hidrolisados, sg@e fontes de baixo custo
(PAPANIKOLAOU et al, 2002; RYMOWICZet al, 2006; FICKERSet al, 2005) em
condicOes limitantes de crescimento causadas peredtes fatores de nutricdo, tais
como a fonte de nitrogénio, tiamina, fosfato ows s compostos minerais (fosforo,
enxofre e magnésio). Em condi¢cbes de esgotamenidrdgénio, ha secrecdo de acido
citrico e isocitrico, enquanto que limitacdo demiiza (uma vitamina que ndo é
sintetizada por essa levedura, mas € necessadaapatividade dai-cetoglutarato
desidrogenase) em baixo pH causa secrecao prim@ps de acidoa-cetoglutarico e
acido piravico (FICKERSet al, 2005). Sob condicdes de deficiéncia em tiamina no
meio de cultura, a levedu¥a lipolyticaoxida glicose com a formacéao de acido piravico
(75-80%) e acidoo -cetoglutarico (20-25%). O inicio da sintese degias foi
provocado pela reducdo da concentracdo intracedidaramina(MUNTYAN, 1976;
FINOGENOVAZet al, 2005). Leveduras que ndo sao capazes de prddumina, como
Y. lipolytica produzem acido piravico na presenca de gliceglia®se como fontes de
carbono (ERMAKOVAet al, 1986). Sob limitacdo de tiamina, 0 requerimeti&o
célula em tiamina para producdo de acido piraviepedde da fonte de carbono



utilizada. A utilizacdo de glicerol levou a prodocde 61,3 g/L de acido e um
rendimento de 0,71 g/g (MORGUNQ! al, 2004; FINOGENOVAet al,, 2005).

Y. lipolytica apresenta uma alternativa a tradicional produgd@aido citrico
por Aspergillus nigera partir de melago que acumula grandes quantiddelesjeitos
sélidos e liquidosY. lipolytica pode utilizar diferentes substratos com maior t@ea
producao (até 3 g de acido citrico/(L.h)) e maemdimento em relacdo ao substrato
(até 1,5 g/g, especialmente em substratos hidddhi Células d&arrowia lipolytica
sao capazes de sintetizar acido citrico a partuadi@s fontes de carbono como alcanos,
glucose, etanol e Oleos de plantas (CROLLA E KENNER0O4; VENTERet al,
2004; FINOGENOVAet al, 2005; RYMOWICZ et al, 2008).

STOTTMEISTER et al. (1982) e KRUSEet al (2004), em seus estudos,
obtiveram uma producao de até 250 g/L de acid@eipelo processo de fermentacao
em batelada alimentada utilizando 20% de alcanodlem de girassol como fonte de
carbono e utilizandoy. lipolytica Portanto, processos envolvendo essa espécie e
substratos renovaveis de baixo custo como Olegslatdas, gordura e glicerol estdo
sendo desenvolvidos. Um processo de producdo de &dirico a partir de Oleo de
colza foi introduzido recentemente pela companhiehér Daniels Midland (Decatur,

lll., USA) (BARTH et al, 2003; FICKERSet al, 2005).

AKIYAMA et al (1973) obtiveram um rendimento de 130% em rela@o
substrato (p/p) e uma razdo de 60:40 (citrico eitisco) comY. lipolytica ATCC
20114em n-alcanos como fonte de carbono. Quando foicaadido monofluoroacetato
ao meio de cultivo, esse composto foi transformamiomonofluorocitrato, que inibiu
completamente a aconitase, aumentando a razaotrdéo:ocitrato para 85:15. O
rendimento da producédo de acido citricoYddipolytica (NRRL Y-1095) em glicose
variou de 0,38-0,77 g/g, dependendo da concentr@dedmomassa e nitrogénio (INWE
e extrato de lévedo) (RANE E SIMS, 1996DRSTERet al (2007) utilizaram uma
cepa deY. lipolyticarecombinante para produzir acido citrico em sarimserindo o
gene ScSUC2 d8&. cerevisiagque expressa invertase. A expressao de invertase f
aumentada em pH 6,0 e resultou na producdo de 427l de &cido citrico e
rendimento de 0,75-0,82 g/g.

MORGUNOV et al. (2004) investigaram o mecanismo de acumulo deoaci
citrico pela levedurd’'. lipolytica crescendo na presenca de glicose e deficiéncia de
nitrogénio. A limitacdo do crescimento da levedpeta fonte de nitrogénio diminui o
contetido total de nucleotideos e aumentou as raEe3 P/AMP e NADH/NAD. A
isocitrato desidrogenase, NAlependente, uma enzima que tem um papel importante
no ciclo do acido tricarboxilico, foi isolada dé lipolytica e o efeito de alguns
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico at&vidade dessa enzima sugere que 0



aumento da excrecado de acido citrico pode ser daugala inibicdo da isocitrato
desidrogenase devido a reducdo do conteudo de AMRBureento da razao
NADH/NAD* nas células em limitag&o de nitrogénio.

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa tentaaderar o meio de
crescimento da cepéarrowia lipolyticaa fim de aumentar a producéo de acido citrico
(VENTER et al, 2004). Através da adicao de acetato de sédrop@orcéo de 1:3 em
relacdo a massa de 6leo de girassol, que foi & fatcarbono utilizada, foi possivel
aumentar a proporcdo de acido citrico:acido idooitsignificativamente de 1,7:1 na
auséncia de acetato para 3,7:1 na presenca daoaapps 240 h de crescimento de
Yarrowia lipolyticaUOFS Y-1701 (VENTERet al, 2004).

Com o objetivo de descrever uma alternativa pal@izar o glicerol produzido
como o principal subproduto da producédo do biodliE&ePANIKOLAOU et al (2002)
investigaram a resposta bioquimicaYdarowia lipolyticaLGAM S(7)1 crescida neste
substrato em alta razdo carbono-nitrogénio parauaip produtos metabdlitos de
grande valor industrial. O principal acido organiduzido foi acido citrico, que
aumentou quando o meio de crescimento utilizado famponado. Outros &acido
organicos produzidos em baixas quantidades foraaqitigo, acético e-cetoglutarico.
Para aumentar a producdo de acido citrico, o cnestd deYarrowia lipolytica foi
conduzido em meio com alta concentracdo de gligemleniente do biodiesel (80 e
120 g/L) e com alta altas raz6es molares de C/KedDItado foi satisfatorio uma vez
gue a concentracdo de acido citrico aumentou Baea3d g/L com rendimento de 0,44
e 0,42 g/g de glicerol consumido. PAPANIKOLAOWBt al (2002) também
investigaram a producédo de acido citrico Yarrowia lipolyticaLGAM S(7)1 em meio
contendo glicose que pode ser considerada comobstrato de referéncia e é
amplamente empregada na literatura. A producaaide &itrico foi similar em ambos
0s substratos utilizados.

Yarrowia lipolyticg quando cresce sob condi¢cfes limitantes de ntggere
capaz de produzir acido citrico (KAMZOLOVét al., 2003; LEVINSONet al, 2007).
O grande desafio neste processo, portanto, é nziaimai producao simultanea de acido
isocitrico através da otimizacdo das condicdes @@ rde cultivo e operacionais,
otimizar a tecnologia de fermentacéo e estudanética de crescimento e producdo de
acido citrico. As vias bioquimicas envolvidas ngutacdo da producdo de acidos
citrico e isocitrico por leveduras tém sido estadaddma excessiva producédo de acido
citrico e isocitrico foi observada sob limitacdoadescimento por nitrogénio ou outros
componentes minerais como enxofre, fosforo e magRY MOWICZ et al., 2008)

LEVINSON et al. (2007) examinaram 27 cepas Warrowia lipolitica bem
como 5 cepas de trés outras espéciesYdaowia (Aciculoconidium aculeatum



Candida hispaniensis Candida bentonengisia producdo de acido citrico utilizando
glicerol puro como fonte de carbono. As culturasafo crescidas em condi¢cdes
limitantes de nitrogénio. Nenhuma das 5 cepas deowspécies produziram acido
citrico, porém todas as cepas Ydarrowia lipoliticaforam capazes de produzir acido
citrico em concentracdes diferentes. A producdocomfai obtida porY. lipolytica
NRRL YB-423, que alcancou 21,6 g/L de acido citricpartir de 40 g/L de glicerol
(54% de rendimento). A proporcao de acido citriézieo isocitrico produzida por esta
cepa foi 11,3:1 enquanto que as outras cepas lilgolyticaproduziram uma proporcao
entre 2:1 e 6:1 nas mesmas condicdes de trabalimei®de crescimento para a cépa
lipolytica NRRL YB-423 foi otimizado variando a razao carbanmitrogénio com o
objetivo de aumentar a proporcgéo de acido citri@oieo isocitrico e foi concluido que
o melhor resultado foi obtido na razdo C/N de 388-6

RYMOWICZ et al (2006) examinaram a capacidade de biosintesecide a
citrico por 3 cepas mutantes ¥arrowia lipolytica AWG-7, 1.31 e K-1 utilizando
glicerol proveniente do biodiesel com o objetivo sdecionar a melhor produtora e
comparar 0s parametros cinéticos da biosintese cibo &itrico. Os resultados
mostraram que a producéo de acido citrico por éstasluras esta relacionada com as
condicOes limitantes de nitrogénio com excesso aigefde carbono (200 g/L). A
viabilidade celular destas leveduras néo foi irabigelo excesso de substrato,
comportamento similar observado usandtarrowia lipolytica LGAM S(7)1
(PAPANIKOLAOQU et al, 2003). Este comportamento ndo foi observaddCamdida
curvata D, cujo meio de crescimento com alto valor deegbt (120 g/L) inibiu seu
crescimento quase completamente (MEESTERSL, 1996). Foi observado que a
producao dos acidos citrico e isocitrico iniciob®p crescimento exponencial cessar
(apbs 17 — 20 h de cultivo) para as 3 cepas mutaAtenais alta taxa especifica de
producao de acido citrico (0,05 g/g.h) e o maiodm®ento de acido citrico em termos
de consumo de glicerol (0,62 g/g) foram alcancadkando a cepa 1.31, que obteve
uma concentracdo de 124,5 g/L de &cido citrico.uantjdade de acido isocitrico
produzida por esta cepa foi menor em relacdo aasdtas cepas, que foi apenas de
3,9 g/L. Portanto, esta cepa mutante dardwia lipolytica pode ser de interesse
industrial.

Altas concentracdes finais de acido citrico vartadd 105,4 g/L para 116,8 g/L
foram obtidas por ARZUMANO\£t al.(2000) em batelada e em repeticbes de batelada
utilizandoYarrowia lipolytica e etanol como substrato e 120 g/L de acido oifocam
produzidas usando etanol por KAMZOLOV#t al (2003). KAMZOLOVA et al.
(2005) produziram cerca de 135 g/L de acido cittimm a cep’. lipolytical87/1que
utilizou gordura de vegetais como substrato. Neas®, quantidades significativas de
lipase extracelular foram produzidas simultaneament
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2.2. Producédo Microbiana de Acidos Organicos
2.2.1. Producéo de Acido Citrico

O &cido citrico ou citrato de hidrogénio, de norfieia acido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico, € um acido organico tricadbioo fraco, que se pode encontrar
na maioria das frutas, sobretudo em citricos contisméo e a laranja (GREWAL E
KALRA, 1995). E usado como conservante naturati¢aitante), sendo conhecido
também como acidulante INS 330, dando um saboo &créfrescante na preparacao de
alimentos e de bebidas. Além disso, o acido citiassado como produto de limpeza
ecoldgico. E um intermediario do ciclo de Krebs antém uma posicdo chave no
metabolismo de cada célula microbiana (RYMOWIEZal, 2008). Sua formula
quimica € @HgO; conforme ilustrado na Figura 2.1.

Figura 2.1. Representacao da estrutura quimica docéo citrico

A acidez do &cido citrico se da pelos trés gruposaxilas (-COOH) que podem
perder um préton em solugdes. Como consequénciafee um ion citrato. Os citratos
sdo bons controladores de pH de solugdes &cidasiom3s citratos formam sais
denominados citratos com ions metalicos. O citdgtaalcio € um importante citrato,
que se utiliza geralmente na preservacao e contiigéamdos alimentos. Além disso, 0s
citratos podem quelar ions metélicos e utilizddoso conservantes e suavizadores de
agua.

Na temperatura ambiente, o &cido citrico é um fshatino branco. Pode existir
na forma anidra (sem agua) e como monohidrato qun&m uma molécula de agua
para cada molécula de &cido citrico. A forma angkacristaliza em agua quente,
enquanto a forma monohidratada do acido citricocsgtaliza em agua fria. O
monohidrato pode ser convertido na forma anidracegpudo-se acima de 74°C.
Quimicamente, o acido citrico compartilha as cardsticas de outros acidos
carboxilicos. Quando aquecido acima de 175°C, sendgdem produzindo dioxido de
carbono e agua.

11



A descoberta do &acido citrico € atribuida ao aligtamislamico Jabir Ibn
Hayyan no oitavo século depois de Cristo. Os evaditedievais na Europa conheciam
a natureza acida dos sumos de limdo e da limaotahecimento esta registrado na
décima terceira enciclopédia Speculum Majus, redawhg por Vincent de Beauvais. O
acido citrico foi o primeiro acido isolado em 17@dlo quimico sueco Karl Wilhelm
Scheele, que o cristalizou a partir do suco do din# producdo comercial de acido
citrico comecou em 1860, baseado na industriaaialidos citricos (GREWAL E
KALRA, 1995).

Em 1893, C. Wehmer descobriu que cultivosRamicillium podiam produzir
acido citrico a partir do acucar. Entretanto, adpgdo microbiana do acido citrico ndo
chegou a ser industrialmente importante até a Bam&uerra Mundial, que
interrompeu as exportacoes italianas de limdesl1BhY, o quimico americano James
Currie descobriu que certos cultivos depergillus nigerpodiam ser produtores
eficientes de &cido citrico através de procesderdeentacdo em superficie. Anos mais
tarde, a industria Pfizer comeca a producdo emlaesudustrial usando esta técnica.
Nos anos de 1950, foi desenvolvido nos Estadosddnild América uma técnica mais
eficiente que o processo anterior, a fermentac@mersa (GREWAL E KALRA,
1995).

Um dos motivos mais importantes para o sucessorcmheo acido citrico € o
tamanho do seu mercado. A producdo mundial de &fidco ultrapassa 1,4 milhdo de
tonelada por ano, um nimero que excede a produggoaquer outro acido organico
obtido por fermentacdo, sendo os maiores produtoiegropa e os Estados Unidos. O
consumo deste acido cresce ao redor de 4% ao ancipplmente devido ao seu
emprego em alimentos e bebidas. O acido citriconéroduto amplamente usado em
produtos alimenticios, farmacéuticos, cosméticosne outros produtos industriais
devido as suas propriedades como acidulantes, rvanses, ajustadores de pH e
antioxidantes. E utilizado também como aditivo fanal em detergentes e cosméticos
(RYMOWICZ et al, 2008) Durante as ultimas duas décadas, um signi€ aumento
no uso de citrato de sddio tem sido observadaqudostituicdo dos polifosfatos que séo
nocivos ao meio ambiente (ARZUMANO&? al., 2000).

Emprego do citrato:

. cerca de 70% da producédo é utilizado pela industeaalimentos e
bebidas; 12% pela industria farmacéutica e 18%optmas industrias (RYMOWIC&t
al., 2008; ARZUMANOVet al, 2000; YIGITOGLU, 1992);

° na industria de alimentos usa-se em larga escate @xidulante por
apresentar sabor agradavel, baixissima toxicidaaléaesolubilidade. Além disso, esse
acido tem capacidade de complexacdo com metaidgesamo o ferro e o cobre. Essa
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propriedade tem conduzido a crescente utilizacamocestabilizante de 6leos e
gorduras para reduzir a sua oxidacdo catalisadaepses metais. Também, essa
propriedade aliada ao baixo grau de corrosividadertbs metais, tem permitido seu
uso na limpeza de caldeiras e instalacdes espéGREWAL E KALRA, 1995);

. seu emprego em alimentos representa 55-65% do dwoercdal de
acidulantes, contra 20-25% pelo acido fosféricd/e crrespondendo ao acido malico
(MAGNUSON E LASURE, 2004);

. na industria farmacéutica, o acido citrico & useolmo estabilizante de
acido ascoérbico por causa de sua acdo quelante. aNbacidos e analgésicos
efervescentes, o acido citrico € usado juntamemte carbonatos e bicarbonatos para
gerar CQ(GREWAL E KALRA, 1995);

. ésteres de acido citrico, como trietilbutil e acetildibutil, sdo usados
como plastificantes ndo toxicos nas peliculas ipEstde embalagens de alimentos.

Industrialmente, a producdo do &cido citrico seattavés do processo de
fermentacdo submersa e com o0 uso de espécidsmirgillus niger tendo sacarose
como fonte de carbono (VENTERt al, 2004; RYMOWICZ et al, 2006). Apés
separacdo do micélio por filtragdo, a recuperagdocacdo citrico é realizada por
precipitacdo ao adicionar hidroxido de calcio garanar citrato de célcio e, depois, €
adicionado acido sulfarico para regenerar o acitt@a. A eliminacéo das impurezas é
realizada com carvao ativado ou resinas de trocacap continuando com a
cristalizacdo do acido citrico, secagem ou desidéat, e 0 empacotamento do produto.
Embora leveduras confeaccharomyces cerevisjaespécies dRhodotorula, Pichiae
Hansenulasejam organismos importantes biotecnologicamesgtgs nédo tém sido
consideradas para a producdo comercial de acigasions. VENTERet al (2004) cita
que, segundo GOOBI al. (1985) e RANE E SIMS (1993), leveduras coxferrowia
lipolytica, Candida tropicalise algumasRhodotorula spp tém a habilidade para
produzir acido citrico de varias fontes de carbaue, incluem dleos comestiveis.

Devido ao aumento da demanda por acido citricocgssns alternativos de
cultivo envolvendo cepas de levedura estdo sendmloss para sua producéo.
Especificament&arrowia lipolytica, C. guillermondie C. oleophilatém sido aplicadas
para a producdo de acido citrico usando variae$orgnovaveis ou residuos como
substratos. Tipicas fontes de carbono sédo gligmsea (ou industrial), melaco, etanol
industrial, metanoln-hidrocarbonetos, 6leo de canola ou mistura deoacgtaxos
saturados de origem animal e glicerol do biodigg&YMOWICZ et al, 2006;
FINOGENOVA et al, 2005). A producédo de acido citrico utilizandtesssubstratos &
normalmente conduzida em reatores em bateladdatbatalimentada ou em sistema
continuo (RYMOWICZet al, 2006; ANASTASSIADIS & REHM, 2006). Contudo, as
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Gnicas espécies conhecidas que séo capazes deinseanproducdo de acido citrico
destes substratos sdo as cepas selvagens e mu@mtéipolytica. Essa levedura bem
como o fungoA. nigersao considerados como produtores potenciais de &didco.

Sob certas condicbes de fermentacédo, leveduras d@rrowia lipolytica produzem
acido citrico em grandes quantidades (RYMOWAKEZAL, 2008). O uso de leveduras do
género Candida ou Yarrowia apresenta algumas vantagens em relacdo ao fungo
filamentoso: maior tolerancia a altas concentrac@essubstratos, maior taxa de
conversao, maior produtividade, melhor controle mlocesso devido a natureza
unicelular da levedura, e ainda se apresenta con® alternativa para as industrias
sucro-alcooleiras (FICKER®t al, 2005). Uma desvantagem deste processo € a
quantidade significativa de acido isocitrico pradazdurante a fermentacao, que pode
atingir niveis acima de 50% do total de acido pradin (RYMOWICZ et al, 2006;
ANASTASSIADIS et al, 2002;VENTER et al, 2004). De acordo com VENTER al
(2004), foi constatado por ROEHR al (1996) que a producédo de acido isocitrico €
influenciada pelo tipo de microrganismo, fonte darbono e concentracdo dos
micronutrientes acessiveis a levedura.

Segundo RYMOWICZet al. (2006), ANASTASSIADIS E RHEM (2006)
produziram de 30 a 90 g/L de éacido citrico duranteultivo deC. oleophilaATCC
20177 em sistema continuo em glicose, enquantdstems em batelada e em batelada
alimentada produziram entre 140 e 160 g/L de é&ciitlico.

2.2.2.Producéo de Acido Pirtvico

Acido pirGvico, também conhecido como &acido 2-oxpgndico, acidoa-
cetopropidnico ou acido acetilformico, € um deexocarboxilicos mais importantes.
Este acido tem um papel central no metabolismogétieo de organismos vivos e
industrialmente € usado como matéria-prima na Mitese de farmacos como L-
triptofano, L-tirosina e alanina, assim como L-DORA et al, 2001). Também é
utilizado na producdo de polimeros, cosméticos igvasl alimenticios. Piruvato de
calcio tem forte efeito na reducdo de gordura, poide acelerar o metabolismo de
acidos graxos no corpo humano (ROUFS, 1996). Conusaglo nas industrias de
farmacos, agro-quimica, quimica e de alimentognaashda comercial de acido piravico
tem se expandido (Lét al, 2001). A Figura 2.2 apresenta a representacasude
estrutura quimica.
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Figura 2.2. Representacgdo da estrutura quimica docédo pirdvico

Em escala industrial o acido piravico € produzidelap desidratacdo e
descarboxilacdo do acido tartarico. Esse € um psocsimples, mas ndo efetivo em
termos de custo, pois 0 custo total é estimado &% 800-9000 por tonelada (kt
al., 2001). O acido piruvico €, portanto, muito cgrara ser usado largamente.
Comparando com o método quimico, a producao de guiidvico através de meétodos
biotecnoldgicos pode ser vista como uma alternatvaeduzir o custo de producao.
Existem 3 métodos biotecnoldgicos para producdurdeato: a fermentacéo, o metodo
de “resting cells” e 0 método enziméatico. Como ruyato € um intermediario vital do
metabolismo celular, geralmente é dificil obterasepelvagens que acumulem grandes
quantidades de piruvato extracelular.

Algumas cepas de levedura, pertencentes ao gémeubopsis que produzem
mais de 50 g/L de piruvato foram identificadas @lguns pesquisadores das Industrias
Toray. A producdo de piruvato utilizando processos feaie/os, com escala de 400
toneladas por ano, foi industrializada pelas InigsToray em 1992 e a fermentacao
sofreu aumento de escala para fermentadores dé 80 st al, 2001).

2.2.3. Producéo de Acide-Cetoglutarico

O acido o-cetoglutarico tem uma posicdo chave no metabolisimocélulas
microbianas. E um intermediario do ciclo do &cidicarboxilico e é o composto
principal do metabolismo de proteinas e aminoacidosFigura 2.3 apresenta a
representacdo de sua estrutura quimica.

O O

HO OH
O

Figura 2.3. Representacao da estrutura quimica docédo a-cetoglutarico.
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Descobriu-se que um grande grupo de bactériaseellexs tem habilidade de
sintetizar o0 acidoo-cetoglutarico. Foram realizados diversos estudagticos da
biossintese de &acida-cetoglutarico por bactérias. Os melhores micrasyaos
produtores desse acido até os anos 60 eram asiessp@®Pseudomongsalém de
Bacterium ketoglutaricum, Aerobacter aerogeee3erratia marcescenss condicdes
necessarias para a superproducédo de acitEtoglutarico eram alta concentracdo da
fonte de carbono no meio de cultivo e limitacAacdacentracdo de nitrogénio (C:N de
40:1 para 400:1) (KOSHELEVAt al, 1967).

Com os estudos de producéo de proteinas de orgamismcelularesSingle
cell protein a partir den-alcanos, descobriu-se a habilidade da leveaaowia
lipolytica em produzir o acidar-cetoglutarico e entdo se iniciaram os estudos de
producao desse intermediario metabolico por leasduk levedurd’arrowia lipolytica
nao é capaz de sintetizar a estrutura pirimididacanolécula de tiamina, necessitando
gue essa vitamina seja adicionada ao meio de culia presenca de fontes de carbono
diferentes e em quantidade suficiente de tiaminaepa, quando a tiamina nao € o fator
limitante, as leveduras ndo conseguem produzirigoaccetoglutarico. No entanto,
quando a fonte de carbono € abundante no meio Wdiwoce em concentracdes
limitantes em tiamina, o substrato € oxidado e idcada-cetoglutarico é produzido
(FINOGENOVAEet al, 2005).

CHERNYAVSKAYA et al (2000) estudaram a producdo do acido
cetoglutarico a partir de etanol por lipolytica As principais condicbes que afetaram a
superproducdo do acido foram: a concentracdo dan@ano meio de cultivo e nas
células, a concentracdo de nitrogénio e oxigénione® e o valor de pH. Foi obtida
uma concentracdo de 49 g/L de aciudocetoglutarico e um rendimento em etanol
consumido de 42%Baseado nas analises das atividades das enzimas-cma
metabolismo de etanol e sintese de acid@etoglutarico, os autores sugeriram um
mecanismo para a biossintese do acido pela lev&duigolytica (Figura 2.4). Quando
as células crescem com deficiéncia em tiamina nao nde cultivo, com alta
concentracdo de Nfi o metabolismo da fonte de carbono ainda ocoras, arprocesso
reprodutivo € reprimido. Isso faz com que as csluéntem desfazer (neutralizar) o
excesso de nitrogénio (que pode ser toxico paraéhdas), através da sintese de
aminoacidos ou suas aminas. A enzima-chave do oistao de nitrogénio é a
glutamato-desidrogenase e seus substratos sdodo @&cetoglutarico, NAD(P)H e
NH,". Portanto, sob condi¢cdes de limitagio em tiammaproducdo de &acidae-
cetoglutarico reflete o fluxo ilimitado de substragor glutamato-desidrogenase.
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Figura 2.4. Mecanismo de superproducéo de acido-cetoglutarico por Yarrowia lipolyticaa partir
de etanol (Modificado de CHERNYAVSKAYA et al, 2000).

2.3. Utilizac&o de Glicerol como Fonte de Carbono
2.3.1. Generalidades sobre o Glicerol

Glicerol € um produto quimico bem conhecido ha nesdois séculos. Foi
descoberto em 1783 pelo quimico sueco Carl Wilh8kheele quando tratou 6leos
naturais com materiais alcalinos. Ele observourm#gdo de um liquido que tinha um
sabor muito doce. Contudo, a descoberta destadsuiisindo gerou grande impacto na
area cientifica ou industrial. Somente em 1811,uongco Michel Eugene Chevrel
nomeou esta substancia por glicerol, cuja origeaa éalavra grega “glykos” que
significa doce (BEHRet al, 2007). Em 1866, a primeira utilizacdo industdalglicerol
foi na producao de trinitrato de glicerol, que #zaado na fabricacdo de dinamite. No
final do século XIX, a producédo de glicerol aumentmntinuamente (BEHRt al.,
2007).

O (glicerol € um polidlcool de férmula estruturalregentada na Figura 2.5.
Geralmente se encontra como um triglicerideo coatlrcomo, por exemplo, a acidos
graxos como os acidos: oléico, palmitico e estea@ictermo glicerol aplica-se somente
ao composto puro, 1,2,3 propanotriol, enquantormdeglicerina aplica-se a misturas
que contém normalmente quantidades maiores ousigu@b% de glicerol (ARRUDA
et al, 2007).
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Figura 2.5. Representacéo da estrutura quimica ddigerol

Tradicionalmente, o glicerol é produzido por safica¢do de 6leos, gorduras
ou sebos utilizando lixivias alcalinas, sendo abttdmo subproduto na fabricacdo de
sabdo. No entanto, esse processo nao tem sidautiliziado industrialmente devido a
substituicdo do sabéo por detergentes (ARRWDAL, 2007; DA SILVAet al, 2009).

A sua obtencdo pode ser também a partir de desvddgetroleo por cloragédo a altas
temperaturas, mas devido a formacdo de subproguejsdiciais ao meio ambiente
essa rota entrou em declinio. Uma outra via deahtancdo é a hidrogenacdo da
sacarose na presenca de um catalisador a altéipredemperatura (ARRUDAL al,
2007). Glicerol também pode ser produzido por &racdo microbiana (DA SILVA
et al, 2009) e pode se tornar uma matéria-prima imptatquando o biodiesel comecar
a ser produzido em larga escala.

7

Glicerol € um produto quimico usado em cosmétigajonetes liquidos,
alimentos, produtos farmacéuticos, lubrificantediges anticongelantes, tabaco e em
muitas outras aplicagbes (CHOTAMNt al, 2000; DA SILVA et al, 2009). Novas
aplicacdes estdo sendo avaliadas na industridgrderdabs, na industria de poliglicerol e
poliuretano e na producdo de pequenas molécula® atilidroxiacetona, éacidos
glicérico, hidroxipirtvico e carbonato de glice(BlA SILVA et al, 2009). No futuro,
glicerol podera ser considerado como fonte parasdermentacdes industriais (DA
SILVA et al, 2009). Uma das principais promessas de aplicagiglicerol é na
bioconversdo para compostos de alto valor atraeé$ednentacdo microbioldgica.
Glicerol é barato, abundante e possui grau de &dugais elevado que acUcares
oferecendo a oportunidade de obter compostos mokizbmo succinato, etanol, xilitol,
propionato, hidrogénio, etc, em rendimentos maissado que aqueles obtidos
utilizando como fonte de carbono acucares (DA SiL&tAal, 2009).Glicerol € um
atrativo substrato como fonte de carbono para eséwebioldégica porque ele esta
disponivel a partir de recursos renovaveis em @wmnguantidades e podem ser
utilizados por um numero grande de microrganisnh@&E (et al, 2001). A Figura 2.6
mostra algumas aplicagdes para o glicerol.
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Figura 2.6. Aplicacdes para uso de glicerol (ARRUDAt al,, 2007)

2.3.2. Glicerol surge como um Subproduto

A alta demanda de energia no mundo industrializado setor doméstico, bem
como os problemas de poluicdo causados devido sto w0 de combustiveis, tém
resultado em uma crescente necessidade de desemimites de energias renovaveis
sem limites de duracdo e de menor impacto ambienial os meios tradicionais
existentes, estimulando, assim, a busca de foritesnativas para producdo de
combustiveis (GERI®t al, 2007). Como exemplo, tem-se o biodiesel, cujgzatao
permite reduzir as emissdes de monoxido de carbommparados a combustiveis
derivados do petrdleo. E produzido a partir de $lemetais e gorduras animais, através
da reacao de transesterificacdo com o etanol oanmletatalisada por NaOH ou KOH
e durante esta reacdo a cada 10 Kg de biodiesélzpdm 1Kg de glicerol se torna
disponivel (MEESTER®t al, 1996; PAPANIKOLAOUEet al, 2002; THOMPSONet
al., 2005; MU et al, 2006), constituindo o principal subproduto dogasso de
producao de biodiesel por transesterificacdo. Eletiélo sob a forma bruta, cujo valor é
muito baixo devido a presenca de diversas impur€ZeB®OMPSON et al, 2005).
Entretanto, este subproduto constitui uma fontend&ria-prima para produtos de alto
valor agregado, como polimeros, através de convaggémica ou bioquimica (rotas
fermentativas), e aditivos para combustiveis, casieres e éteres de glicerina, que
também se apresentam como alternativa rentavel gsieaco-produto (KARINEN:t
al., 2006).

Considerando a necessidade por combustiveis reeigv& o aumento da
demanda e producdo de biodiesel, um excesso derajlisera disponibilizado no
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mundo e a biocoversdo de glicerol adiciona sigaiii® valor a produtividade do
biodiesel pelas industrias (DA SILVét al.,, 2009).

Como glicerol esta sendo continuamente gerado upsestpres estdo estudando
caminhos para sua utilizacdo, reduzindo o custo pdaducdo do biodiesel
(PAPANIKOLAOQU et al, 2002; RYMOWICZet al, 2006). Glicerol cru produzido em
quantidades significativas em varios processos sinidis poderiam ser também
considerados como substratos potenciais para @HEwetravés de microrganismos.
Muitos projetos de pesquisa e estudos estdo buscenvas aplicacdes para o glicerol e
suas novas biotransformacdes para produtos deessteA literatura reporta varios
trabalhos que estudaram a aplicacdo de glicera pamo fonte de carbono para a
producao de diversos produtos por diferentes migesosmos.

O mais importante alvo de pesquisa que adicionar\ab glicerol por meio
biotecnoldgico € na sua biotransformacdo em 1,3opgmodiol por varias cepas de
bactéria. A producao através de microrganismosale propanodiol po€itrobactere
Clostridium tem atraido recentemente muita atencdo uma vezaquesenta alto
potencial em aplicacbes comerciais, especialmeateocmondmero de poliesteres,
polieter ou poliuretanos (RYMOWIC£t al, 2008) MU et al (2006) usaram
Klebisiella pneumoniapara fermentar glicerol da producdo do biodiesisiendo uma
concentracdo de 51,3 g/L de 1,3 — propanodiol derarprocesso de transesterificacdo
de 0Oleo de soja com metanol na presenca de umdadrés€¢KOH) e 53 g/L de 1,3 —
propanodiol utilizando lipase como catalisador elcéo. A produtividade de 1,7g/L.h
em glicerol proveniente da producéao do biodiesetéonparavel a 2 g/L.h produzido
por glicerol puro. O subproduto da producdo do iemel pode ser diretamente
convertido a 1,3 propanodiol sem prévia purificac8mnplificando o processo e
reduzindo o custo operacional.

Uma alternativa para adicionar valor se refere a biotransformacdo em
produtos comoo-amilase porYarrowia lipolytica recombinante (KIMet al, 2000;
RYMOWICZ et al, 2008), acido succinico p@&naerobiospirillum succiniciproducens
(LEE et al, 2001), single-cell-oil po€ryptococcus curvatuEESTERSet al., 1996),
hidrogénio e etanol pdEnterobacter aerogenemsm um meio contendo biodiesel com
glicerol a 80 mM, (ITOet al, 2005), e acido propibnico pdPropionibacterium
acidipropionici (BARBIRATO et al, 1997). PAPANIKOLAOU et al (2008)
investigaram a producao dangle cell oilpor Mortierella isabellinaATHUM 2935 em
glicerol gerado na producdo do biodiesel. Quand® e@bncentracdo de glicerol foi
empregado (100 g/L), 4,4 g/L de lipideos foram adawchos correspondendo a 51%
(m/m) de lipideo em peso seco. ASHBX al (2005) avaliaram a aplicacdo do
subproduto da producao do biodiesel na produca@mideolipideos a partir déandida
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bombicola Um rendimento de 60 g/L de biossurfactante fdidob SOUSAet al
(2007) estudaram a conversao da fase glicerinosa berssurfactantes poP.
aeruginosa O biossurfactante produzido foi capaz de redaziensédo superficial da
agua em até 54,70%.

RYMOWICZ et al (2008) mostraram que a cepa mutayiéerowia lipolytica
Wratislavia K 1 produziu largas quantidades de @adiirico e eritritol baseado no
glicerol da producdo do biodiesel como substratdtritel e &acido citrico séo
amplamente utilizados pela industria de alimenpas, isso a sua producdo em larga
escala a partir de uma fonte de carbono barataésatrde fermentacdo € de grande
interesse. Eritritol € um acUcar poliol, ndo cagitigo, ndo calérico (1,254 KJy
adocante e é seguro para o consumo por diabétistsNDI et al, 2007). E de
conhecimento que o catabolismo de glicerol pordevas estritamente aerélwaorre
somente via glicdlise Embden-Meyerhoff-Parnas (EMR)via glicerol kinase é
responsavel pela degradacéo do glicerol. A viabéditaa de glicerol inclui fosforilacao
por glicerol kinase e uma subsequiente oxidacdaupoflavin adenina dinucleotideo
(FAD)-dependente glicerol 3-fosfato dehidrogenéseglizada na superficie externa da
membrana mitocondrial. A dihidroxiacetona fosfatonfada inicia a via glicolitica. A
simultanea producao de acido citrico e eritrital Yarrowia lipolyticaWratislavia K1
em glicerol cru deve ser considerada como uma agerd interessante para a
utilizacdo deste material para fins biotecnoldgicdsefeito da concentracao inicial de
glicerol no crescimento e metabolismo desta ceptam® permanece desconhecido
(RYMOWICZ et al., 2008).

Alguns estudos apontam a utilizacdo de glicerol@domte de carbono para a
producdo de pigmentos, como prodigiosina e astaeantTAO et al (2005)
demonstraram que glicerol permite a alta produgiprddigiosina quando usado como
fonte de carbono, produzindo 583 mg prodigiosireri. 30 h. KUSDIYANTINIet al
(1998) demonstraram que glicerol € um substratgrdede potencial para a producéo
de astaxantina erfhaffia rhodozymaobtendo uma concentracao volumétrica maxima
de 33,7 mg/L.

Uma vez que foi constado pelos autores citadogxto gue cepas déarrowia
lipolytica tém capacidade de sintetisar e excretar no meioutfyo acido citrico a
partir de glicerol como fonte de carbono, foi prejpoa tentativa de produzir acido
citrico porYarrowia lipoyticalMUFRJ 50682 utilizando glicerol PA e glicerol gdo
na producao de biodiesel.
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3. Materiais e Métodos
3.1. Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizadosnforpeptona e extrato de
|évedo Oxoid- Hampshire, UK), glicoseReagen- R.J., Brasil), agar-agar, sulfato de
amonio e glicerol (Vetec — R.J., Brasil). Kis enzimaticos para dosagem dos acidos
citrico e isocitrico foram fornecidos pela R-BIOPRIM. A glicerina bruta foi
gentilmente cedida pelo Sr. Carlos Khalil (M.Sahnsultor Sénior do CENPES
Petrobras.

3.2. Equipamentos
Os equipamentos utilizados nos experimentos em@ses foram:
1) CentrifuggFanemmodelo204-NR
2) CentrifugaSigma 2K 15
3) Espectrofotometrblach DR/4000 UY
4) Capela de fluxo laminar equipada com luz UhMabconco
5) Incubador com agitacashake)j Certomat BS-1
6) Incubador com agitacashiakej (Tecnal Digimec BTC9090)
7) HPLC High Pressure Liquid Chromatographyaters 1525;
8) Microscopio 6ticddlympus modelo BX51;
9) pHmetro DM-22 Digimed.

10) Sonicador Ultrasonic Cleaner Odontobras

3.3. Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente trabalho éaurepa selvagem de
Yarrowia lipolyticalMUFRJ 50682 (Figura 3.1) selecionada de um estudr Rio de
Janeiro, Brasil (HAEGLER & MENDONCA-HAEGLER, 198¥ identificada pelo
Instituto de Microbiologia do Centro de CiénciasStaide da Universidade Federal do
Rio de Janeiro.
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Figura 3.1. Morfologia microscopica da levedura¥arrowia lipolyticalMUFRJ 50682. (FONTES,
2008)

3.4. Manutencéo da cultura

As células foram conservadas a 4°C apés 24 horagreé&cimento na
temperatura de 28°C em tubos de ensaio com meio (YP&ast Extract Peptone
Dextrosé) contendo (em p/v): extrato de lévedo 1%, pept@da, glicose 2%,
solidificado com agar 2%.

3.5. Obtencé&o do inéculo

A partir dos tubos contendo as células preservaiasmeio solido YPD
(descrito no item 3.4) inoculava-se, de forma é@stém uma alca de platina, 200 mL
de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL eqaeincubado em um agitador
rotatorio a 28°C, 160 rpm de agitacdo por 72 h.sAgste periodo, a absorvancia (570
nm) de uma amostra deste cultivo era determinadameseguida, as células eram
centrifugadas de forma estéril a 3.09Qpor 5 minutos e resuspensas, servindo de
in6bculo dos experimentos que serdo descritos ness itposteriores. O volume
centrifugado desse pré-inéculo era suficiente parabter uma concentracdo inicial de
células de, aproximadamente, 1,0,1 mg p.s.cel/mL nos meios de cultivo.

3.6. Esterilizacdo de meios de cultura e instrumeasnt

Todos 0s meios sintéticos, assim como 0s instrursautilizados no manuseio
do meio de cultivo, foram esterilizados em autcelaw,5 atm por 15 minutos.
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3.7. Otimizacao da producéao de acido citrico
3.7.1 Amostragem

Em todos os experimentos realizados para produedacdio citrico foram
realizadas duas amostragens por dia durante Bldiasltivo. O procedimento consistia
em retirar duas amostras do meio de producdo: umadiéuida para leitura da
absorvancia em espectrofotdmetro e obtencdo daotacao celular, e a outra aliquota
(5 mL) era centrifugada, sendo ambas retiradas @@uxilio de pipetas estéreis e de
forma asséptica em camara de fluxo laminar. A amacsta centrifugada a 3000 rpm
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante congeld®0)(para posterior analise da
producao de acido citrico, producao de acido igocie determinacéo do pH.

3.7.2. Experimentos Preliminares

Experimentos preliminares foram realizados com mede -cultivo com
composicao descrita na Tabela 3.1, utilizando aipstilada, agua Millig ou meio
mineral ndo tamponado. O meio mineral era compdstdem g/L): KHPQ,, 12;
NapHPO,.7H,O, 12; MgSQ.7H,O, 1,5; CaGl.2H,O, 0,15; FeG6H,O, 0,15;
ZnSQ,.7H,0, 0,02; MnSQ.H,0, 0,06.

Esses experimentos foram conduzidos em frascosnrielger de 1 litro
contendo 400 mL de meio de cultivo e inoculadosn aglulas cultivadas em meio
YPD como descrito no item 3.5, em uma concentragdolmg (peso seco de
células)/mL e incubados a 28°C (BARTH & GAILLARDIN997) em um incubador
rotatério §hakej (Tecnal Digimec BTC9090) a 250 rpm por 5 dias.

Tabela 3.1 — Meios de cultivo utilizados no crescienmto celular e producéo de acidos organicos por
Yarrowia lipolytica

Meios Glicerol Extrato  Sulfato Peptona Agua* Meio
PA de de (g/L) Mineral
(g/L) lévedo  amonio
(g/L) (g/L)
Meio 1 20 10 0 6,4 gsp
Meio 2 20 4 0 2,6 gsp
Meio 3 20 0 10 0 gsp
Meio 4 20 0 4 0 qsp

* Utilizou-se agua destilada na primeira batelada d experimentos e, de forma a obter uma agua
com menos impurezas, uma segunda batelada de expeentos foi realizada com agua Milliq
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3.7.3. Andlise Fatorial Fracionada

Para selecionar a melhor composicdo do meio déveaudt agitacdo para a
producdo de acido citrico foi aplicado o métodoptimejamento fatorial fracionado
2“1 com k = 4, com o uso do programa de computacaEstgisticaStatisticaversdo
7.0. Os fatores fixados e adotados como variandispendentes foram concentracdo de
glicerol PA, concentracdo de extrato de |Iévedocentracdo de sulfato de amoénio e
agitacao (Tabela 3.2).

Os experimentos foram realizados em frascos denfadger de 1000 mL
contendo 400 mL de meio de cultivo, a 28 °C (BARZHSAILLARDIN, 1997) em
incubador rotatorioghakej por 5 dias com amostragem diaria de crescimegltdag,
pH e dosagem de &cido citrico.

A variavel de resposta utilizada para a selecaonaabores condicdes foi a
maxima concentracdo de acido citrico e a prodwtoed

Tabela 3.2- Fatores e niveis utilizados no planejanto experimental 2, com k=4

Nivel
Variaveis Independentes -1 0 1
Concentracao de Glicerol PA (g/L) 40 120 200
Concentracéo de Extrato de |évedo (g/L) 0,5 5,25 10
Concentragao de Sulfato de amoénio (g/L) 0 5 10
Agitacao (rpm) 160 205 250

A Tabela 3.3 apresenta o0s experimentos realizados planejamento
experimental. Trés pontos centrais foram realizadds meios de cultivo foram
preparados com os componentes do meio mineral ttmdponado) descrito no item
3.7.2.

Tabela 3.3 — Experimentos gerados pelo software $istica 7.0 CAdigo das variaveis independentes
do planejamento experimental 5*, sendo k = 4.

Ensaio Glicerol PA Lévedo (NH,),S0O, Agitacado
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
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3.7.4. Estudo da influéncia do meio tamponado neogucédo de acido
citrico

Foram realizados ensaios em meio mineral tampopado avaliar a influéncia
deste na producéo de acido citrico. A composicama@ meio mineral tamponado
consiste de KEPO,: 12 g/L; NaogHPO, . 7 HO: 22,66 g/L; MgS®@. 7 H,0: 1,5 g/L;
CaCh. 2 HO: 0,2 g/L; Fed. 6 H0: 0,15 ¢g/L;ZnSQ,. 7 HO: 0,02 ¢g/L;MnSQO, .
H.O: 0,06 g/L.Os experimentos foram realizados em frascos denfadger de 1000
mL contendo 400 mL de meio de cultivo, a 28°C (BARZ GAILLARDIN, 1997) em
incubador rotatérioghake) por 5 dias.

3.8. Producéo de &acido citrico utilizando fonte @arbono de origem
renovavel

3.8.1. Subproduto da producéo de biodiesel

A fase glicerinosa resultante da transesterificad@aleo de soja e etanol por
via catalitica alcalina, cedida gentilmente pelo Garlos Khalil (M.Sc.), consultor
Sénior do CENPES Petrobras, foi utilizada para ygdd de acido citrico poy.
lipolytica. Foi utilizada para os experimentos a gliceringd(pré-tratada).

Os experimentos foram conduzidos em frascos deiidger de 1000 mL com
400 mL de meio liquido, a 28°C (BARTH & GAILLARDIN]997) em incubador
rotatério €hakej, por 5 dias, e a cada 24 horas duas aliquotasretaadas.

3.8.1.1. Pré-tratamento Glicerina Bruta

O pH da fase glicerinosa, que inicialmente era #torrigido com HSO, (N)
para 6,23 a fim de eliminar a alcalinidade livren Eseguida, foi submetida a
aguecimento sob agitacao, para eliminacéo do etar#l20°C durante +1 hora, ou até
cessar a formacdo de espuma. O sulfato resultanteedltralizacdo foi separado por
decantacdo em funil de separacéo durante um tempspira de 24 horas.

3.9. Métodos Analiticos
3.9.1. Quantificacdo do crescimento celular

O crescimento celular foi determinado em espedibaietro Hach DR/4000 UV
por medidas de densidade Optica a 570nm e esswmeydbram convertidos para mg
p.s./mL usando-se um fator de conversédo previantategminado pela curva de peso
seco, que é apresentada na Figura 3.2. A curvastesecoersusabsorvancia é obtida
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usando-se uma suspensao de células em solucda @aua destilada com 0,9% (p/v)
NacCl). Desta suspensao, retira-se uma amostra [(J,0qoe € filtrada em papel de filtro
Millipore (0,45 um), seca em luz de infravermelho por 30 minutogms, seguida,
pesada. Da mesma suspensdo sdo feitas diferemtig®al de modo a se obter
concentracdes celulares distintas e entdo o velabdorbancia para cada concentracao
€ obtido em espectrofotdmetro a 570 nm.

O crescimento celular dos experimentos realizados meio constituido com
glicerol proveniente do processo de producdo ddidsel foi determinado por peso
seco. Uma amostra de 5 mL é retirada, filtrada apelpde filtro Millipore (0,45um),
seca em luz de infravermelho por 30 minwgpem seguida, pesada. O peso foi obtido
por diferenca entre o peso final e o peso inicigbdpel de filtro.

0,35

0,30
y = 0,6341x

0,25 1 )
R™=0,9986

—

E
= 0,201
[&]

20,15 1

S

£ 0,10
0,05 |

0,00 T T T
0,0 01 0,2 0,3 0,4 05 0,6

Abs. (570 nm)

Figura 3.2. Curva de peso seco para quantificacdmdrescimento celular derarrowia lipolytica
através de medidas de absorvancia em espectrofotéimeeHACH DR/4000.

3.9.2. Determinacédo dos acidos organicos
3.9.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiénci(AE)

A determinacdo de &cidos organicos foi realizadaceomatoégrafo de fase
liquida de alta eficiénciadigh Pressure Liquid ChromatographyPLC, Waters 1525),
com sistema de dupla bomba, e um detector ultlatai@om lampada de zinco a 212
nm. A coluna analitica utilizada foi a de polimémoctadecilsilano (YMC-Pack ODS-
AQ, S-5um, 12nm). O eluente consiste numa solucdo de etéf@%), que é
previamente desgaseificado em banho de ultrasaemscgglor Ultrasonic Cleaner).

O procedimento consiste em injetar a amostra, pneemte filtrada por
membrana de 0,4bm de porosidade, na coluna. A amostra € arrasteldacpluna a
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uma vazéo de 0,5 mL.mina temperatura ambiente, 18 atm de pressao eidadtec3
mm.min'. A concentracdo do &cido citrico é obtida atravésciecao 3.1:

A
C=_2*C, 1, (3.1)

P
sendo: C - Concentracdo de acido citrico na am{gira
A - Area do pico representante do acido citricomasira
A, - Area do pico do &cido citrico padréo
G - Concentracgéo de acido citrico padréo na sol (&g

fi - fator de diluicdo da amostra

3.9.2.2. Método Quimico

Para os ensaios do primeiro planejamento a dosatgeracido citrico foi
realizada utilizando o método de MARIER & BOULEMEB). Para tanto, utilizou-se 1
mL da amostra, 1,3 mL de piridina e 5,7 mL de adalacético, sendo manipulados na
capela e posteriormente colocados em banho marfeasoo fechado por 30 minutos a
32°C e leitura no espectrofotometro a 420 nm. Ohornes resultados em termos de
producédo de &cido citrico obtidos por este métodani selecionados e analisados pelo
método enzimaticaBjopharn). Para os ensaios dos planejamentos seguintesagato
de acido citrico foi feita pelo método enzimatico.

3.9.2.3. Método Enzimético
3.9.2.3.1 Dosagem de Acido Citrico

A quantificacdo de acido citrico também foi realaa por kit enzimético
(Biopharm) que contém 1,4 g do reagente enzimatico liofilz&reagente 1) constituido
de tampéo glicilglicina com pH de 7,8 aproximadateer-malato desidrogenase,
aproximadamente 136 U, L-lactato desidrogenasexapadamente 280 U e NADH
com aproximadamente 5 mg e o reagente enzimatiom&ituido por 50 mg de citrato
liase liofilizada com aproximadamente 12 U.

As solugbes para as andlises eram preparadasveisdolo contetudo do frasco
contendo o reagente 1 em 12 mL de agua destilanlacg® 1) e contéudo do frasco
contendo o reagente 2 em 0,3 mL em agua destitaagao 2).

A concentragdo de acido citrico foi determinada pmdidas de densidade
Optica a 340 nm no espectrofotbmetra cubeta de vidro a temperatura ambiente e o
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volume final utilizado foi de 3,020 mL. A leitur@ifrealizada contra agua destilada.
Primeiramente, um branco foi preparado adicionahdoL da Solucdo 1 e 2 mL de
agua destilada. Na parte superior da cubeta éamdoem pedaco de parafilme para que
a mistura seja homogeneizada. Apos 5 minutos d@oeaa absorbancia {Ado branco

€ lida e 0,020 mL da Solucdo 2 é adicionada e @auraidiomogeneizada. Apos 5
minutos a absorbancia fAé lida. O mesmo procedimento foi adotado parmeséa,
porém o volume adicionado de agua destilada € alpara 1,8 mL e é adicionado 0,2
mL da solucdo de amostra na primeira etapa. Paédcalo da concentracéo de acido
citrico em g/L de solucéo é necessario determimaifarencas entre as absorbancias A
e A, do branco e da amostra e posteriormente subtmdiieeenca de absorbancia do
branco da diferenca de absorbancia da amostra, cwstra a Equacao (3.2):

AA = (Al -A 2) amostra_(A 1_A )2 branc (32)

Para validar o métoda\A precisa ser no minimo 0,100 e se a diferenca de
absorbancia da amosth&\ 4mestra fOr mais alto que 1, a amostra precisa ser diluida

Para o calculo da concentracdo de acido citriiaasse a Equacéo (3.3):
*
___VIPM__ . aast (3.3)
e*d*v*1000

sendo,

V = volume final (3,020 mL)

v = volume da amostra (mL)

PM = peso molecular do acido citrico (g/ mol)

d = caminho 6tico (1 cm)

¢ = coeficiente de extingdo de NADH em 340 nm (6;8rhmol™ x cm )
fq = fator de diluicdo da amostra

O principio do método consiste na conversao deo&citrico (citrato) a
oxaloacetato e acetato na reacdo catalizada peilaamcitrato liase (CL) (reacao 3.1).
Na presenca das enzimas L-malato desidrogenaseD{H}M L-lactato desidrogenase
(L-LDH), oxaloacetato e seu produto de descarbo&da piruvato, séo reduzidos a L-
malato e L-lactato, respectivamente, por NADH (6esc¢3.2 e 3.3 respectivamente). A
quantidade de NADH oxidado nas reacfes 3.2 e 8s3eguiométrica para a quantidade
de citrato. NADH é determinado por meio de sua ididswia a 340 nm.

Citrato— Oxaloacetato + Acetato (3.1)
Oxaloacetato + NADH + H— L-malato + NAD (3.2)
Piruvato + NADH + H— L-lactato + NAD (3.3)
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3.9.2.3.2 Dosagem de Acido Isocitrico

A quantificacdo de acido isocitrico também foi imda por kit enziméatico
(Biopharn). O primeiro reagente contém o tampdo imidazolen coH de 7,1
aproximadamente. O segundo contém 60 mg de NADRot{nanida-adenina
dinucleotideo fosfato) e sulfato manganés liofdias e o terceiro com a enzima ICDH
(isocitrato desidrogenase) com aproximadamente 5 U.

As solucbes para as analises eram preparadasveisdolo contetudo do frasco
contendo o reagente 2 com o reagente 1 (Solucém2ontéudo do frasco contendo o
reagente 3 em 1,8 mL de agua destilada (Solucéo 3).

A concentracdo de acido isocitrico foi determinpda medidas de densidade
Optica a 340 nm no espectrofotdmedim cubeta de vidro a temperatura ambiente e o
volume final utilizado foi de 3,050 mL. A leitur@ifrealizada contra agua destilada.
Primeiramente, um branco foi preparado adicionahdoL da Solucdo 2 a 2 mL de
agua destilada. Na parte superior da cubeta éamdoem pedaco de parafilme para que
a mistura seja homogeneizada. Apos 3 minutos dgioea absorbancia (Ado branco
é lida e 0,050 mL da Solucdo 3 € adicionada e auraihiomogeneizada. Apos 10
minutos, a absorbancia fAé lida. O mesmo procedimento foi adotado para a a
amostra, porém o volume adicionado de agua destdadeduzido para 1,9 mL e é
adicionado 0,1 mL da solucdo de amostra na primeigga. Para o calculo da
concentracdo de acido isocitrico em g/L de soluédmecessario determinar as
diferencas entre as absorbancias@AA; do branco e da amostra e posteriormente
subtrair a diferenca de absorbancia do branco féeedica de absorbancia da amostra,
como mostra a Equacéao (3.4):

AA = (A2 - Al) amostra— (AZ - Al) branco (3.4)

Para validar o métoda\A precisa ser no minimo 0,100 e se a diferenca de
absorbancia da amosth& 4mestra fOr mais alto que 1, a amostra precisa ser diluida

Para o calculo da concentracdo de acido isocititiina-se a Equacao (3.5):
*
- %*M*f d (3.5)
sendo: V =volume final (3,050 mL)
v = volume da amostra (mL)
PM = peso molecular do acido isocitfigbmol)

d = caminho 6tico (1 cm)

¢ = coeficiente de extingdo de NADH em 340 nm (6;8rhmol™ x cm )

fq = fator de diluicdo da amostra
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O principio do método consiste na descarboxilacgidativa do acido D-
isocitrico (D-isocitrato) por nicotinamida adenidanucleotideo fosfato (NADP) na
presenca da enzima isocitrato desidrogenase (IC&)o mostra a reacdo 3.4. A
quantidade de NADPH formado pela reacédo 3.4 é @steegtrica a quantidade de D-
isocitrato. NADPH é determinado por meio da suasdi@ncia a 340 nm.

D-isocitrato + NADP — 2-oxoglutarato + C@+ NADPH + H' (3.4)

3.9.3. pH do meio de cultivo

O pH do meio de cultivo livre de células foi detarado utilizando-se um
pHmetro da marca Digimed, modelo DM-22, previametaébrado com tampdes-
padrédo 7,0 e 4,0a temperatura ambiente (25°C).

3.10. Determinacdo dos rendimentos, produtividadeszdo Acido
Citrico:Isocitrico e Razao Molar C/N

Para comparacdo entre todos o0s ensaios, paranddrgeoducdo, como o
rendimento em acido citrico a partir da concentragécial do substrato (Yygic), a
produtividade (Pr) ao fim do tempo de operacdcazia entre a producao de acido
citrico (Paxc) e de isocitrico (Rc) e a razdo molar carbono/nitrogénio (C/N) foram
determinados. Seguem as equacdes utilizadas ndaékestes parametros.

Y ivgic = Pf— Pi (3.6)
Si
Pr=Pf-P (3.7)
i
Pac (3.8)

*
R _
Ane Pac

o RM = L€ 3.

[

—
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Sendo:

P : concentracgéo final de &cido citrico em um deteaa® tempo {};
P;: concentragéo inicial de 4cido citrico no temjgusl a zero;

S: concentracéo inicial do substrato glicerol;

ty: tempo

*Rac/aic: razdo entre as concentragdes de 4cido citrisocgtiico;

*RM: razdo molar; [C] concentracdo molar de cab@alculada a partir da fonte de
carbono; [N]: concentragdo molar de nitrogénio walda a partir da fonte de
nitrogénio.
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4. Resultados e Discussoes
4.1. Influéncia da composicao do meio de cultivo

Dados na literatura apontam que a composi¢cdo do deeicultivo e a relacao
carbono/nitrogénio sdo parametros importantes rmugéo dos &cidos citrico e
isocitrico, sendo necessario estabelecer valome®®{para esses parametros de forma a
melhorar a producéo de &cido citrico (LEVINS@MNal, 2007). Portanto, estudou-se o
efeito da composi¢cdo do meio de cultivo no cresotmeelular e na producéo de acido
citrico pela levedur&'. lipolytica Primeiramente foram testados diferentes meios de
cultivo, em comparacdo com o tradicional meio YPBra obter acido citrico, alfa-
cetoglutarico ou piravico no meio de cultivo. Variee a fonte de nitrogénio (extrato de
|évedo, peptona e sulfato de amonio) e estudoursia & influéncia de minerais no
meio de cultivo.

4.1.1. Experimentos Preliminares

Primeiramente podem-se observar nas Figuras 424 @s4oerfis de crescimento
celular e pH para os experimentos realizados cara égstilada e composi¢cao descrita
na Tabela 3.1. Comparando os ensaios 1 e 2, quearg#ih as mesmas fontes de
nitrogénio, € possivel observar que o experimeatizado com uma menor razdo
molar C/N (Meio 1) apresentou uma variagdo de bgmaahX) maior. A maxima
concentracdo celular em meio 1 e em meio 2 foi3j@4lmg p.s./mL em 75,67 h e 9,75
mg p.s./mL em 45,83 h de experimento, respectivéanda os experimentos 3 ecdm
sulfato de amonio como fonte de nitrogénio, apriesam um perfil de crescimento celular
maior que os experimentos mencionados anteriorncemieproducao de biomassa de 16,28
mg p.s./mL em 53,67 h e 16,36 mg p.s./mL em 69,d® kexperimento, respectivamente,
conforme a Figura 4.2este caso, o tipo da fonte de nitrogénio escalbidm parametro
importante para o crescimento celular da leveaaowia lipolytica Percebe-se que o
crescimento celular nos experimentos 3 e 4 esiéatim pela concentracdo de nitrogénio,
dado que uma maior concentracao de sulfato de am@woi gera mais biomassa.

Os resultados obtidos neste trabalho, onde a paodig biomassa foi maior nos
meios que continham sulfato de amonio, contrastamm ¢ reportado por PEREIRA-
MEIRELLES (1997) que observou melhor crescimentd’ dépolyticaem peptona do
gue em sulfato de amoénio. Muitos trabalhos repomaefeito repressor do sulfato de
amonio sobre o crescimento de algumas cepaé tipolyticaquando este composto é
utilizado como fonte de nitrogénio (NOVOTN&t al, 1988; PEREIRA-MEIRELLES
et al, 1997; CORZO E REVAH, 1999) e que o extrato dedévapresenta resultados
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muito bons para o crescimento de biomassa, ja @ue énapenas uma fonte de
nitrogénio, mas também de vitaminas.

Nos 4 casos presentes, houve queda de pH seguiden daimento no final do
experimento, indicando que houve producdo de algcido ao longo do processo que foi
posteriormente consumido.
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Figura 4.1. Perfil de crescimento celular e pH doudtivo de Yarrowia lipolyticaem meios 1 e 2 em
agua destilada.
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Figura 4.2. Perfil de crescimento celular e pH doudtivo de Yarrowia lipolyticaem meios 3 e 4 em
agua destilada
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Para esta etapa dos experimentos, as analisedg@ecdo de acido citrico
foram realizadas por cromatografia liquida. Injdtarsomente a amostra nao foi
possivel detectar pico com area significativa mopie de retencéo do padréo do acido
citrico. Quando foi injetada a amostra junto compadrao interno do acido citrico no
cromatografo, observou-se que ndo houve aumenémedeno tempo de retencao deste
padrdo. Portanto, ndo houve producéo de acidecitios meios 1, 2, 3 e 4 elaborados
com agua destilada. No entanto, pelos cromatogramEsentados nas Figuras 4.3 a
4.13, é possivel notar a producédo de algum compmsto tempo de retencao de 15
minutos no meio 1. Para o meio 2, nota-se um mod@ formado em 14 minutos apos
70 horas de processo e outro em, aproximadame@teni@utos apds 76 horas de
fermentacdo. Para os meios 3 e 4 ha formacédo daaorem 15 minutos apos 54 e 46
horas de processo respectivamente. Certamenteyhadgao de acidos organicos, mas
sem identificacdo exata de quais seriam. Analisasdcromatogramas relacionados ao
meio 3, observa-se que o pico que aparece na fig@Qraujo tempo de retencéo é 15
minutos desaparece na Figura 4.10 onde o tempoodegso € de 70 horas.

Relacionando este resultado com a cinética de ioresto celular e pH, é
possivel observar que € no tempo de 54 horas quescimento celular atinge o seu
valor maximo e € a partir deste ponto que o pH cam@eaumentar. Portanto, pode-se
afirmar que houve consumo do acido organico praftupiela propria levedura. Um
comportamento similar foi observado para o meigiguras 4.12 e 4.13). Em 46 horas
de processo foi produzida a maior quantidade dedet@rminado composto e a partir
deste tempo o pH comecou aumentar e 0 compostauestap desaparece.
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Figura 4.9. Cromatograma em HPLC do meio 3 em agudestilada apés 54 horas de processo
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Figura 4.11. Cromatograma em HPLC do meio 4 em agudestilada no inicio do cultivo.
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Como mencionado na revisao bibliografica, a levadurlipolyticaé Unica em
sua habilidade de produzir e excretar no meio deirauuma grande variedade de
acidos organicos, incluindo os intermediarios ddocdo acido tricarboxilico, como o
acido citrico, o isocitrico, a-cetoglutarico, e o piraviclBARTH E GAILLARDIN,
1997; FICKERSet al, 2005. De forma a tentar identificar os compostos compie de
retencdo de 14,15 e 20 minutos, alguns acidos imaggmmpadroes foram testados na
mesma coluna de HPLC. A Tabela 4.1 apresenta oka@ss.

Tabela 4.1. Tempo de retencéo dos padrdes injetados HPLC.

Padr&o (Acido) Citrico a- Pirdvico  Succinico Oxalico
cetoglutérico
Tempo de 11,22 10,96 8,83 14,50 6,98
Retencao
(minutos)

Os experimentos 1, 2, 3 e 4 apresentaram picorpmab tempo de retencado do
acido succinicoCertamente ha formacao de &cido organico, mas iseci@ssaria uma
técnica mais precisa, para identifica-los.

Para os experimentos utilizando agua Millig no prepdesses meios, ou seja,
retirando todos os ions presentes na agua, foiiy@bssbservar que os perfis de
crescimento sdo mais instaveis, mostrando que @naiasde certos ions prejudica o
crescimento celular. Observando as Figuras 4.14% 4 maxima concentracado celular
nos meios 1, 2, 3 e 4 foi de 7,07 mg p.s./mL emM B8, 8,26 mg p.s./mL em 100,63 h,
6,92 mg p.s./mL em 94,13 h e 7,33 mg p.s./mL er@%B, respectivamente.

Nos experimentos conduzidos com agua Milliq, a eatracédo celular maxima
foi similar para os quatro casos, diferentementewdaconteceu com 0s experimentos
com &gua destilada cuja concentracdo celular makampara os experimentos com
sulfato de amonio. Assim como nos experimentos @gua destilada, o pH do meio de
cultivo preparado com agua Milliq diminuiu iniciaémte e depois aumentou.
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Pelos cromatogramas das Figuras 4.16 a 4.26 évpbssitar a producdo de
alguns compostos com tempo de retencdo de 13 minpdoa todos 0S meios.
Certamente ha formacao de algum &cido organicotanalsem sem identificacdo exata
de qual seria, uma vez que ndo houve identificalgigico proximo ao tempo de
retencdo aos padrdes utilizados e ndo houve aundentvea quando foi utilizado o
acido citrico como padréo interno. Conforme iludtraas Figuras 4.19 e 4.20, o acido
organico produzido para o meio 2 é posteriormeatesemido no final do processo de
fermentacao, explicando a diminuigcdo e o aumenjdesecial do pH. Os meios 3 e 4
também seguiram o mesmo comportamento.
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Figura 4.20. Cromatograma em HPLC do meio 2 prepardo com agua Millig no final do cultivo.
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Figura 4.23. Cromatograma em HPLC do meio 3 prepardo com agua Millig no final do cultivo.
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Figura 4.26. Cromatograma em HPLC do meio 4 prepardo com agua Milliq no final do cultivo.

4.2. Primeiro Planejamento Fatorial

Observando-se que nao houve producdo do acidoogiapesar da formacéo de
algum acido organico sem identificacdo exata, neg@snelaborados tanto com agua
destilada quanto com agua Millig partiu-se paraosogxperimentos utilizando agua
deionizada e aumentando-se a relacdo carbonofrtimgDesta forma, quando a fonte
de nitrogénio € limitante, o crescimento celul@aflimitado e a fonte de carbono é
desviada para a producdo de metabdlitos que n@same da presenca de nitrogénio
(MORGUNOV et al, 2004; LEVINSON et al, 2007). Foi estudada também a
influéncia da agitacadd?APANIKOLAQOU et al. (2002) cita que a biosintese de acido
citrico é favorecida em condicbes eficientes dagir e agitacdo. A influéncia da
relacdo C/N e agitacéo foi investigada por meipldaejamento fatorial fracionad42
descrito no item 3.7.3 na secdo materiais e métodos

A Figura 4.27 apresenta o perfil da producéo ddoacitrico nos experimentos
deste planejamento experimental, cuja dosagem efalizada utilizando o método
quimico de MARIER & BOULET (1958). E possivel perceloggie houve producio
significativa apenas no Ensaio 1 com 2,5 g/L em @& lprocesso e no Ensaio 2 em
aproximadamente 8 g/L no tempo de 92 h, que coagmaiores razées molares C/N,
ou seja, quando a fonte de nitrogénio € limitante.
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Figura 4.27. Cinética de producao de &cido citricpara os experimentos do 1° planejamento
experimental no cultivo deYarrowia lipolytica Dosagem pelo método quimico de MARIER &
BOULET (1958).

Para confirmar os resultados de dosagem da coacéntrde &cido citrico
realizada pelo método quimico, analises utilizandmétodo enzimaticoBjopharn)
foram executadas, cujo principio consiste na dosaggpecifica de acido citrico. Os
resultados obtidos sao apresentados na Tabelaidt@,gom as condicfes para cada um
dos experimentos e suas respectivas razbes madldies A dosagem enzimatica
confirma que apenas 0s ensaios 1 e 2 produziranguargidade significativa de acido
citrico. Pelo ensaio 1 foram produzidos 0,59 g/L &lmh de processo e pelo ensaio 2
foram produzidos 0,55 g/L de acido citrico em 49\bta-se que houve discrepancia
entre os valores dos métodos quimico e enzimdstmpode ser decorrente ao fato do
método quimico ndo dosar unicamente o acido citRootanto, foi utilizado somente o
método enzimatico para dosagem de acido citricaldogis ensaios.

Observando a Tabela 4.2, a producdo de acido ccitem termos de
concentracdo maxima e produtividade foi maior pasadois ensaios cujas razdes
molares foram as mais altas deste planejamentojnsleEyo mesmo comportamento
observado por PAPANIKOLALEt al (2002). A partir do ensaio 1, cuja razdo molar
C/N foi de 325, houve a producdo de 0,5903 g/L ddoacitrico, que foi a maxima
obtida neste planejamento, ja 0 ensaio 2 geroaiarmprodutividade de 0,01242 g/L*h
na razdo molar C/N de 1623. Em termos de coeficémtendimento (concentracéo de
acido citrico produzido/glicerol utilizado iniciagmte), o Ensaio 1 foi o melhor.
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Tabela 4.2 Planejamento experimental e respectivosesultados para a otimizagdo do 1°
planejamento experimental, #*, k = 4. Dosagem de &cido citrico realizada por mgdo enzimatico.

Extrato
Glicerol de Razao
Ensaio PA Lévedo (NH4)2SO4 Agitacdo Acido Citrico  Produtividade Molar
(glL)  (9/L) (g/L) (rpm) (g/L) (9/L*h) CIN
1 40 0,5 0 160 0,5903 (81 h) 0,00728 325
2 200 0,5 0 250 0,5526 (45 h) 0,01242 1623
3 40 10 0 250 0,0129 (27 h) 0,00047 16
4 200 10 0 160 0,0147 (46 h) 0,00032 81
5 40 0,5 10 250 0,0069 (100 h) 0,00007 8
6 200 0,5 10 160 0,0028 (46 h) 0,00006 42
7 40 10 10 160 0,0245 (46 h) 0,00053 6
8 200 10 10 250 0,0202 (92 h) 0,00022 28
9 120 5,25 5 205 0,0128 (75 h) 0,00024 33
10 120 5,25 5 205 0,0166 (53 h) 0,00031 33
11 120 5,25 5 205 0,0114 (99 h) 0,00021 33

Para analise estatistica utilizando o progratadistica versdo 7.0, a maxima

concentracdo e produtividade de é&cido citrico fo@nparametros utilizados como
variaveis de resposta.

A magnitude dos efeitos estimados de cada vargéegresentada no diagrama
de Pareto (Figura 4.28), fornecendo o efeito qtaivd estimado que cada uma das
variaveis possui sobre a concentracao final deoadidco, e estabelecendo quais destes
efeitos encontram-se dentro do grau de confiartgd&gscido para a analise (90%).

J)5ulfato de Amdnio (/L)
(2)Extrato de Lévedo (g/L) ¢
(NGlicerol (ofL)

(4)Agitacao (rpm)

p=1
Efeito Estimado (Valor Absaoluto)

Figura 4.28. Diagrama de Pareto para o efeito estawlo de cada variavel do planejamento fatorial
fracionado 2**. A variavel dependente é a concentracdo de &cidfrico.
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Analisando o diagrama de pareto, observa-se gqwaras/eis concentracoes de
sulfato de amoénio e de extrato de Iévedo séo stitathnente significativas e exercem
um efeito negativo, indicando que niveis menorearlam a obtenc&o de concentracao
mais alta de acido citrico. O glicerol e a agitapao influenciaram estatisticamente a
resposta, dentro das condi¢des estudadas.

Para alcancar uma producé&o maior de acido citrésoemnsaios foram realizados
utilizando as condi¢cbes dos ensaios 1 e 2 desteeppad planejamento experimental e
adicionando acetato de sodio ao meio de cultivo wezaque VENTERe! al. (2004)
conseguiram aumentar a producéo de acido citrictoemo de 37 vezes no cultivo de
Yarrowia lipolyticaUOFS Y — 1701 em 6leo de girassol adicionandoatceate sodio
ao meio na proporcao de 1:3. Como a fonte de cardorpresente estudo € diferente,
foram elaborados 3 ensaios com propor¢cOes distimNas ensaio 1 utilizou-se as
condicbes do ensaio 2 do 1° planejamento, ou 2e{ag/L de glicerol PA, 0,5 g/L de
extrato de lévedo com 250 rpm de agitacdo, e @ay@irsa mesma propor¢cao massa de
acetato:massa de fonte de carbono utilizada pelr éoram adicionados 67 g/L de
acetato de sédio ao meio. No ensaio 2 utilizou-ae mesmas condi¢cdes do ensaio 2 do
1° planejamento, porém apenas adicionou-se 10 @/acdtato de sédio ao meio, pois
VENTER el al. (2004) em seus estudos trabalharam com 10 g/lLceimta de sodio
para 30 g/L de 6leo de girassol. Para o ensaio @tifzada as mesmas concentracdes
de massa de acetato e massa de fonte de carbliredatpelo autor, ou seja, 10 g/L de
acetato de sodio para 30 g/L de glicerol PA, cotnddl,. de extrato de Iévedo e a 160
rpm (condicdo do ensaio 1 do 1° planejamento). €ndaio diferenciou-se do ensaio 2
do 1° planejamento apenas pela composicdo do @céim com a substituicdo da
glicose por glicerol puro.

A Tabela 4.3 ilustra as condi¢cbes para cada um xperienentos. Esta nova
tentativa, porém, ndo obteve sucesso conformetag®asl apresentados na Tabela 4.4.
Todas as concentracdes de acido citrico obtidasnfonanores que 0,59 g/L (maxima
concentracdo obtida pelo 1° planejamento). As iceedos cultivos dos quatro ensaios
realizados sdo apresentadas na Figura 4.30. O pHemgaios 1, 2 e 3 permaneceu
proximo a neutralidade até o final do processoté$éesnsaios foi acrescentado acetato
de sédio. O crescimento celular no ensaio 1 ficwoido, permanecendo praticamente
constante até o final do processo. Provavelmentmngponente acetato de sédio foi
acrescentado em excesso inibindo o crescimentoededuiraYarrowia lipolytica
Apesar de 0 ensaio 1 ter o menor crescimento cadolaelacdo aos ensaios 2 e 3, foi 0
que gerou uma quantidade menos desprezivel de rdomg@ de acido citrico.
Provavelmente porque quando se promove crescintatibar, a producdo de acido
citrico € inibida. O perfil de crescimento celuthr ensaio 2 com adicdo de 10 g/L de
acetato de sodio (Figura 4.30) foi semelhanteeafil plo ensaio 2 do 1° planejamento
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(Figura 4.29). O crescimento celular para o en3dm favorecido. Houve reducéo do
valor de pH ao longo do processo para o ensaio o perfil de crescimento foi
semelhante ao ensaio 2 do 1° planejamento expdeameorém a concentracdo de
acido citrico foi a menor obtida.

Tabela 4.3 — Ensaios utilizando a composicdo dossams 1 e 2 do 1° planejamento experimental
com adi¢do de acetato de sédio.

Glicerol Pré- Extrato de
Ensaio PA(g/L) Acetato (g/L) Ind6culo Rotacdo (rpm) Lévedo (g/L)
1 200 67 Glicose 250 0,5
2 200 10 Glicose 250 0,5
3 30 10 Glicose 160 0,5
4 200 0 Glicerol 250 0,5

Tabela 4.4. Concentragdo maxima obtida pelos ensaioom adi¢do de acetato de sodio.

Ensaio Acido Citrico (g/L)
1 0,24 (72 h)
2 0,15 (89 h)
3 0,17 (72 h)
4 0,06 (89 h)
= 58
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B E 3;5 I
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Figura 4.29. Cinética de crescimento celular e pHacultivo de Yarrowia lipolyticado ensaio 2 do 1°
planejamento experimental.
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Figura 4.30. Cinética de crescimento celular e pHacultivo de Yarrowia lipolyticados ensaios 1, 2 e
3 com adi¢cdo de acetato e ensaio 4 substituindolacgse do pré-in6culo por glicerol puro.

4.3. Segundo Planejamento Experimentd] 8endo K = 2

Com o0 objetivo de otimizar a producdo de acidoicditr um segundo
planejamento fatorial completo do tip§, &nde k = 2 foi elaborado. Os parametros
adotados como variaveis independentes foram: ctragées de glicerol PA e de
extrato de Iévedo. Aumentou-se a faixa de trabdéwariavel concentragédo de glicerol
PA e diminuiu-se a faixa de trabalho da concentratgiextrato de Iévedo em relacdo
aos valores usados no primeiro planejamento uma@wezara a faixa de 40 a 200 g/L
a variavel concentracéo de glicerol PA ndo foitegtieamente significativa e a variavel
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concentracdo de extrato de Iévedo foi significaiigtatisticamente com efeito negativo
sobre a resposta concentracdo de acido citrico.oCamgitacdo nao influenciou a
resposta na faixa estudada e uma vez que obteversthor resultado no ensaio 2 em
termos de produtividade de acido citrico, a agado@mantida constante e igual a 250
rpom. Nao houve adicdo de sulfato de amoénio nesteemento. A Tabela 4.5 mostra
os valores adotados para as duas variaveis indepesdestudadas

Tabela 4.5. Fatores e niveis analisados no 2° plgamento experimental #, com k=2

Nivel
Variaveis Independentes -1 0 1
Concentracao de Glicerol PA (g/L) 150 200 250
Concentracao de Extrato de |évedo (g/L) 0,1 0,5 0,9

A Tabela 4.6 mostra os resultados do planejamemooidhcompleto 2 assim
como os valores das concentracdes de glicerol &drato de Iévedo utilizadas.

Tabela 4.6. Matriz do 2° planejamento fatorial conos valores reais e os resultados experimentais.

Ensaio Glicerol PA Lévedo  Acido Raz&o Y civglic
(g/L) (g/L) Citrico (g/L) Molar C/N  (mg/g)

1 150 0,1 2,51 (76 h) 6085 18,00

2 250 0,1 1,62 (45 h) 10141 6,48

3 150 0,9 0,90 (76 h) 676 6,00

4 250 0,9 0,74 (76 h) 1127 2,96

5 200 0,5 1,37 (76 h) 1622 6,85

6 200 0,5 1,13 (76 h) 1622 5,65

Os dados apresentados na Tabela 4.6 indicam quexcentacdo de acido
citrico variou de 0,74 a 2,51 g/L. E possivel obaeque as maiores producdes de acido
citrico foram obtidas quando foram utilizadas asiones raz6es molares de C/N
(experimentos 1 e 2). O fator de rendimento de yimem relacdo a concentragao
inicial do substrato (¥gic) foi maior para o ensaio 1 (18,00 mg/g), ou sgjara cada
grama de substrato adicionado ao meio ha a prodie®018 g de acido citrico para
este ensaio. A concentracdo de acido isocitricpamio de maxima producéo de acido
citrico (76 h) foi 0,98 g/L, proporcionando uma &azacido citrico: acido isocitrico
(Rac/aic) de 2,56:1.
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A magnitude dos efeitos estimados de cada vargéegresentada no diagrama
de Pareto (Figura 4.31), fornecendo o efeito qtaivd estimado que cada uma das
variaveis possui sobre a concentracao final deoadidco, e estabelecendo quais destes
efeitos encontram-se dentro do grau de confiartgd@gcido para a analise (90%).

-6,17252 1

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 4.31. Diagrama de Pareto para o efeito estawlo de cada variavel do planejamento fatorial
completo # Variavel dependente: Concentragdo de &cido citric@m/L).

A variavel concentracdo de glicerol PA néo é sigafiva estatisticamente, ndo
influenciando a resposta de concentracdo de adidoocna faixa estudada, ou seja, de
150 a 250 g/L. A interacdo entre as duas variagesidém ndo influenciou a resposta
nas condicfes estudadas. J& a varidvel extra@vddd é estatisticamente significativa
com efeito negativo, ou seja, uma diminuicdo dacentracdo deste levaria a um
aumento da concentracdo de 4cido citrico.

A ANOVA (Andlise de Variancia) considerando todos ¢ermos esta
apresentada na Tabela 4.7. O coeficiente de detagforpara a concentracdo de acido
citrico foi igual a 96%. O teste F foi significatiya que o F calculado foi maior que o F
tabelado (9,16), sendo o modelo adequado (equdc¢Bopara descrever os resultados
através de superficie de resposta.
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Tabela 4.7 — Analise de variancia para a concentrdg de &cido citrico obtida no 2° planejamento
experimental.

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Fealc
Variacao Quadrados Liberdade Médio
Regressédo 1,953118 3 0,651039 16,10
Residuo 0,080876 2 0,040438
Total 2,033994 5

Fa.0.01= 9,16; Coeficiente de determinaca6=F96%

Acido Citrico (g/L) = 1,38 -0,26 * X— 0,62 * % + 0,18 * X X» 4.1)
sendo:
X1: Concentracéo de glicerol PA (g/L)

X2: Concentracdo de extrato de Iévedo (g/L)

Os melhores valores de concentracdo de acidoccitgi) foram obtidos em
meios compostos por 150 g/L ou 250 de glicerol RAleg/L de extrato de levedura, ou
seja, na menor concentracao de nitrogénio.

Com o objetivo de interpretar com maior clarezamgortamento da producao
acido citrico dentro das possiveis condi¢cdes deegsm, a superficie de resposta e a
curva de contorno sdo apresentadas nas Figurage 4.33, onde € apresentado o perfil
da variacdo da concentracdo de acido citrico egéfudas duas variaveis glicerol PA e
extrato de levedura.
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Figura 4.32 — Superficie de resposta da concentragée &cido citrico em relagdo as concentracdes
de glicerol PA e de extrato de levedura do 2° Plajaenento Experimental Zno cultivo de Yarrowia
lipolytica.

Extrato de Lévedo (g/L)

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Glicerol (g/L)
Figura 4.33. Curva de contorno para a concentracade acido citrico em relacdo as concentracées

de glicerol PA e de extrato de levedura do 2° Plajaenento Experimental 2 no cultivo de Yarrowia
lipolytica.

57



Através da analise da superficie de resposta aida ce contorno verifica-se
que a diminuicdo das concentracdes de extratoveduea e de glicerol PA conduzem a
maiores valores finais de concentracéao de acido@iQuando o meio contém 150 g/L
de glicerol PA e 0,1 g/L de extrato de levedura @ 2Bn, a producéo de acido citrico
pode ser superior a 2,51 g/L.

A partir dos resultados do segundo planejamentere@rpntal e observando que
0 ensaio 1 forneceu uma concentracdo de acido maiorexperimento foi realizado
substituindo o glicerol P.A por glicerol provenientla producdo de biodiesel nas
mesmas condi¢cdes do ensaio 1 do 2° planejamentsejau concentracao de glicerol
igual a 150 g/L, extrato de Iévedo igual a 0,1 gfilizando 250 rpm de agitacdo e em
meio mineral ndo tamponado. Para este ensaio hamee producdo de 3,65 g/L de
acido citrico em 98 h de processo conforme é ddstma Figura 4.34. A razao molar
C/N é de 6085 e 0Xygic € de 0,024.

Citrico (g/l)
[=2]

Concentracio de Acido

0 19 25 43 49 67 74 91 98
Tempo (h)

FIGURA 4.34. Producéo de Acido Citrico utilizando @ mesmos valores dos fatores do ensaio 1 do
2° planejamento utilizando glicerol proveniente dgproducéo do biodiesel em meio mineral ndo
tamponado

Novos ensaios foram realizados utilizando os mesmatmses do ensaio 1 do 2°
planejamento para avaliar a influéncia do meio mineamponado na producdo de
acido citrico. A nova composi¢cdo para 0 meio mintmponado foi anteriormente
citada na Secao 3.7.4 de materiais e métodos. desadicoes, o glicerol da producéo
do biodiesel também foi testado. Utilizando o giité®’A em meio mineral tamponado
foi produzido 10,65 g/L de acido citrico em 98 mfoome € mostrado na Figura 4.35.
O Y.iwgic foi igual a 71 mg/g aumentando, aproximadamenteezes em relagdo ao
mesmo ensaio em meio mineral ndo tamponado. A raxdlar C/N é de 6085. A
concentracdo de acido isocitrico foi de 1,53 g/ltemopo final de processo igual a 98 h,
estabelecendo uma razao acido citrico: isociti@/kc) de 6,96:1, que aumentou 3
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vezes comparado com a razéo acido citrico:isogitlicensaio 1 do 2° planejamento em
meio mineral ndo tamponado.

—_— —_—
Lo Y ]
1 |

Citrico (g/l)
()

U"I T T T T T T T 1
0 19 25 43 49 67 74 91 98

Tempo (h)

Concentracao de Acido

FIGURA 4.35. Producéo de Acido Citrico utilizando @ mesmos valores dos fatores do ensaio 1 do
2° planejamento experimental utilizando glicerol PA em meio mineral tamponado

Para o experimento que utilizou o co-produto gemsa@roducéo do biodiesel
em meio mineral tamponado a producao obtida fai,i8 g/L de acido citrico apds 98h
de processo, conforme ilustrado na Figura 4.3@&z&s molar C/N € de 6085 e guYjic
obtido foi 0,028.

T —
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Concentracio de Acido

FIGURA 4.36. Producéo de Acido Citrico utilizando & mesmos valores dos fatores do ensaio 1 do
2° planejamento experimental utilizando glicerol ddiodiesel em meio mineral tamponado

A concentracdo dos sais que compdem o0 meio midhaénciou a producao
final de acido citrico. Em meio mineral tamponadtlizando tanto o glicerol P.A
quanto glicerol da producdo de biodiesel, a comagab de &cido citrico foi maior.
Resultados similares foram encontrados por PAPANIKOU et al. (2002).

59



Analisando a Figura 4.37 relacionada aos perfisrdgcimento celular e pH dos
ensaios 1 do 2° planejamento em meio mineral nédpdaado (Figura 4.37 A) e em
meio mineral tamponado (Figura 4.37 B), foi obsdovgue o crescimento d&arrowia
lipolytica foi favorecida pelo meio mineral ndo tamponadonga#or variacédo de pH foi
também para este ensaio, de 6,66 para 4,08. Pamgaio 1 do 2° planejamento em
meio mineral tamponado o pH variou de 7,34 par@.5A7producéo de acido citrico foi
maior para o ensaio de menor crescimento celularsgpa, para 0 ensaio em meio
mineral tamponado. Portanto, todos os ensaios tisejpmentos seguintes foram
conduzidos em meio mineral tamponado.

5 : 51 :
45 7 ﬁd,g‘ 7
od 4% od 4+
9E 351 6 ®Egsy :
E 3+ 5 E2 34 5
§L281 IE 03
vl 2+ 13 v 21 3
53154 5315 .
o8 14 T2 o8 14
05 1 05 1
0 +—F+—+——+—+—+—+—++0 0 ——F+—F+—+—+—+—+—0
0 21 28 45 52 69 76 94 98 0 19 26 43 49 67 74 91 98
Tempo {h) Tempo (h)
f B)

-+ Concentragéio Celular (mgimL) ~~pH

-&Concentragéo Celular {mgimL) ~~pH

Figura 4.37. Cinética de crescimento celular e pHacultivo de Yarrowia lipolyticados ensaios 1 do
2° planejamento experimental em meio mineral ndo taponado (A) e em meio mineral tamponado

(B).

4.4, Terceiro Planejamento Experimentaf,zsendo K = 3

Com o objetivo de investigar o efeito das concedea de glicerol e de extrato
de levedura na producdo de acido citrico, um tergaienejamento experimental foi
realizado. Para selecionar as melhores condi¢Gasagpproducdo de &cido citrico, foi
aplicado o método do planejamento fatoriak@mpleto, com o uso do programa de
computacadstatistica7.0. Como o segundo planejamento indicou um efegigativo
do glicerol PA, a faixa de concentragcéo de glicadwtada foi de 30 a 50 g/L (baseado
no ensaio 1 do 1° planejamento experimental) ei\aisnminimos e maximos para a
concentracdo de extrato de levedura foram 0,1 @/Q,9respectivamente. A agitacao
entrou como variavel independente neste planejameatfaixa de 160 a 250 rpm
respectivamente.
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O valor original e codificado de cada nivel utitipae os 10 ensaios com as
respostas concentracado de acido citrico e prodatié estdo apresentados na Tabela
4.8.

Os valores das variaveis respostas concentracaoidie citrico e produtividade
de éacido citrico variaram de 0,68 a 14,04 g/L €D,8 0,149 g/(L.h) nas condi¢des
estudadas, para os 10 experimentos. E valido rassak a diferenca entre estes pontos
de maximo e minimo é bem maior do que a variacaoatly da concentracdo de acido
citrico e produtividade para as condicbes do pocgotral, onde se estuda a
reprodutibilidade dos experimentos, indicando queaiacdes observadas nos valores
da concentracdo e produtividade de acido citriap d#correntes das diferencas na
formulacdo dos meios de cultivo estudados.

Os melhores resultados para concentracao de dtito @ produtividade foram
obtidos nos mesmos ensaios, 0s ensaios 5 e 6, @@rb3g/L de glicerol PA, 0,1 g/L
de extrato de levedura e a 250 rpm, ou seja, quaad®@alizou 0s experimentos na
menor concentracdo de extrato de |évedo e na ragitacdo. Além disso, 0s ensaios
que foram realizados utilizando menores niveis am@gitacdo resultaram em uma
menor producado de acido citrico.

Tabela 4.8. Cédigo e valores reais das varidveis glanejamento experimental 8, sendo k = 3

oo Clecwip  DEode | Aglacto oo o oo Vo
Valor Valor Valor
Codigo (g/L) Cddigo (g/L) Cdodigo (rpm) (g/L) (o/ (L.h)) CIN
1 | -1 30 -1 0,1 -1 160 1,67(80h) 0,021 1217 0,056
2 | 1 50 -1 0,1 -1 160 1,46 (94h) 0,016 2028 0,029
3 | -1 30 1 0,9 -1 160 0,69 (101 h) 0,007 135 0,023
4 | 1 50 1 0,9 -1 160 0,68 (80h) 0,009 225 0,014
5 | - 30 -1 0,1 1 250 14,04 (93 h) 0,149 1217 0,468
6 1 50 -1 0,1 1 250 11,40 (93 h) 0,121 2028 0,228
7 | -1 30 1 0,9 1 250 7,89(93h) 0,084 135 0,263
8 | 1 50 1 0,9 1 250 6,35(93h) 0,068 225 0,127
9 | 0 40 0 0,5 0 205 4,69 (96 h) 0,046 325 0,117
10 | © 40 0 0,5 0 205 4,91(88h) 0,052 325 0,123
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Analisando a cinética de crescimento celular desies do 3° planejamento e
relacionando com a concentracdo maxima de acidoccitbtida, observa-se que para
0S ensaios onde o crescimento celular foi altoprcentracdo de acido citrico foi
menor. O ensaio 1 ilustrado na Fig4r&8 atingiu a maxima concentracao celular de
6,40 mg/mL e produziu apenas 1,67 g/L (80 h) dddacitrico. O ensaio 2 alcancou a
maxima concentracdo de biomassa de 6,82 mg/mL epuodaicdo de 1,46 g/L (94 h)
de acido citrico. Este comportamento foi semelhpata os ensaios 3 e 4, onde também
produziu uma quantidade pequena de &cido citriama B ensaio 5 (Figura 4.39), de
maior producdo de acido citrico, o crescimento laeldioi menor, com maxima
concentracdo celular de 4,44 mg/mL e para o enggibigura 4.39), que também
apresentou alta producédo de acido citrico, a maxiomgentracao celular foi de 4,73
mg/mL. O crescimento celular para os ensaios 7(leidira 4.39) foi 7,04 mg/mL e
7,44 mg/mL respectivamente.
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Figura 4.38. Cinética de crescimento celular e pHacultivo de Yarrowia lipolyticados ensaios 1 - 4
do 3° planejamento
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Figura 4.39. Cinética de crescimento celular e pHacultivo de Yarrowia lipolyticados ensaios 5 - 8
do 3° planejamento.

A Figura 4.40 apresenta o diagrama de Pareto gdaB2jamento experimental
calculado considerando diferentes tipos de interagdire as variaveis independentes e
para a variavel dependente concentracdo de adidoociAnalisando o diagrama foi
observado que a variavel agitacdo foi a que api@sarm maior efeito significativo
sobre a variavel de resposta5 95%), seguido pela concentracdo de extratowelte
A agitacdo apresentou um efeito positivo e a canaedio de extrato de Iévedo forneceu
um efeito negativo, ou seja, um incremento na aunaedo de extrato de Iévedo (nivel
-1 para +1) conduziu a um decréscimo na producaécto citrico. Os resultados
mostram que a concentracdo de acido citrico naafébada pela variavel concentracao
de glicerol PA na faixa estudada. A interacdo éxtde |évedo/agitacdo apresentou um
efeito estatisticamente negativo sobre a concéidrde acido citrico. Além disso, as
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interacbes glicerol PA/agitacdo e glicerol PA/extrale |évedo né&o influenciaram
significativamente o valor da resposta na faixaatecentracao estudada.

experimental

O diagrama de Pareto relacionado a produtividadgui& 4.41) apresenta 0s
efeitos padronizados das variaveis sobre a pradatie de acido citrico, indicando que
ariaveis agitacdo e concentracdo de extratdédedo sao estatisticamente
significativas a 5% de significancia. A interacadre as variaveis extrato de lévedo e
agitacdo também é estatisticamente significativirdeda faixa estudada. E a partir do
valor de Tiabelado 3:5%5~ 3,18 que os efeitos sdo determinados signiicsti
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(3)Agitacdo (rpm)

p=,05

Efeito Padronizado Estimado (VValor Absoluto)

Figura 4.41. Diagrama de Pareto para a produtividad de &cido citrico do 3° planejamento
experimental

Os resultados mostraram que a agitacao no nivahmax glicerol PA e extrato
de Iévedo no nivel minimo foram as melhores comdigfara a producdo do acido
citrico em termos de concentracdo e em termosatiipvidade alcancando o valor de
14,04 g/L e de 0,149 g/L*h. Para este ensaio a gémde acido isocitrico foi de 1,89
g/L no mesmo tempo em que foram produzidos 14,04lg/acido citrico apos 93 h de
processo, com uma razao acido citrico: acido isogi(Racisc) de 7,4:1. Para o tempo
de 100 h a producado de acido citrico reduziu pz88 §/L e a concentracdo de acido
isocitrico aumentou para 2,13 g/L, reduzindo /& para 1,81:1. A diminuicdo da
concentracdo de acido citrico no final da ferméagode ser atribuido ao fato do
acido citrico ter sido convertido em acido isocdrou ter sido consumido pela levedura
para seu crescimento. Como mostra a Figu4&,a leveduraeinicia seu crescimento
de 93 h de processo até 100 h de processo, peeimd@ue houve reducdo da
concentracdo de acido citrico.
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Figura 4.42. Cinética de crescimento celular, pH eoncentracéo de acido citrico no cultivo de
Yarrowia lipolyticado ensaio 5 do 3° planejamento.

O segundo ensaio de maxima producédo de acidoccifivico ensaio 6, com
11,40 g/L de acido citrico em 93 h de processooelyiividade de 0,121 g/L*h . A
producao de acido isocitrico neste ponto foi d& A e para o final do processo a
concentracdo de &cido citrico diminuiu para 3,5R (figura 4.43) enquanto a
concentracdo de acido isocitrico aumentou para @UL3A Racisc para o ponto de
maxima producdo de acido citrico foi de 5,6:1 eaparfinal da fermentacéo foi de
1,65:1. A diminuicdo da concentracdo de acidocditrio final do processo pode ser
atribuido ao fato do acido citrico ter sido conidertem acido isocitrico. Para os 2
ensaios que proporcionaram uma concentracao maiécido citrico a R sc diminuiu
no final do cultivo. As curvas de crescimento caldbram bem similares para os dois
ensaios. O valor de pH para o ensaio 5 reduziu@®para 3,9 e sofrendo um pequeno
aumento no final do processo para 4,13 e para aie®@svariou de 6,98 para 4,02
sofrendo uma pequena elevacgéo para 4,44. Este ciaimgmto de aumento do pH do
meio pode ser atribuido ao consumo do acido cimmzdinal do processo. A razao
molar entre C/N dos ensaios 5 e 6 foi 1217 e 288Bactivamente, que se diferenciam
entre si somente pela concentracdo de gliceroérn®,oa maior concentracdo foi obtida
pelo ensaio 5, cuja razdo molar entre C/N € meamparada ao ensaio 6. Portanto,
através destes resultados apresentados é pos@ivelrajue existe uma razdo molar
Otima entre carbono e nitrogénio para otimizar adpcdo de acido citrico por.
lipolytica.
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Figura 4.43 - Cinética de crescimento celular, pH eoncentracéo de acido citrico no cultivo de
Yarrowia lipolyticado ensaio 6 do 3° planejamento.

Através dos resultados obtidos foi possivel obseraeficientes de regresséao dos
modelos de 12 ordem para a concentracao e prathdeide acido citrico em funcéo
das variaveis codificadas e verificar a sua vakdattavés da andlise de variancia
(Tabela 4.9). Os parametros estatisticamente navfisagivos foram eliminados do
modelo e adicionados aos residuos.

Tabela 4.9. ANOVA para concentracdo e produtividadele acido citrico.

Fonte de Soma dos Quadrados Grau de Liberdade Quadrado Médio Fealc
Variacao
Acido Prod. Acido Prod. Acido Prod. Acido Prod.
Citrico (g/L)  (g/L/h)  Citrico (g/L) (g/L/h) Citrico (g/L) (g/L/h) Citrico (g/L/h)
(g/L)
Regressédo 186,7238 0,020795 3 3 62,24 6,93*10 67,51 58,24
Residuo 5,5311 0,000716 6 6 0,9219 1,19%10
Total 192,255 0,021511 9 9

Acido Citrico (g/L): Fs. 6. 0,05= 4,76; Coeficiente de correlacédd: R97,12%;
Produtividade (g/L*h): R. 6. 005= 4,76; Coeficiente de correlacadd: R96,67%

Pelos resultados mostrados na Tabela 4.9, obsergas o valor do teste F
calculado para a concentracdo de acido citriccdota de 14 vezes maior do que o
valor tabelado e para a produtividade 12 vezesnm@igoeficiente de correlacéo para a
concentracdo de &cido citrico foi igual a 97,129%96e67% para a produtividade,
indicando que os modelos de 12 ordem obtidos s@bistisamente significativos e
preditivos para as variaveis estudadas. Dessa f@mancentracdo e produtividade de
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acido citrico podem ser preditas em funcdo da curagho de extrato de Iévedo e
agitacao atraveés das equacoes 4.2 e 4.3 respeetitam

Acido Citrico (g/L) = 5,38 - 1,62 X+ 4,40 % - 1,18 X%X3 (4.2)
Produtividade (g/L*h) = 0,057 — 0,018 % 0,046 % -0,012 %X3 (4.3)
sendo:

Xz : Concentracdo de extrato de Iévedo (g/L)

X3 Agitacao (rpm)

Portanto, os modelos foram considerados adequadwoa gescrever as
superficies de resposta para analisar as melhonei¢cées da concentracéo de glicerol
PA, concentracdo de extrato de levedura e agitggédevam aos maiores valores de
producdo do acido citrico. As superficies de respestdo apresentadas nas Figuras
4.44 a 4.46 para a variavel resposta concentragacido citrico.

Observa-se na superficie de resposta (Figura 4u4el)a concentracdo de acido
citrico € mais expressiva na condicdo minima tgai@a a variavel concentracdo de
extrato de lévedo quanto para a variavel conceirale glicerol PA e que se a
concentracdo de extrato de lévedo for alta (niviel & producdo de acido citrico
permanece ao redor de 4 g/L para toda a faixa weeotracéo de glicerol PA. Observa-
se que a producao de acido citrico foi maior solitdicdo de crescimento celular pela
baixa concentracdo de nitrogénio (alta razdo n@i).

Varios trabalhos na literatura reportam o efeitoatta razdo molar C/N na
producao de acido citrico por microrganismos. Em720&VINSON et al. produziram
acido citrico utilizando glicerol puro como fonte atarbono. As culturas foram
crescidas em condi¢des limitantes de nitrogéniméid de crescimento para a cépa
lipolytica NRRL YB-423 foi otimizado variando a razao carbanmitrogénio com o
objetivo de aumentar a proporcéo de &cido citri@oieo isocitrico e foi concluido que
o melhor resultado foi obtido na razdo C/N de 388-6RYMOWICZ et al (2008)
também constatou uma maior producdo de acido @isod limitacdo de crescimento
por nitrogénio ou outros componentes minerais camxofre, fésforo e magnésio.
PAPANIKOLAOU et al (2002) estudaram altas razbes molares de C/Nesuitado
foi satisfatorio uma vez que a concentracao deoadiico aumentou para 33 e 35 g/L
com rendimento de 0,44 e 0,42 g/g de glicerol brabmsumido. Estes autores
mostraram que alta razdo molar C/N aumenta a péodde acido citrico, corroborando
os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 4.44 - Superficie de resposta da concentragd@le acido citrico em relagdo as concentragfes
de extrato de levedura e de glicerol PA

A Figura 4.45 mostra o perfil da variacdo da cotreg@o de acido citrico em
funcdo das variaveis agitacdo e concentracao dergliPA. Observa-se que a variavel

glicerol PA na faixa estudada nao influencia a pgde® de acido citrico, sendo esta
maior para valores mais elevados de agitacao.
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Figura 4.45 - Superficie de resposta da concentragéle acido citrico em relacédo a
concentracdo de glicerol PA
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A Figura 4.46 mostra o perfil da variacdo da cotreg@o de acido citrico em
relacdo as duas variaveis que possuem maior efeitprocesso, a concentracdo de
extrato de levedura e agitacdo. Esta Figura mosteaajaumento da agitacdo e a
diminuicdo do extrato de levedura conduzem a msigaéores finais para acido citrico
e que a agitacdo é o fator mais representativoat®epso, ou seja, fixando a agitacdo no
nivel mais baixo e variando a concentracdo de textta Iévedo ndo havera aumento
significativo na producéo. Ja aumentando a agitagdependente da concentracédo de
extrato de levedura, a producao de acido citric@waentar, sendo mais expressiva na

condicdo maxima (+1) da agitacdo e na condicaonmairia concentracdo de extrato de
|évedo.
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Figura 4.46 - Superficie de resposta da concentragd@le acido citrico em relacdo a agitacao e a
concentracdo de extrato de Iévedo

A Tabela 4.10 apresenta os valores experimentaisodaentracdo de acido
citrico e os valores previstos pelo modelo codifo;aque foi validado pela ANOVA,
bem como os desvios e desvios relativos de cadaocemgiantificando a porcentagem
do valor experimental menos o previsto pelo modeiaelacdo ao experimental.
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Tabela 4.10 — Valores experimentais e previstos pemodelo da concentracdo de acido citrico e
desvios para o planejamento ®

Valor
Ensaio  Acido Citrico  Previsto  Desvio (Y-AY) Desvio Relativo
(9/L) (9/L) (%)
1 1,67 1,42 0,25 15,00
2 1,46 1,42 0,04 2,93
3 0,69 0,54 0,15 21,69
4 0,68 0,54 0,14 21,11
5 14,04 12,58 1,46 10,37
6 11,40 12,58 -1,18 -10,33
7 7,89 6,98 0,91 11,48
8 6,35 6,98 -0,63 -9,88
9 4,69 5,38 -0,69 -14,81
10 4,91 5,38 -0,47 -9,64

Mesmo a andlise estatistica tendo sido realizapgga0z05 e a ANOVA sendo
vélida, tém-se desvios de até 22%, com maioresiaesa menor concentracao de
acido citrico que foi obtida nos ensaios 3 e 4,eosel tem a menor agitacdo e menor
razdo molar C/N. Isto normalmente ocorre considiyaprocessos que envolvem
microrganismos, mas na regido de interesse o0s adeswelativos s&o baixos
(RODRIGUES & IEMMA, 2005).

As Figuras 4.47 e 4.48 apresentam o0s valores a@svexperimentalmente
versus os valores previstos pelo modelo para aestss concentracdo e produtividade
de &cido citrico respectivamente.

16
14 -
12 -

Valores Previstos
oo
|

0 T T T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Valores Experimentais

Figura 4.47 — Valores Experimentais versus valorgzevistos pelo modelo para a resposta
concentracdo de acido citrico
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Figura 4.48 — Valores Experimentais versus valorgzrevistos pelo modelo para a resposta
produtividade de &cido citrico

Como as superficies ndo apresentaram um maximduasam estudo mais
detalhado da influéncia do efeito da concentragiexdrato de levedura e do efeito da
agitacao foi realizado através de um delineamemnagposto central rotacional (DCCR)
2%,

4.5. Quarto Planejamento Experimental: Delineamentomposto central
rotacional (DCCR) 2

Um planejamento experimental completo DCCRoRrealizado para analisar a
interacdo entre a agitacao e a concentracao dat@xte levedura. A concentracao de
glicerol PA utilizada em todos os ensaios foi 30 gma vez que no 3° planejamento
nao foi estatisticamente significativa tendo sictada na condic¢ao inferior.

As faixas estudadas da concentracdo de extratewllra e agitacdo séo
apresentadas na Tabela 4.11. Os niveis foram edgsldie acordo com os resultados
do 3° planejamento fatorial completd, 2lescrito no item 4.4. Os valores do ponto
central (0,1 g/L de extrato de levedura e 250 rforgm escolhidos de acordo com o
experimento n° 5 do planejamento fatorigl @de se observou uma producéo de 14,04
g/L em 93 h de processo.

Tabela 4.11. Faixa de valores estudados no DCCR 2

Nivel (g/L)
Variaveis 1,41 1 0 1 +1,41
Independentes
Extrato de
levedura 0,0295 0,0500 0,1000 0,1500 0,1705
Agitagao 193,6 210,0 250,0 290,0 306,4
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Os resultados do planejamento experimental est@&seqados na Tabela 4.12.
O maior valor da concentracéo de acido citriccefmontrado nas condicdes do ensaio
8. O resultado obtido foi de 16,49 g/L apds 94 Hedmentacdo, sendo 28 vezes maior
do que aquele inicialmente obtido no 1° planejamegrra processo de producdo de
acido citrico que apresentou valor de 0,59 g/LoAcentracdo de acido isocitrico para
este ensaio foi de 1,37 g/L nesta mesma etapactesso. Logo, a razdo acido citrico:
isocitrico (Rcssc) foi de 12:1 conforme Tabela 4.13. A razdo moldN Qara este
ensaio foi 714 e 0 Xqic foi de 0,55. Para o ponto central, onde se estuda a
reprodutibilidade dos experimentos guyic foi de 0,32 e 0,35.

Tabela 4.12. Matriz do planejamento experimental DCR 2%, com os valores codificados e reais e os
resultados experimentais.

Acido Razao0 Y cit/aiic
Extrato de lIévedo Agitacao Citrico Molar inicial
Valores
Ensaios Cédigo Valores Reais Codigo Reais (g/L) CIN
1 -1 0,0500 -1 210,0 12,29 (88 h) 2434 0,41
2 1 0,1500 -1 210,0 11,95 (88 h) 811 0,40
3 -1 0,0500 1 290,0 9,43 (88 h) 2434 0,31
4 1 0,1500 1 290,0 12,10 (93 h) 811 0,40
5 0 0,1000 0 250,0 9,51 (93 h) 1217 0,32
6 0 0,1000 0 250,0 10,38 (93 h) 1217 0,35
7 -1,41 0,0295 0 250,0 12,84 (94 h) 4125 0,43
8 +1,41 0,1705 0 250,0 16,49 (94 h) 714 0,55
9 0 0,1000 -1,41 193,6 10,67 (94 h) 1217 0,36
10 0 0,1000 1,41 306,4 13,91 (99 h) 1217 0,46

A maxima produc¢do de &cido citrico para o ensdioi tle 12,29 g/L em 88 h.
Neste momento foi produzido 0,87 g/L de acido ismoi estabelecendo umandRsc
de 14,13:1. No final do processo a concentrac&mi® citrico diminuiu para 8,1 g/L e
aumentou a concentracdo de &cido isocitrico pdrh d/L, com Rcysc de 7,30:1. O
ensaio 2 teve a producdo maxima de &cido citricd 85 g/L em 88 h e neste
momento a concentracdo de &cido isocitrico foi @8 @/L, com Rcpsc de 13,58:1
Posteriormente, a producdo de acido citrico redpai@a 6,05 g/L e aumentou-se a
concentracdo de acido isocitrico para 1,03 g/L cotpndd de 5,87:1. O mesmo
comportamento de redugcdo da concentracdo de adidooce aumento de &cido
isocitrico, observado anteriormente, foi observade ensaios 1 e 2, o que reforca a
teoria do consumo de um dos acidos para produgcdoutto ou para crescimento
celular. Observando a curva de crescimentoYddipolitica em meio de cultivo
contendo glicerol PA (Figura 4.49) é possivel peeceue apds a fase estacionaria (70
h) reinicia-se uma fase exponencial de crescimentawm ligeiro aumento da
concentracdo de 4cido isocitrico. PAPANIKOLA@Ual. (2002) observaram que apos
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a exaustao total do glicerol bruto do meio de eajthouve algum consumo do citrato
acumulado e no experimento realizado com glicosaeocsubstrato também houve
consumo do acido citrico produzido apds ter sid@lrente consumida poY.
lipolitica. O perfil de pH foi semelhante para os ensaios2lreduzindo de 7,04 para
4,70 e de 7,11 para 4,63 respectivamente.
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Figura 4.49 - Cinética de crescimento celular e pido meio de cultivo deYarrowia lipolyticados
ensaios 1 e 2 do 4° planejamento experimental.

A Tabela 4.13 evidencia os resultados de concemtragi acido citrico e
isocitrico bem como a raz&o entre estes dois a¢Rlegsc) para os ensaios 3 ao 10 do
4° planejamento. Para o ensaio 8 também ocorrawcdedda concentracdo de acido
citrico de 16,49 g/L para 14,29 g/L no tempo de L@@ processo.

Tabela 4.13. Raz&o Acido Citrico: Isocitrico para ® ensaios 3 — 10 do 4° planejamento

Acido Citrico Acido Isocitrico Raz&o Ac.
Ensaio (g/L) (g/L) Citrico/lsocitrico
3 9,43 0,88 10,7:1
4 12,10 1,03 11,7:1
5 9,51 1,03 9,2:1
6 10,38 1,14 9,11
7 12,84 1,10 11,7:1
8 16,49 1,37 12,0:1
9 10,65 1,20 8,91
10 13,91 1,36 10,2:1

O diagrama de Pareto (Figura 4.50) mostra que tmsefa concentracdo de
extrato de levedura e agitacdo correspondentefedo knear e a interagao extrato de
levedura/agitagdo néo foram estatisticamente sigtifos nas faixas estudadas. Os
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fatores correspondentes aos efeitos quadraticosgdacdo e extrato de levedura
também nao influenciaram a resposta acido citrico.

(1)Extrato de levedura (g/L)(L) ¢

Extrato de levedura (g/L}Q) 1,944266

1,305596
1Lby2L |
Agitacao (rpm)(Q) p

(2)Agitacao (rpm)(L)

p=,05
Efeito Padronizado Estimado (Valor Absoluto)

Figura 4.50 — Diagrama de Pareto para a concentragéde acido citrico do 4° planejamento

Como todos os efeitos, com exce¢do da média, fotansiderados nédo
significativos estatisticamente e o valor do caoefite de correlagéo foi baixo (60%)
ndo foi possivel gerar modelo e realizar a an@@&atistica. Logo, indicando que as
faixas 6timas de trabalho foram encontradas.

4.6. Experimento com glicerol da producao de biadik na condicéo
otima

Foi feito um teste nas mesmas condi¢cdes do ensdm @uarto planejamento,
substituindo o glicerol PA por glicerol da producéle biodiesel. As condicbes
experimentais deste ensaio foram escolhidas jafgjue ensaio que gerou a maior
concentracdo de acido citrico. A concentracao o adtrico obtida foi de 6,75 g/L e a
concentracdo de acido isocitrico foi de 1,58 g/L3hh de processo. ABisc foi de
4,27:1. O Yiygic nestecaso foi de 0,23.

Com intuito de avaliar o crescimento de lipolytica durante o cultivo nas
condicbes do ensaio 8 para glicerol PA e glicerovgniente da producéo de biodiesel
a Figura 4.51 apresenta os perfis cinéticos. Ocicnemto celular foi menor para
glicerol PA do que para glicerol bruto. Provavelteen crescimento com glicerol bruto
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foi maior, devido a capacidade de consumir 6lemsestiveis e substratos hidrofébicos
da espécie. lipolytica(BARTH AND GAILLARDIN, 1997). Como o glicerol bruto
utilizado como matéria-prima para a producéo decacitrico foi proveniente da reacao
de transesterificacdo de Oleo de soja é possivel ajoda houvesse tracos deste
componente no glicerol. O crescimento celular rakgado para glicerol bruto pode ter
desfavorecido a producéo de acido citrico ja queoaducdo deste acido € maior em
condicbes limitantes do crescimento celular. PARADILAOU et al (2002),
RYMOWICZ et al, (2006) e FICKER®t al., (2005) citam que o processo de producao
de acido citrico é favorecido em condi¢des limgante crescimento celular causadas
por diferentes fatores de nutricAo. Para haver yp@al de &acidos organicos,
principalmente o citrico, o ciclo de Krebs deve is¢errompido, o que desfavorece o
crescimento celular.

O valor de pH foi similar para os dois casos reddazide 7,06 a 4,06 e 7,24 a
4,42 para glicerol PA e glicerol da producéo daligisel, respectivamente.
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Figura 4.51 - Perfis de crescimento e pH do meio @eiltivo de Y. lipolyticanas condi¢des 6timas
obtidas pelo planejamento DCCR 2utilizando glicerol PA (A) e glicerol da producéo @ biodiesel

(B).

4.7. Influéncia da adicdo de acetato de sédio adoraimizado

Conforme ja foi mencionado na revisao bibliografit&NTER et al, (2004)
aumentaram a razdo de &cido citrico:acido isooitsignificativamente através da
adicdo de acetato de sddio no meio de cultivo. VENEE&. (2004) alcancaram uma
producdo de 0,5 g/L de acido citrico com uma ra#dd,7:1 de acido citrico: acido
isocitrico apos 120 h de cultivo dé lipolytica UOFS Y-1701 para o experimento
controle (apenas 6leo de girassol). Quando cultivoumeio contendo ambos 6leo de
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girassol e acetato de sodio a producéo de acideocéicancou o valor de 18,7 g/L apos
120 h e uma razéo de &cido citrico:isocitrico del3,

Portanto, testes foram realizados com adicdo de¢atacem meios cuja
composicao segue a condi¢do otimizada apds o gplarejamento. Estes testes foram
feitos com glicerol PA e glicerol bruto com difetes propor¢cdes. Os resultados sao
apresentados na Tabela 4.14. E possivel percebgacaglicerol PA (ensaios 1 e 2 da
Tabela 4.14) ndo houve aumento de producéo de éiticii com adicdo de acetato de
sédio e para adicdo da maior quantidade de ad@masaio 2) a concentracdo de acido
citrico foi ainda menor. Para o ensaio 1 e 2, a&eomacao de acido isocitrico foi de
2,30 g/L e 2,54 g/L respectivamente, apds 94 hdegsrocesso, quando a producéo de
acido citrico foi maxima (Tabela 4.15). Observa-gse g adicdo de acetato além de ter
diminuido a concentracdo maxima de &cido citricoofeceu 0 aumento da
concentragdo do acido isocitrico reduzindgeisc € 0 Yeiygic para 0S ensaios com
glicerol PA.

Quando foi utilizado glicerol bruto, a adicdo detato de sbédio (ensaios 3 e 4
da Tabela 4.14) promoveu um aumento de 34% e 6% athugho de acido citrico
quando 5,06 e 10 g/L de acetato foram adicionadespectivamente. Como
conseqléncia houve um aumento RE% de 30,43% e 4,35% quando 5,06 e 10 g/L de
acetato foram adicionados, respectivamente. Comgliogrol bruto utilizado néo
apresentava grau de pureza de 100%,a adi¢cédo déoapeimoveu uma producdo maior
de acido citrico em comparacdo com 0 ensaio segé@die acetato, ou seja, falta
carbono para a producao. Foi observado que gquandanaior concentracao de acetato
foi utilizada (ensaio 4 da Tabela 4.14) houve redudd producdo de acido citrico.
Apesar do pequeno aumento da concentracdo de@tido para os ensaios realizados
com glicerol da producdo de biodiesel, a conceatrate acido isocitrico também foi
favorecida com a adicdo de acetato de sodio coefgarpode observar na Tabela 4.15,
reduzindo a Rcisc de 13,58% e 33,72% para os ensaios 3 e 4. O mesmo
comportamento foi observado quando se trabalhou glicerol PA como fonte de
carbono. Portanto, a adicdo de acetato de sodwesmde cultivo favorece a producéo
do acido isocitrico po. lipolyticalMUFRJ 50682. Comparando o presente estudo sem
adicdo de acetato de soédio com o estudo incialENTER et al. (2004), que produziu
0,5 g/L de acido citrico, a producédo de &cido antifioi 13,5 vezes maior do que a
producao obtida por estes.

E importante observar que a matéria-prima utilizadapresente trabalho foi
glicerol da producéo de biodiesel, um sub-prodatoedicao de transesterificacao para a
producdo do biodiesel que é o produto de interdesta reacdo. Portanto, o glicerol
proveniente da producéo do biodiesel € de custe ba@xko, a sua utilizacdo diminui a
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geracdo de poluentes e excedentes na producacodiedal e a producdo de acido
citrico a partir desta matéria-prima agrega valomaresiduo e sem o custo adicional da
inclusdo do acetato de sodio ao meio de cultivo.

Tabela 4.14 — Producao de acido citrico porarrowia lipolyticacom adicdo de acetato de so6dio em
meios constituidos por glicerol P.A e glicerol darpducao de biodiesel.

Extrato de
Tipo de glicerol e Lévedo Acetato  Agitacéo Acido Y civglic
Ensaio quantidade (g/L) (g/L) (g/L) (rpm)  Citrico (g/L)
1 P.A 30 0,1705 5,06 250 10,10 (94 h) 0,34
2 P.A 30 0,1705 10,00 250 5,90 (94 h) 0,20
3 Bruto 30 0,1705 5,06 250 9,05 (94 h) 0,30
4 Bruto 30 0,1705 10,00 250 7,14 (94 h) 0,24

Tabela 4.15 — Comparacgéo entres 0s ensaios realipacha condi¢cdo otimizada sem e com adi¢éo de
acetato de sodio ao meio de cultivo com glicerol RAglicerol da producéo de biodiesel.

Tipo e

concentracao Acetato ] Acido
de glicerol Tempo de de SdAdio Acido Isocitrico Racnsc
(g/L) Processo (h)  (g/L) Citrico (g/L) (g/L)
P.A 30 94 - 16,49 1,37 12,00:1
P.A 30 94 5,06 10,10 2,30 4,39:1
P.A 30 94 10,00 5,90 2,54 2,32:1
Bruto 30 94 - 6,75 1,58 4,271
Bruto 30 94 5,06 9,05 2,45 3,69:1
Bruto 30 94 10,00 7,14 2,52 2,83:1

Analisando a cinética de crescimentoMdipolyticanaFigura 4.52, verifica-se
gue o crescimento celular da levedura para os @andae 2 foi maior do que para o
ensaio 8 (condicdo 6tima) sem adicdo de acetatoor@portamento do crescimento
celular foi similar para estes dois casos. A ad@@onais uma fonte de carbono pode
ter favorecido o crescimento da levedura, desvianata metabdlica.

Para o ensaio 8, o pH teve uma queda de 7,06 a(Bif@éra 4.51 A), para o
ensaio 1 variou de 7,26 para 5,82 e para o ensp@r@aneceu praticamente 0 mesmo
do inicio ao fim (Figura 4.52). O pH do meio tambgatde ser um fator para explicar a
menor producio de &cido citrico nos ensaios 1Eeghssivel notar que a queda de pH
foi maior para o ensaio 8, que teve maior prodwgiéacido citrico em comparagcédo com
0s ensaios 1 e 2. O 2° ensaio dentre estes 3 ¢eseabmaior producdo do acido teve a
segunda maior queda de pH (ensaio 1) e por Ultn@nsaio 2 que gerou uma
quantidade de acido citrico menor manteve o vatopld praticamente igual do inicio
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até o final. E possivel que o acetato de sodicatgenado uma condi¢éo de neutralidade
do inicio ao fim do experimento por ter sido colimwaem excesso neste ensaio.
VENTER et al (2004) reportaram que a adicdo de acetato ao gueie@ontinha oleo de
girassol aumentou significativamente a produca@cdo y-linolénico porMucor e a
explicacdo para este ocorrido seria a larga digarer pH, isto €, 2,2 e 8,0 quando
cultivada na auséncia e na presenca do acetagpectammente.

A partir da Figurat.52, foi possivel observar que o perfil de crescito celular
foi similar para os ensaios realizados com glicdmlbiodiesel sem e com adicao de
acetato. Para o ensaio com glicerol bruto sem tacetpH reduziu de 7,24 a 4,42, para
0 ensaio 3 com adi¢do de acetato o pH reduziu2le& 6 e para o ensaio 4, de 7,21
para 6,92. Neste caso, praticamente constantefaédo cultivo.
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Figura 4.52 - Perfis de crescimento e pH do meio driltivo de Y. lipolytica nas condi¢cBes étimas
obtidas pelo planejamento DCCR 2utilizando glicerol PA com adicéo de acetato de sém Ensaio
(1) 1.3 C/C , ensaio (2) 1:3 M/M e utilizando glierol proveniente do biodiesel com adicdo de
acetato de sodio: Ensaio (3) 1:3 C/C e ensaio (43 M/M. C/C: razao entre a massa de carbono do
acetato de sodio e a massa de carbono do glicendlM: razdo entre a massa de acetato de sodio e a
massa de glicerol
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4.8. Andlise comparativa dos resultados obtidos dédsrentes etapas do
processo de otimizacao

As Tabelas 4.16 e 4.17 apresentam um resumo ddtacesiobtidos com maior
producao de &cido citrico nas diferentes etapastidgzacdo do processo de producao
por Yarrowia lipolytica Observa-se, na Tabela 4.16, que estudando om@aod de
concentracdo de glicerol, concentracdo de extrattévkdo e velocidade de agitacao
houve um aumento da concentracdo de acido citec@Bdvezes utilizando como fonte
de carbono glicerol PA quando comparado com o estudial. O meio de crescimento
para a cep&. lipolytica IMUFRJ 50682 foi otimizado variando a razdo carb@no
nitrogénio com o objetivo de aumentar a razdo e@tido citrico e acido isocitrico
(Racnsc), obtendo-se melhor resultado com a razdo C/N de Almaior producéo de
acido citrico para glicerol PA (16,49 g/L) foi atdi em meio contendo 30 g/L de
glicerol, 0,1705 g/L de extrato de Iévedo, a 250 e agitacdo e em meio mineral
tamponado.

A glicerina bruta apresentou potencial de aplicagito matéria — prima para a
producdo de &acido citrico. A producdo maxima del@ditrico utilizando glicerol
proveniente do biodiesel foi 6,75 g/L na condiciimzada e sem adi¢cdo de acetato de
sodio. A adicdo de acetato de sodio proporcionodiggiro aumento para 9,05 g/L de
acido citrico conforme é mostrado na Tabela 4.17.

Tabela 4.16. Evolugéo dos resultados da concentraxgée acido citrico produzido a partir de cultivo
de Y. lipolytica,nas diferentes etapas do processo de otimizaciolimtndo glicerol PA.

Acido Acido Raz&o
Condicao Experimental Citrico Isocitrico  molar  Yiygiic Racrnsc
(g/L) (9/L) CIN (9/9)
1° planejamento / N&o tamponéto 0,59 (81 h) - 325 0,015 -
2° planejamento / N&o tamponddo 2,51 (76 h) 0,98 (76 h) 6085 0,018 2,56:1
2° planejamento / Tamponato 10,65 (98 h) 1,53 (98 h) 6085 0,071 6,96:1
3° planejamento / Tamponatio 14,04 (93 h) 1,89 (93 h) 1217 0,468 7,40:1
4° planejamento / Tamponatio 16,49 (94 h) 1,37 (94 h) 714 0,550 12,00:1
Cond"?(fo Otimizada com 5,06 9/l 19 (94 hy 230 (94 h) 714 0,340 4.39:1
e acetato de sodio
Condigdo Otimizada com 10 g/l deg g (g4 1y 254 (9ah) 714 0,200 2.32:1

acetato de s6di

#Ensaio 1 do 1° planejamento em meio mineral nApdaado glicerol: 40 g/L, extrato de lévedo: 0,5
g/L, sulfato de aménio: 0 g/L e agitacédo: 160 rpEmsaio 1 do 2° planejamento em meio mineral néo
tamponado glicerol: 150 g/L, extrato de lévedo: 0,1 g/L gitacdo: 250 rpm’ Ensaio 1 do 2°
planejamento em meio mineral tamponaglicerol: 150 g/L, extrato de |évedo: 0,1 g/L gitacdo: 250
rpm.? Ensaio 5 do 3° planejamento em meio mineral tangmrgdicerol: 30 g/L, extrato de lévedo: 0,1
g/L e agitagdo: 250 rpnfi.Ensaio 8 do 4° planejamento em meio mineral tangmrglicerol: 30 g/L,
extrato de l&évedo: 0,1705 g/L e agitacdo: 250 rpmEnsaio 8 do 4° planejamento em meio mineral
tamponado e com adicdo de 5,06 g/L de acetatodie: gficerol: 30 g/L, extrato de lIévedo: 0,1705 g/L e
agitacdo: 250 rpnf.Ensaio 8 do 4° planejamento em meio mineral tangimeacom adicdo de 10 g/L de
acetato de sodiaglicerol: 30 g/L, extrato de Iévedo: 0,1705 g/hgitacdo: 250 rpm.
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Tabela 4.17. Evolugéo dos resultados da concentraxgée acido citrico produzido a partir de cultivo
de. lipolytica,nas diferentes etapas do processo de otimizacaoliaéndo glicerol proveniente da
producéo de bhiodiesel.

Acido Acido Razdo R
Condicdo Experimental Citrico  Isocitrico  Molar °'7g"° ACHSC
(g/L) (g/L) A
2° planejamento / N&ao 3,65 (98 h) i 6085 0,024 i
tamponadd
2° planejamento / TamponaBio4,18 (98 h) - 6085 0,028 -

4° planejamento / Tamponatlo6,75 (94 h) 1,58 (94 h) 714 0,230 4,27:1
Condig&o Otimizada com 5,06 :
gL de acetato de s6dio 9,05(94 h) 24594 h) 714 0,300 3,69:1

Condicao Otimizada com 10 .
g/L de acetato de sodio 7,14 (94 h) 2,52 (94 h) 714 0,240 2,83:1

Condicdes experimentais: glicerol gerado na prooldigébiodiesel

& Condicbes do ensaio 1 do 2° planejamento em meieralindo tamponadglicerol: 150 g/L, extrato
de lévedo: 0,1 g/L e agitacdo: 250 rphCondicdes d&nsaio 1 do 2° planejamento em meio mineral
tamponadoglicerol: 150 g/L, extrato de Iévedo: 0,1 g/Lgitacdo: 250 rpm. .CondicGes do ensaio 8 do
4° planejamento em meio mineral tamponaglwerol: 30 g/L, extrato de Iévedo: 0,1705 g/hgtacao:
250 rpm. Condicées do ensaio 8 do 4° planejamento em migierah tamponado e com adi¢éo de 5,06
g/L de acetato de sddiglicerol: 30 g/L, extrato de |lévedo: 0,1705 g/lgitacdo: 250 rpnf.Condicdes
do ensaio 8 do 4° planejamento em meio mineraldasgo e com adicao de 10 g/L de acetato de sodio

As Figuras 4.53 e 4.54 apresentam os resultadosrdzntracédo de acido citrico
obtidos durante processo de otimizacdo para asedis condi¢cdes estudadas para
glicerol PA (Figura 4.53) e para glicerol da pro@lugle biodiesel (Figura 4.54).

8
6
4
2
- b ,
2 2 3 40

1° Condigéo Condi¢édo
planejamento planejamento planejamento planejamento planejamento Otimizada com Otimizada com
Nio Nao Tamponado Tamponado Tamponado 5,06 g/L de 10 g/lL
tamponado  tamponado acetato deacetato

—_
©0

—_
D

—
-

—_
[— 2

Concentracido de Acido Citrico (g/L)

[—]

B Concentragio de Acido Citrico (g/L) ‘

Figura 4.53. Evolugédo dos resultados da concentraga@e acido citrico produzido a partir de cultivo
deY. lipolyticanas diferentes etapas do processo de otimizagao glicerol PA.
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Figura 4.54. Evolucdo dos resultados da concentragd@le acido citrico produzido a partir de cultivo
deY. lipolyticanas diferentes etapas do processo de otimizacéo glicerol da producao de
biodiesel.

4.9. Andlise comparativa entre o resultado obtido presente estudo e
resultados registrados na literatura

Observando os resultados da Tabela 4.18, o presstbelo alcangou um
rendimento em relagdo a concentragéo inicial dstsato glicerol PA de 55% em uma
razdo molar C/N de 714 em meio de cultivoYthrowia lipolytica IMUFRJ 50682,
valor comparavel ao reportado p#arrowia lipolytica LGAM S(7)1 nos estudos
iniciais realizados por PAPANIKOLAOL&t al. (2002), que utilizaram glicerol bruto
como substrato. A concentracdo de &cido citricoidobtinicialmente por
PAPANIKOLAOU et al. (2002) foi de 13,7 g/L em uma raz&do molar C/N dé&, jue
utilizaram extrato de levedura e sulfato de amanimo fonte de nitrogénio.

O presente estudo gerou uma producao de 16,4%gdcido citrico com ¥yaiic
igual a 0,55 e Rscde 12,0:1 apds 94 h de processo, resultado sianlancontrado
por LEVINSONet al. (2007), que utilizou como fonte de carbono gliteroo. Porém,
utilizou uma razdo molar C/N menor e igual a 343. 46m estudo que utilizou a razao
C/N igual a 686, a producao foi de 21,8 g/L de @dilrico (Tabela 4.18). O presente
estudo utilizou uma concentragao de glicerol PAaongpe o utilizado por LEVINSON
et al. (2007) e ambos tiveram uMiyciic Similar e a Unica fonte de nitrogénio utilizada
neste presente estudo foi extrato de lévedo naeotmragdo de 0,1705 g/L. Ja
LEVINSON et al. (2007) utilizaram como fonte de nitrogénio sulfag® amonio na
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concentracdo de 0,25 g/L e extrato de |évedo naerracédo de 0,25 g/L, além de ter
acrescentado no meio de cultivo tiamina hidroclara@uando foi utilizado glicerol
bruto como substrato LEVINSOBL al. (2007) alcancaram umcy¥giic de 0,56 e neste
presente trabalho oc¥cic foi de 0,23.

Tabela 4.18. Dados de estudos da producao de acicitrico produzidos por espécies dé&/arrowia
lipolytica registrados na literatura e no presente estudo

Fonte de N C/N Acido
Tipo e Glicerol (g/L) molar Citrico Y cit/ clic Racisc Referéncia
Inicial (g/L) (g/L)
Sulfato de aménio (0,5) - PAPANIKO
Extrato de Levedura (0,5) LAOU et al.
Bruto 32 98 11,9 0,37 2002
Sulfato de amdnio (0,5) - PAPANIKO
Extrato de Levedura (0,5) LAOU et al.
Bruto 46 147 13,7 0,30 2002
Sulfato de aménio (0,5) - PAPANIKO
Extrato de Levedura (0,5) LAOU et al.
Bruto 80 261 33,6 0,42 2002
Sulfato de aménio (0,5) - PAPANIKO
Extrato de Levedura (0,5) LAOU et al.
Bruto 120 388 35,1 0,29 2002
Sulfato de aménio (0,25 11,311
g/L)
Extrato de Levedura (0,25 LEVINSON
Puro 40 g/L) 343 21,6 0,54 et al.2007
N&o mostrado Nao N&o N&o LEVINSON
Bruto mostrado mostrado 0,56 mostrado et al.2007
Extrato de Levedura 12,0:1 Presente
Puro 30 (0,1705) 714 16,49 0,55 estudo
Extrato de Levedura 4,27:1 Presente
Bruto 30 (0,1705) 714 6,75 0,23 estudo

Verificando o custo das fontes de nitrogénio uwdias, o resultado foi
satisfatorio, uma vez que para o presente tralmihwente foi utilizado como fonte de
nitrogénio o reagente extrato de lévedo e em umaerdracao otimizada de apenas
0,1705 g/L, 5 vezes menor do que a concentracaexulato de lévedo utilizada por
PAPANIKOLAOU et al. (2002) e 1,47 vezes menor do que a concentraz@xtdato
de lévedo utilizada por LEVINSONt al. (2007), que também utilizaram sulfato de
amonio para producdo de acido citrico polipolytica A Tabela 4.19 apresenta 0s
custos das fontes de nitrogénio utilizadas nestedese no estudo realizado por
LEVINSON et al. (2007) e PAPANIKOLAOUet al.(2002). Desta forma, os resultados
do planejamento experimental possibilitaram a rédulps custos de producao.

Tabela 4.19. Custos das fontes de nitrogénio
Fonte de Nitrogénio Preco (R$/Kg§

Extrato de |évedd 940,00

Sulfato de améni8 50,00

2 Extrato de lévedo ©xoid (Hampshire, UK)” Sulfato de aménio ©xoid (Hampshire, UK)* Preco em
reais (R$) fornecido pela empreBarmo-Rio Cientifica LtdéRJ, Brasil) no dia 21 de fevereiro 2008.
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5. Conclusdes e Sugestdes

5.1. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos pode-se concleir qu

Yarrowia lipolyticalMUFRJ 50682 produz &cido citrico, na presenca de glicerol
PA e glicerol bruto como fonte de carbono.

Através deste estudo, foi observado que a relagélooro/nitrogénio € um
parametro importante na producdo do acido citramoggta cepa e que para melhorar a
producao de acido citrico o meio precisa estar@mdicdes limitantes de nitrogénio.

O sulfato de amoénio e extrato de Iévedo foram agwes estatisticamente
significativas apresentando influéncia negativaresab producdo de acido citrico. O
glicerol PA e a agitacdo néo foram estatisticamsigeificativos, dentro das faixas de
concentracdo e velocidade estudadas. Desta foromnbinacéo de 200g/L de glicerol
PA, 0,5 g/L de extrato de Iévedo, O g/L de suli@oamonio e velocidade de agitacao
de 250 rpm, com razdo molar entre carbono/nitrag@&nial a 1623 e em meio mineral
nao tamponado, propiciou a maior produtividadeaimeente.

Em uma segunda etapa, foi possivel a producdo dedg2l5de acido citrico
quando 150 g/L de glicerol PA, 0,1 g/L de extraedé&edo e 250 rpm foram utilizados,
em meio mineral ndo tamponado e a uma razao maad€6085.

O meio mineral tamponado permitiu maior producacadielo citrico que foi
maior tanto usando glicerol P.A quanto glicerolldodiesel. Portanto, a concentracao
dos sais do meio de cultivo influencia significativente a producéo de acido citrico.

Em uma terceira etapa, foi possivel produzir 14Q4dg acido citrico a uma
razdo molar de C/N de 1217 utilizando glicerol P#no fonte de carbono. Os modelos
de 12 ordem para as variaveis concentracdo e profdute de acido citrico foram
validos pela analise de variancia.

Em uma ultima etapa, a producdo maxima de acideaitbtida foi de 16,49
g/L, com Yeygic igual a 0,55, uma razdo molar de C/N de 714@dRigual a 12:1. Foi
produzido 6,75 g/L de acido citrico utilizando confante de carbono glicerol
proveniente da producdo do biodiesel nas condiofieszadas, mostrando ser um
meio de cultura alternativo capaz de suportar ccomento deY. lipolyticae a
biossintese do &cido citrico.

A adicdo de uma fonte de carbono extra (acetaddm) sé foi necessaria, ou
seja, sO aumentou a producédo de acido citrico, dquanconcentracdo da fonte de
carbono estava fora da faixa ideal de razdo C/db txorreu quando se utilizou o
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glicerol bruto. Portanto, a producédo com glicemitb precisa ainda ser otimizada, sem
a adicao de acetato de sédio.

Portanto, o presente trabalho otimizou o procegsprdducéo do acido citrico
porY. lipolyticaem frascos agitados, através de manipulacdo dakcées de meio de
cultivo estabelecendo uma razdo molar C/N otim@ldee Ygic igual a 0,55. Através
de planejamentos experimentais a producdo de adtdoo foi ampliada 28 vezes
utilizando glicerol PA. O resultado obtido paralmeyol proveniente da producdo do
biodiesel foi satisfatério, podendo produzir um dutm biotecnolégico bruto com
capacidade de aplicacao futuras em diversos setores
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5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

v Otimizar o meio de cultivo utilizando como fontee dcarbono glicerol
proveniente da producédo do biodiesel para a obbededmeio rico em acido
citrico;

v Tendo em vista que os cromatogramas relacionadogsiodos preliminares
utilizando diferentes fontes de nitrogénio e em aagiestilada e Milliq
apresentaram picos, determinar os outros acid@mas produzidos ao longo
dos ensaios;

v' Estudar a possibilidade de producdo concomitante adielo citrico e
biosurfactante, ja& que as condi¢cfes otimizadagprsmianam das condi¢des de
producao de biosurfactante obtidas por FONTES (2008);

v' Estudar a influéncia de condicdes de estresse baacproducdo de acido
citrico;

v' Estudar a producao de acido citrico em biorreatoa pena possivel ampliacao
de escala;

v' Estudar o processo de purificagdo do acido citriptmo;

v Avaliar o potencial de aplicacdo do acido citricbtido na industria de
alimentos, na area farmacéutica, em cosméticos eutnms produtos industriais
uam vez que foi obtido a partir de um residuo gerpdr uma reacdo de
producao de biodiesel que envolve um alcool e uasa;b

v Realizar a dosagem de glicerol de todos os enpai@sverificar 0 seu consumo
por Yarrowia lipolytica
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