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Resumo da dissertac@o apresentada ao curso de Pds-Graduagdo em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos da Escola de Quimica/UFRJ, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc)

FISIOLOGIA E QUANTIFICACAO DE LIPIDIOS POR CITOMETRIA DE FLUXO
EM Yarrowia lipolytica

Fernanda Faria Martins

Yarrowia lipolytica, uma levedura ndo-convencional e estritamente aerébica, tem sido
estudada devido a sua capacidade de produzir compostos de interesse industrial, tais como,
acidos organicos, proteinas, lipases e lipidios. Os micro-organismos oleaginosos sdo espécies
que apresentam um teor de lipidico superior a 20% de seu peso seco. Yarrowia lipolytica é
descrita na literatura como um micro-organismo oleaginoso, devido a sua capacidade de
acumular grande quantidade de O6leo. Os lipidios de reserva sdo acumulados em
compartimento celular especifico e nomeados diferentemente na literatura, como particula
lipidica, goticula lipidica ou corpusculo lipidico. A estrutura desta organela consiste em um
nucleo hidrofébico, principalmente triacilglicerdis e éster de esterol, envolto por uma
monocamada fosfolipidica, na qual se encontram incorporadas inimeras proteinas. Existem
alguns métodos disponiveis para determinar o 6leo intracelular e a viabilidade do bioprocesso,
no entanto, estes demandam um longo periodo de tempo para o fornecimento de dados. Para
monitorar bioprocessos e obter informagdes mais rapidas, foram aplicadas algumas técnicas e
ferramentas neste estudo. A citometria de fluxo (CF) é uma técnica que fornece dados “quase
em tempo real”’, possibilitando assim, a avaliacdo qualitativa e quantitativa do sistema
bioldgico de forma mais rdpida que os métodos tradicionais. A levedura Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 estd sendo usada em nosso laboratério como modelo para investigagdo de
uma pluralidade de substancias desejadas, tais como, lipase, 4cido citrico e semelhantes. No
presente trabalho, foi possivel determinar um setup adequado para a aquisicdo das particulas
de interesse. Diferentes concentracdes e tempos de incubagdo de solucdo Nile Red (NR) foi
usada a fim de estabelecer um protocolo otimizado de coloragcao das células da levedura. De
acordo com os resultados, a méxima fluorescéncia de NR foi alcangcada ao trabalhar com
solucdo NR 3,0 x 107 uM e tempo de incubacdo de 7 minutos. A maxima medida de
fluorescéncia detectada por FL2 foi obtida em 96 horas ao suplementar o meio com razao C:N
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75:1, indicando a maior producdo de lipidios neutros pela célula. Através da extracdo dos
lipidios por solvente obteve-se uma curva de correlacio entre o contetido de lipidio total da
célula avaliado pelo método cloroférmio:metanol e a intensidade de fluorescéncia do NR
medida por CF. Utilizando a técnica de cromatografia gasosa (CG) verificou-se que o 4cido
oléico (C18:1n-9), linoléico (C18:2), palmitoléico (C16:1) e o palmitico (C16:0) foram os
acidos graxos que apresentaram maior concentracdo em relacdo a biomassa da levedura em
questdo. Ademais, ao comparar a viabilidade celular por CF com os resultados obtidos através
de técnicas convencionais (camara de Neubauer e plaqueamento) notou-se que a utiliza¢do do
corante iodeto de propidio (IP) é um método eficaz para obter a porcentagem de células ndo

viaveis.



Abstract of the dissertation presented to course of Pds-Graduacdo em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos — EQ/UFRJ as requiremments to obtain the degree of
Master of Science

PHYSIOLOGY AND QUANTIFICATION OF LIPID IN Yarrowia lipolytica BY FLOW
CYTOMETRY

Fernanda Faria Martins

Yarrowia lipolytica, a non-conventional and strictly aerobic yeast, has been
extensively studied due to its metabolism be able to produce substances attractive for the
industry, such as organic acids, proteins, lipases and lipids. Oleaginous microorganism refers
to a group that can present a lipid content higher than 20% of their cellular dry weight. Y.
lipolytica is described by literature as an oleaginous yeast because of the presence of a large
amount of oil into the cell. Oil is storage usually in a shape of a special organelle into the cell,
and it can be designated by different terms in literature, such as lipid particle, lipid droplet or
lipid body. The structure comprehends neutral lipids, mainly triacylglycerol and steryl esters,
forming a hidrophobic core encompassed by a phospholipid monolayer with some proteins.
There are methods available to determinate intracellular oil and viability of bioprocess,
however these demand a long time to provide data. In order to monitor bioprocesses and
obtain information faster, more tools and techniques have been applied. Flow cytometry (FC)
is a technique that provides data almost in real time (at line), therefore it is possible to
evaluate the biological system in a qualitative and quantitative way and faster than the
traditional methods. The yeast strain Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50638 is currently being
used in our laboratory as a model to investigate the production of a plurality of desired
substances such as lipase, citric acid and the like. In the present work, it was possible to
determine an suitable setup for the acquisition the particles of interest. Different Nile Red
(NR) concentrations and incubation time were used in order to achieve the best staining
protocol for this strain.According to results, the highest NR fluorescence was achieved at NR
solution 3,0 x 10° uM and incubation time of 7 minutes. The highest measurement of
fluorescence detected by FL2 was obtained in 96 hours for a supplemented medium with C/N
ratio 75:1, indicating a higher neutral lipid production by the cell. Through lipid extraction by
solvent was obtained a correlation curve between the total yeast cell lipid content extracted by

chloroform:methanol and NR fluorescence intensity measured by FC. By using the gas
Xi



chromatography technique it has been found that oleic acid (C18:1n-9), linoleic (C18:2),
palmitoleic (C16:1) e o palmitic (C16:0) were the fatty acids which presented the higher
concentration values related to yeast biomass in question. Furthermore, comparing the cell
viability by FC with results obtained by conventional techniques (Neubauer chamber and
plating) noted that the use of dye propidium iodide (PI) is an effective method to obtain the

percentage of non-viable cells.
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1. INTRODUCAO

Segundo muitos analistas, devido as altas taxas de consumo, as reservas mundiais de
petréleo serdo esgotadas em menos de 50 anos. Sendo assim, existe urgéncia e um enorme
interesse em encontrar energias alternativas que sejam capazes de absorver a demanda do
mundo atual. Devido ao fato, os biocombustiveis de segunda geracdo (provenientes de
matéria-prima lignoceluldsica e residuos florestais) e os de terceira geraciao (provenientes de
micro-organismos) sao considerados combustiveis alternativos vidveis na geracdo de energia

(ANDRADE et al., 2011).

No cendrio brasileiro, a producdo de biodiesel recebe investimentos governamentais
por meio de incentivos ao plantio de culturas oleaginosas através do Programa Nacional de
Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) (FARIAS, 2012). No entanto, tem sido pauta de
discussdes e pesquisas a producdo de biodiesel a partir de 6leo proveniente de micro-

organismos oleaginosos.

Ao comparar com os Oleos vegetais e gordura animal, a utilizagdo de 6leo microbiano
como matéria-prima para a producdo de biodiesel vem apresentando vantagens, dentre as
quais: curto ciclo de vida e producao nao afetada por estagdes do ano e mudancas climaticas
(LI et al., 2008). Ademais, a matéria-prima proveniente de culturas microbianas apresenta sua
composi¢do em acidos graxos semelhante a dos 6leos vegetais comumente utilizados para a
producdo de Dbiodiesel: soja (Glycinemax), mamona (Ricinuscommunis), girassol

(Helianthusannuus) e canola (Brassica campestres) (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2001).

Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aer6bia, ndo patogénica,
originalmente era chamada Candida lipolytica e seu estudo tem atraido grande interesse, pois
apresenta uma grande aplicacdo biotecnolégica (BARTH & GAILLARDIN, 1997). Y.
lipolytica € considerada pela comunidade académica uma levedura oleaginosa, ou seja, uma
espécie capaz de acumular valores superiores a 20% de seu peso seco. Estes lipidios de
reservas sao chamados de corpusculos lipidicos (CL) ou gota lipidica (RATDLEDGE, 1985;
STARKEY, 1946). Em condi¢des de limitacdo de nutrientes, as leveduras oleaginosas podem
acumular lipidios em niveis que excedem 70% de sua biomassa. No entanto, o contetido e o
perfil lipidico diferem entre as espécies e as condi¢Oes de crescimento (BEOPOULOS et al.,

2009).
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Em processos fermentativos, ha a necessidade de um rigoroso controle de diversos
fatores, envolvendo a avaliagdo dos rendimentos técnicos e econdmicos e, simultaneamente, o
monitoramento microbiol6gico. A monitoragdo de processos envolvendo biocombustiveis
vem sendo realizadaatravés de técnicas convencionais, tais como: peso seco celular,
métodosde diluicdo em série e técnicas gravimétricas. Apds a amostragem, o material
necessita passar por algumas etapas para que os resultados tornem-se disponiveis,
demandando um tempo bem maior de andlise. Outro método também utilizado
frequentementeno monitoramento de processos biologicos envolve a técnica de
espectofotometria.Emboramais rdpido do que as técnicas citadas, s6 tem a capacidade de

fornecer dadosmédios dapopulacdo microbiana (SILVA et al., 2010).

O monitoramento dos bioprocessos em relacdo a quantidade de lipidios acumulada
pela célula € realizado, habitualmente, através da técnica de extracdo com solventes - método
de BLIGH e DYE (1959). Esta ¢ uma metodologia que gera uma grande quantidade de
residuos, sendo estes solventes organicos, prejudiciais ao meio ambiente e ndo facilmente

reciclaveis.

Em relacdo a viabilidade celular de um bioprocesso, o método de referéncia
empregado nos laboratérios de pesquisa e em diversas industrias alimenticias é a contagem
direta ao microscopio por cadmara de Neubauer ou o plaqueamento em superficie. Estes dois
sdo metodologias que demandam um longo tempo de andlise e exigem que o operador tenha

pratica sobre a andlise.

Sabendo que os bioprocessos exigem o conhecimento em tempo real do estado
morfoldgico e fisiologico da populacdo para o desenvolvimento de estratégias que permitam
um melhor desempenho, qualidade, produtividade e rendimento do processo, ultimamente tem
sido avaliada uma técnica alternativa que fornece dados “quase em tempo real”, ou também

chamado de dados at line — a citometria de fluxo (CF).

A citometria de fluxo € uma técnica multiparamétrica capaz de fornecer informacdes
com elevado grau de precisdo, proporcionando um controle eficaz do bioprocesso, com base
em medicoes feitas no nivel da célula individual, visando o melhor desempenho (NOVAK et
al., 2008). A técnica possibilita a avaliacdo qualitativa e quantitativa das caracteristicas
bioldgicas e fisicas de uma célula individual quase em tempo real. E utilizada a fim de obter
informagdes da heterogeneidade e da complexidade microbiana, de maneira mais rdpida,

quando comparada com as técnicas convencionais (SILVA et al., 2012).
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Sendo assim, de acordo com a necessidade atual de obter informacdes no decorrer dos
bioprocessos visando a obtencdo de dados em tempo real da dindmica da fermentacdo, o
presente trabalho estuda a monitoracdo de um processo fermentativo empregando cepa de

Yarrowia lipolytica através do uso da técnica de citometria de fluxo multiparamétrica.
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

A necessidade de obterem-se informagdes ao longo dos processos fermentativos
contribui para o aparecimento e utilizacdo de uma grande diversidade de técnicas e
ferramentas. Os dados obtidos, através das novas tecnologias, ndo sé tem permitido
aprofundar o conhecimento dos processos, como também o desenvolvimento de novas

estratégias (SILVA et al., 2004).

No decorrer dos bioprocessos € essencial a monitoragao do produto de interesse, da
proliferacdo celular, bem como da viabilidade das células. Estes parametros sdo relevantes
para que sejam tomadas decisdes importantes a fim de obter o miximo de rendimento. A
existéncia de uma fracdo significativa de células mortas ou invidveis durante qualquer
momento da fermentacdo ird refletir negativamente no rendimento global, uma vez que as
mesmas ndo contribuem para a formagao do produto desejado. Sendo assim, é importante a
obtencdo de informacdo rigorosa e precisa sobre os estados fisiolégicos das células presentes

numa determinada populacao.

A técnica de citometria de fluxo vem auxiliar na monitoragdo dos processos
bioldgicos. A ferramenta permite obter informacdes qualitativas e quantitativas com a
avaliacdo das caracteristicas bioldgicas e fisicas da heterogeneidade do sistema ao nivel da
c€lula individual de maneira at line — quase em tempo real. Com isso, a citometria de fluxo é
considerada uma ferramenta potencial na otimizag¢do da producao e no processo de conversao.
Entretanto, vem sendo pouco explorada na drea de biotecnologia devido a falta de

profissionais qualificados para desenvolver a anélise e interpretar os resultados.

O objetivo geral deste trabalho é monitorar o desenvolvimento de bioprocessos sobre o
aspecto da resposta fisiologica e morfoldgica de células de levedura Yarrowia lipolytica 583
IMUFRJ 50682 por citometria de fluxo. Para alcancar o objetivo geral do projeto, este serd

segmentado nas seguintes etapas:

1. Realizacao do setup adequado de andlise, a fim de ajustar os parametros da corrida,
tais como: intensidade dos detectores de fluorescéncia FLL1, FL2, FL3, intensidade
do detector frontal - FSC e detector lateral - SSC, tempo da pré-corrida, velocidade

e tempo de corrida no citdmetro de fluxo Partec modelo Cyflowspace.
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2. Determinagdo da melhor faixa de trabalho, estudando o parametro nimero ideal de
células, a fim de garantir que o laser intercepte somente uma particula por vez,

evitando coincidéncia e dead time.

3. Aprimoramento da metodologia de determinacao de lipidios através da coloracao
de células com o fluorocromo Nile Red (NR), otimizando concentracio e tempo de

incubacdo do corante fluorescente para a levedura Yarrowia lipolytica.

4. Crescimento de células de Yarrowia lipolytica em diferentes razdes
carbono/nitrogénio (C/N) e acompanhamento do perfil destas células ao coré-las

com Nile Red a fim de verificar a melhor condi¢dao de acimulo de lipidio.

5. Estabelecimento da correlagdo entre fluorescéncia emitida pelas células de
Yarrowia lipolytica coradas com Nile Red e detectadas por citometria de fluxo, e o
teor de lipidios quantificados por duas metodologias distintas: cromatografia
gasosa e gravimetria, com o objetivo de realizar andlises at line dos processos

bioldgicos.

6. Avaliacdo da viabilidade celular no processo fermentativo adotando trés técnicas
distintas: coloracdo das células com lodeto de Propidio (IP), plaqueamento em

superficie e contagem direta ao microscopio por caimara de Neubauer.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Micro-organismos capazes de acumular lipidios

A capacidade de alguns micro-organismos produzirem lipidios j4 é conhecida desde a
década de 80 (RATLEDGE, 1993), com grande atencao do meio cientifico (BEOPOULOS et
al., 2008). Tais micro-organismos tém sido estudados como potenciais produtores de lipidios
para producdo de biodiesel, dentre os quais se destacam as bactérias, leveduras e fungos
filamentosos (RATLEDGE, 2002, ANGERBAUER et al., 2008, MENG et al., 2009, LI et al.,
2006), como Cryptococcus albidus, Lipomyces lipofera, Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium
toruloides, Rhodotorula glutinis, Trichosporon pullulan e Yarrowia lipolytica (LI et al., 2008,
ANGERBAUER et al., 2008). Estes podem acumular 4cidos graxos na proporc¢ao de até 80%
do seu peso seco (MENG et al., 2009).

Os micro-organismos oleaginosos sdo conhecidos por acumular lipidios intracelulares
a partir da metabolizacdo de diferentes fontes de carbono (ALVAREZ et al., 1996). As
espécies capazes de acumular valores superiores a 20% de seu peso seco sdo conhecidas como
micro-organismos oleaginosos (BEAPOULOUS et al., 2009). Conforme relatos de TSIGIE et
al. (2011), as espécies oleaginosas tém a possibilidade de servirem como produtores de éleo

comercial destinado a alimenta¢do ou a producgdo de fontes alternativas de energia.

Os lipidios microbianos, ou como costumam ser chamados, single cell oil (SCO), sdo
compostos principalmente por triacilglicer6is (TAGs). Outros componentes presentes em
quantidades nao significativas sdo dcidos graxos livres, outros lipidios neutros
(monoacilglicerdis, diacilglicerdis e éster de esterol), esterdis e fragdes polares (fosfolipidios,
esfingolipidios e glicolipidios) (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011). Os lipidios de
reserva sdo acumulados em compartimento celular especifico e nomeados diferentemente na
literatura, como particula lipidica, oleosoma, corptsculo lipidico, corpo lipidico ou gota
lipidica. Conforme trabalho de MLICKOVA et al. (2004), a estrutura desta organela consiste
em um nucleo hidrofébico, principalmente triacilglicerdis e éster de esterol, envolto por uma
monocamada fosfolipidica, na qual se encontram incorporadas inimeras proteinas com
diferentes atividades bioquimicas. A Figura 3.1 ilustra os corptsculos lipidicos (organela de
coloragdo amarela na foto) presentes em células de Yarrowia lipolytica coradas com o

fluorocromo Nile Red.
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Figura 3-1: Imagem de microscopia o6tica de fluorescéncia ilustrando os corpisculos lipidicos de células de
Yarrowia lipolytica crescidas em meio de relacao C/N 75:1, 250 rpm, 28°C e coradas com o fluorocromo
Nile Red utilizando microscépio 6tico Nikon modelo Eclipse E200 acoplado a cimera Evolution VF em

aumento de 1000x. Imagem obtida pelo autor desse trabalho.

Entre os micro-organismos, as leveduras, sendo unicelulares, desprovidas de
endotoxinas, passiveis de melhoramento genético e apropriadas para fermentacdes em grande-
escala, sdo particularmente atraentes para o desenvolvimento de abordagens biotecnoldgicas
(BEOPOULOS et al., 2011). As leveduras tém sido estudadas como micro-organismos
produtores de lipidios devido a sua capacidade de acumular grande quantidade de lipidios, sua
alta taxa de crescimento e a semelhanca dos triacilglicerdis produzidos com as fracdes de

Oleos vegetais (RATLEDGE, 1988).

As leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os géneros Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus, Trichosporon e Yarrowia. Em média, estas leveduras
acumulam lipidios em um nivel correspondente a 40% de sua biomassa (LI et al., 2008,
MENG et al., 2009); Em condi¢des de limitacdo de nutrientes, elas podem acumular lipidios
para niveis que excedem 70% de sua biomassa. No entanto, existe uma diferenca significativa

no conteudo e no perfil lipidico, como mostra a Tabela 3.1 (BEOPOULOS et al., 2009).
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Tabela 3-1: Conteiido lipidico e perfil de acidos graxos de leveduras oleaginosas selecionadas. A
porcentagem lipidica é dada em termos de biomassa seca.

Acidos graxos (% relativa)

Espécies Lipidio (%)
Cc16:0 Cl6:1 C180 C18:1 Cl182 C(Cl18:3

Cryptococcus curvatus 58 25 T 10 57 7 0°
Cryptococcus albidus 65 12 1 3 73 12 0
Candida sp. 107 42 44 5 8 31 9 1
Lipomyces starkeyi 63 34 6 5 51 3 0
Rhodotorula glutinis 72 37 1 3 47 8 0
Rhodotorula graminis 36 30 2 12 36 15 4
Rhizopus arrhizus 57 18 0 6 22 10 12
Trichosporon pullulans 65 15 0 2 57 24 1
Yarrowia lipolytica 36 11 6 1 28 51 1

A T: quantidade trago

B0: quantidade ndo detectada.

3.1.1 Influéncia dos parimetros de cultivo sobre o aciimulo de éleo por leveduras

A literatura relata extensivamente que as alteracdes nas condicdes de cultivo, tais
como: razdo C/N, temperatura, pH, oxigenacdo e concentracdo de elementos tracos e sais
inorganicos influenciam na acumulacdo de O6leo intracelular (ANDRADE et al., 2010;
MAINUL et al., 1996; LI et al., 2008). De um modo geral, quanto maior a quantidade de
compostos nitrogenados presentes no meio de cultura, menor € a taxa de acimulo de 6leo na
célula. Estudos de MAINUL et al. (1996) relataram que ao trabalhar com a razdao C/N entre
25:1 e 70:1, o conteido de 6leo aumentou de 18%, nos ensaios com a razdo C/N 25:1, para
46%, em ensaios onde aplicou-se C/N 70:1. Diferentes fontes de nitrogénio também exercem
influéncia na producdo de 6leo. LIU et al. (2000) e SHI et al. (1997) observaram que tanto a
fonte de nitrogénio organico quanto a de nitrogé€nio inorganico estdo sujeitas a alterar

diretamente a acumulagdo de 6leo.

Conforme LI et al. (2007), tracos de ions metdlicos também afetam a acumulacdo
lipidica. Os pesquisadores notaram que as concentragdes de biomassa e do contetido de 6leo
podem ser aumentadas através da otimizacdo da concentracdo dos fons Mg2+, Zn**, Mn**,
Cu* e Ca®™. E ainda, observaram no mesmo estudo que a concentracio do oxigénio
dissolvido, temperatura e pH apresentam-se como varidveis que influenciam o crescimento
celular e, consequentemente, a produgdo lipidica. Em seus estudos, a concentracdo de
oxigénio dissolvido no meio de cultivo apresentou-se diretamente associada a acumulacdo de

oleo.
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De acordo com o exposto, é possivel observar que, para alcancar altos niveis de
producdo lipidica e indices satisfatérios de rendimento em um cultivo utilizando leveduras, a

otimizacdo de alguns parametros relevantes € considerada de grande importancia.

3.1.2 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um micro-organismo estritamente aerdbio, eucariético, do reino
Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos. Foi originalmente
classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica (BARTH e GAILLARDIN,
1997).

A levedura Y. lipolytica € geralmente isolada de meios contendo fonte de carbono
lipidica, tais como ambientes poluidos, por exemplo: a Baia de Guanabara (HAEGLER e
MENDONCA-HAEGLER, 1981), laticinios, microbiota de queijos picantes (BARTH e
GAILLARDIN, 1997), produtos avicolas crus (ISMAIL et al., 2001), e é particularmente

adaptada a substratos hidrofébicos.

Esta levedura é chamada levedura “ndo-convencional” e seu estudo tem atraido
pesquisadores, pois apresenta uma gama de aplicacdes biotecnoldgicas, devido a sua
capacidade de metabolizar lipidios e hidrocarbonetos e de excretar diversos metabdlitos em
grande quantidade — 4dcidos organicos e proteinas extracelulares — sendo muito usada para a
expressao e a secrecao de proteinas especificas (BARTH e GAILLARDIN, 1997). Este fungo
tem sido utilizado como modelo de estudo para os sistemas fisioldgicos, genéticos, de
dimorfismo, de expressdo de proteinas heterdlogas e acimulo de lipidios (BANKAR et al.,

2009).

Como ndo € considerado patogénico, este micro-organismo vem sendo utilizado em
aplicacdes industriais, tais como na producao de proteinas de unicelulares, aroma de péssego e
acido citrico. Estes processos, que utilizam os bioprodutos da levedura Y. lipolytica, sao
considerados pela American Food and Drug Administration como GRAS (Generally
Regarded As Safe — Geralmente Reconhecido como Seguro) (TSUGAWA et al., 1969). Além
disso, secreta enzimas, como proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de grande

interesse biotecnoldgico (NICAUD et al., 2002).

Algumas espécies de leveduras exibem dimorfismo, ou seja, a habilidade de alternar,
reversivelmente, entre duas formas morfoldgicas: células ovéides e hifas bastante alongadas.

9
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Y. lipolytica ¢ um fungo que apresenta naturalmente dimorfismo, formando células de
leveduras, pseudo-hifas e hifas septadas (BARTH e GAILLARDIN, 1997). Este dimorfismo
pode ser elucidado por variagdes do meio de cultivo relacionado as mudancas de temperatura,
pH, oxigenacdo do meio ou presenca de compostos especificos no meio de cultivo. O
fenomeno do dimorfismo € importante porque mostra o impacto que as condi¢des ambientais
promovem no mecanismo celular de resposta. Esta transicdo de formas celulares,
caracterizada pelo dimorfismo, estd associada com crescimento unipolar e divisdo assimétrica,
formando uma grande distribui¢do de células com tamanho e formas distintas. Essa variedade
de morfologia pode impactar o processo fermentativo em fun¢do de mudancgas reoldgicas e,
por conseguinte, promover alteracdes de transferéncia de massa e de calor no biorreator

(COELHO et al., 2010).

O pH parece ser a varidvel de maior importancia no que tange ao impacto deste na
regulacdo do dimorfismo celular. A formacdo de micélios € mixima em pH perto da
neutralidade e, diminui, tornando-se praticamente nula em pH igual a trés. Fontes de carbono
e nitrogénio também sdo relevantes para a formagdo de micélio (RUIZ-HERRERA e
SENTANDREU, 2002) e nao foi identificada formagao de filamentos ou pseudo-hifas quando
a condi¢ao do meio de crescimento, desta levedura, foi restrita em nitrogénio (COELHO et

al., 2010).

A'Y. lipolytica é caracterizada por desenvolver mecanismos eficientes para degradar e
utilizar como fonte de energia substratos hidrofébicos. E também, € considerado um micro-

organismo oleaginoso baseado na sua habilidade de acumular grandes quantidades de lipidios.

Segundo THIERRY e JEAN-MARC (2011), uma aplicagdo potencial de Y. lipolytica é
a producdo de 6leo microbiano a ser utilizado na producdo de energia. Visto que os lipidios
produzidos por esta levedura tem a composicdo similar aos 6leos vegetais e gorduras animais

destinados a produgdo de biodiesel. No entanto, para este uso € necessario atingir uma alta

taxa de producdo lipidica (ATHENSTAEDT et al., 2006).

ATHENSTAEDT et al. (2006) notaram que, ao substituir a fonte de carbono glicose
por 4cido oléico, ocorre além do aumento das dimensdes dos corpusculos lipidicos, alteracdes
na composi¢do lipidica dos mesmos e na composicdo proteica das células. Sendo assim,
reportaram que o conteido de lipidios e de proteinas de Y. lipolytica dependem da taxa de

consumo do substrato, do crescimento do micro-organismo e das condi¢des da fermentagao.
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O potencial de acimulo de lipidio de Y. lipolytica foi investigado sob diferentes fontes
de carbono, em meio de cultura contendo glicose comercial (PAPANIKOLAQOU et al., 2009),
glicerina (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2001), melago (KARATAY e DONMEZ, 2010) e
bagaco de cana de agucar hidrolisado (TSIGIE et al., 2011), demonstrando assim, que esta
levedura tem a capacidade de produzir TAG a partir de materiais abundantes e de baixo custo

(MEESTERS et al., 1996; PAPANIKOLAOU et al., 2002; ZHAO, 2005).

As enzimas participantes da biossintese, armazenamento e estocagem de TAG,
apresentam uma grande homologia entre as espécies, provocando assim, um grande interesse
no metabolismo lipidico em organismos modelos. A levedura, principalmente devido a
disponibilidade de ferramentas moleculares, tem sido escolhida como modelo para o estudo
da biogénese de lipidios e sua regulacdo. Saccharomyces cerevisiae é a levedura modelo
comumente estudada, no entanto, ela ndo € considerada um micro-organismo oleaginoso. Por
isso, a levedura Y. lipolytica vem sendo utilizada por diferentes grupos de pesquisa (WANG
et al., 1999; MAUERSBERGER et al., 2001; MLICKOVA et al., 2004; FICKERS et al.,
2005; BEOPOULOS et al., 2009) como organismo modelo para o estudo da degradagao de
substrato hidrofébico e acumulagdo lipidica. E ainda, PEMBROKE (2006) estudando esta

levedura caracterizou-a como micro-organismo modelo de obesidade.

3.2 Vias de acumulacao de lipidios por micro-organismos oleaginosos

Os lipidios podem acumular dentro da célula a partir de duas diferentes vias, segundo

BEOPOULOQS et al. (2009). As duas vias serdo citadas a seguir.

® Via de sintese de novo: envolvendo a producdo de precursores de 4cidos graxos,
acetil-CoA e malonil-CoA, e sua integracdo com a biossintese lipidica. Normalmente
esta via é utilizada quando o crescimento do micro-organismo é conduzido utilizando

componentes a base de acticar como substrato e limitagdo de nitrogénio.
e Via de acumulacdo ex novo: envolvendo a acumulacdo de acidos graxos, dleos e

TAGs provenientes do meio de cultura e o seu armazenamento dentro da célula. Esta

via exige a hidrélise dos substratos hidrofébicos, o transporte do 4dcido graxo livre
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degradado para dentro da célula, a remontagem em fragdes de TAGs e éster de esterol

e seu armazenamento dentro de corpo lipidico.

Em micro-organismos oleaginosos o inicio da acumulacdo lipidica, através da sintese
de novo, € causado pela exaustdo de um nutriente principal do meio de cultura. Embora
muitos nutrientes atuem como limitantes, usualmente o nitrogénio é o regulador da
acumulacgdo lipidica em micro-organismos eucarioticos. Quando a fonte de nitrogénio no
meio de cultivo torna-se indisponivel, o organismo continua assimilando a fonte de carbono,
no entanto, a proliferacio celular é desfavorecida, visto que, a fonte de nitrogénio € essencial
para a sintese de proteinas e dcidos nucleicos. Sendo assim, a fonte de carbono em excesso é
direcionada para a sintese de acidos graxos, ocorrendo a acumulagao de TAGs no interior da

célula e a formagao de CL (BEOPOULOS et al., 2009).

O acimulo de lipidios por micro-organismos oleaginosos estd relacionado com a
producdo de acido citrico e a atividade da enzima isocitrato desidrogenase, pertencente ao
conjunto de enzimas presentes no Ciclo do Acido Tricarboxilico ou Ciclo de Krebs (CK). A
enzima isocitrato desidrogenase é dependente de adenosina monofosfato (AMP). A AMP-
desaminase cliva AMP em IMP (inosina monofosfato) na auséncia de nitrogénio proveniente
do meio de cultivo. O excessivo decréscimo da concentragdo de AMP intracelular altera as
func¢des do CK. Com a alteragdo do ciclo, a isocitrase desidrogenase, enzima responséavel pela
transformagao do 4cido isocitrico em 4cido a-cetoglutdrico, perde sua atividade, visto que a
mesma € ativada alostericamente por AMP intracelular. Entdo, o 4cido isocitrico € acumulado
dentro da mitocOndria e encontra-se em equilibrio com o &cido citrico (reagcdo catalisada por
isocitrato aconitase). Quando a concentragdo de éacido citrico dentro da mitocondria alcanga
valores criticos, ele é transportado para o citosol através do transporte citrato-malato e €
clivado pela enzima ATP citrato liase (ACL) formando oxaloacetato e acetil-CoA. O acetil-
CoA, unidade bésica da biossintese de dcidos graxos, € o precursor da sintese lipidica de novo
por micro-organismos oleaginosos (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011). Os genes que
codificam a ACL nao estdo presentes nos organismos que nao sao considerados oleaginosos,

como a levedura S. cerevisiae (RATLEDGE et al., 2002).

A Figura 3.2 ilustra a biossintese de lipidio intracelular por Y. lipolytica quando a

levedura € crescida em meio contendo glicose e nitrogénio limitante.
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Figura 3-2: Via envolvendo a biossintese de lipidio intracelular por Yarrowia lipolytica quando a cepa é
crescida em meio de glicose e nitrogénio limitante. A limitacio de nitrogénio provoca o rapido decréscimo
da concentra¢io de AMP. Este fenomeno induz a acumulacio de acido citrico dentro da mitocondria.
Quando a concentracao de acido citrico torna-se critica ele é secretado para o citosol, onde é degradado
pela enzima ACL em oxaloacetato e acetil-CoA (molécula precursora da biossintese de acido graxo).
Adaptado de MAKRI et al., 2010.

A via de acumulacgao de lipidios ex novo € ativada quando o micro-organismo cresce
em meio contendo altas concentracdes de substrato hidrofébico. A degradagao dos substratos
hidrofébicos encontrados no meio de cultura induz vérias modificacdes do substrato, a fim de
melhorar o acesso da célula a fonte de carbono. A degradacdo de material hidrofébico por
Y.lipolytica tem sido estudada detalhadamente nos niveis enzimatico e molecular. A levedura,
quando cultivada em substratos hidrofébicos, tem a capacidade de produzir emulsificantes e
lipases extracelulares (por exemplo, Lip2p, codificada pelo gene LIP2). Simultaneamente,
outras lipases intracelulares (Lip7p e Lip8p) podem ser secretadas para o meio de cultivo.
Com a acdo das lipases, varios acidos graxos livres sdo formados e sdo incorporados pela
célula com auxilio de transportadores ativos. Segundo PAPANIKOLAOU e AGGELIS

(2011), estes acidos livres s@o incorporados pela célula, proporcionando assim, energia
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necessdria para o crescimento e manutencao celular. A fracdo dos dcidos graxos livres que
ndo € utilizada pela célula para seu crescimento € degradada por vérias acil-CoA oxidases
(Aox) e, através do processo de B-oxidacdo, tornam-se metabdlitos secunddrios para a sintese

de materiais celulares (RATLEDGE et al., 2002).

3.3 Citometria de fluxo multiparamétrica

A citometria de fluxo foi desenvolvida principalmente para estudar células
eucaridticas, devido ao seu maior tamanho, em comparacdo as células procaridticas
(HULLET el al., 1969). Conforme BETZ et al. (1984), os primeiros estudos de citometria
aplicada a microbiologia e a andlise de culturas de leveduras e bactérias datam do final da

década de 70.

A CF € uma tecnologia de andlise quantitativa que permite caracterizar uma populacio
no nivel de uma célula individual. A medida efetua-se no instante que as células interceptam
um feixe de radiacdo. A intensidade dos sinais dpticos gerados pela radiacdo € entdo
correlacionada com parametros estruturais ou funcionais das células (DIAZ et al., 2009). A
técnica é definida como sendo uma técnica citolégica avancada utilizada para contar, analisar

e classificar particulas microscopicas em suspensao.

A principal caracteristica da CF € a habilidade de medir um grande ntimero de
particulas, em torno de 5000 células, por segundo em citdmetros de fluxo com menor robustez
e até mesmo 100.000 células por segundo em instrumentos mais especializados. A medida da
célula € realizada simultaneamente a medi¢do de multiplos pardmetros da célula em
individual. Desta maneira, € possivel separar as células em populagdes, ou mesmo, detectar
espécies que se encontram em menor quantidade em uma amostra, com base nas diferencas
entre as inimeras varidveis que podem ser medidas ao mesmo tempo. Um citdmetro de fluxo

pode ser descrito como um microscOpio automdtico, tendo como vantagem a alta taxa de

andlise, a precisio e resolucio estatistica e o curto tempo de resposta (DIAZ et al., 2009).

Alguns citdmetros de fluxo sdo capazes de separar fisicamente subpopulacdes de
células com base em suas caracteristicas de citometria. Os equipamentos sofisticados,
chamados sorters, tem a habilidade de separar uma unica célula ou subpopulacdes

semelhantes dentro de uma cultura mista.
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3.3.1 Principios basicos e instrumenta¢ao

O citometro de fluxo é um sistema constituido por cinco unidades bdsicas de operagao:
fonte(s) de radiagdo, camara de fluxo, sistema de filtros Opticos, fotodiodos e

fotomultiplicadores e uma unidade de processamento de dados.

A focagem hidrodindmica das células no seio do fluido de revestimento dd origem a
formacdo de um unico fluxo de particulas na camara de fluxo. Com isso, as células
atravessam a camara de fluxo enfileiradas (uma a uma), até a interceptacao das mesmas por
um feixe de radiacdo - de modo que suas propriedades de dispersdo de luz e fluorescéncia
possam ser medidas. Ao sofrer a interceptacdo do laser, cada particula emite radiacdo dispersa
e/ou fluorescéncia. A radiacdo emitida € separada por um conjunto de espelhos e filtros de
acordo com o comprimento de onda. Os sinais de radiacdo sdo coletados por fotodiodos
(FSC) ou tubos fotomultiplicadores (SSC, FL1, FL2, FL3, FL4) e, por fim, sdo enviados para
um computador, obtendo a representacdo dos dados em forma de citogramas (MORAES,

2008).

O esquema simplificado da instrumentacdo de um citometro de fluxo é apresentado na
Figura 3.4. A seguir a descri¢cdo dos principais sistemas de instrumenta¢do do citbmetro de

fluxo € apresentada a fim de detalhar o principio de funcionamento do equipamento.

3.3.1.1 Fonte luminosa

As fontes luminosas utilizadas nos equipamentos sao: lampada, por exemplo, de
mercurio e xendnio, ou laser. Os equipamentos atuais utilizam uma ampla variedade de lasers
que emitem luz em diferentes comprimentos de onda (A). A selecdo do laser a ser utilizado na
andlise dependerd do tipo de célula analisada e, ainda, do comprimento de onda necessario

para excita¢do dos marcadores fluorescentes selecionados.

Os sinais sao produzidos quando uma célula, imersa na solu¢@o de revestimento, passa
através do feixe do laser, posicionado ortogonalmente ao fluxo laminar. Sempre que o feixe
de radiagdo intercepta uma célula na camara de fluxo, a radiacdo sofre desvios, designados
dispersdo frontal (Forward-scattered light, FSC) e dispersao lateral (Side-scattered light,
SSC). As dispersdes da luz sdo detectadas diretamente pelos fotodiodos ou desviadas
ortogonalmente por espelhos dicrdides, lentes e filtros Oticos, e detectada pelos

fotomultiplicadores. A fluorescéncia intrinseca de alguns compostos celulares ou resultantes
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z

da adicdo de corantes fluorescentes (fluorocromos) também ¢ detectada pelos

fotomultiplicadores (detectores de fluorescéncia FL1, FL2, entre outros) (FREITAS, 2011).

Fotomultiplicadores (fluorescéncia)

Fotomultiplicador

Radiacdo dispersa a 90° (SS)
Laser s Bt l
- e

: ’// ‘\ 7 i %

Lentes de Convergéncia (1 %4 \l t

Fotodiodo

Deteccéo de dispersao frontal

Camara de Fluxo § 12 (FS)

Figura 3-3: Representacio esquematica de um citometro de fluxo (SILVA ef al., 2004).

3.3.1.2 Sistema fluidico
O sistema € responsdvel pela producdo da focagem hidrodinamica com o propdsito de
confinar as células para que as mesmas sejam analisadas individualmente dentro da camara de

fluxo. O confinamento € necessdrio para realizagdo precisa da medida e, também, evita a

obstru¢ado do sistema (DIAZ et al., 2009).

O sistema fluidico possui um capilar central no qual a suspensdo celular € injetada, e
imersa num liquido chamado de solu¢do salina, solu¢do de revestimento ou sheat fluid. Os
fluidos atravessam o capilar e atingem a camara de fluxo. A solucdo de revestimento gera
uma pressao positiva e faz com que as células sejam forcadas a moverem-se em fila, uma a
uma no centro da solugdo de revestimento por um processo designado focagem
hidrodinamica. As células enfileiradas sdo interceptadas por um feixe de radiacdo, localizado
perpendicularmente ao fluxo. A Figura 3.5 ilustra o processo de focagem hidrodinamica que

ocorre na camara de fluxo.

A diferenga de velocidade entre os dois fluidos (amostra e solu¢do de revestimento)
faz com que o fluxo se processe em regime laminar. A velocidade de escoamento da solucdo

de revestimento € superior a da amostra e, ajustdvel, o que permite reduzir e controlar a
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espessura da solu¢do de amostra de maneira que passe uma célula de cada vez (SILVA et al.,
2004).

x Residuo
ey =
. ~ /// \ \ ‘ l‘
Dispersao % //’*x »
Lateral ' N 8
.~ Dispersao

Frontal

Feixede
laser

Fluido de
Revestimento

(focagem hidrodinamica)

Amostra

Figura 3-4: Representacao esquematica de uma cimara de fluxo do citometro de fluxo Partec modelo
Cyflowspace. A passagem individual das células é conseguida por focagem hidrodiniamica do fluxo de
amostra no seio da solucio de revestimento. Imagem retirada do Manual de Operacio do Equipamento,
Alemanha, 2007.

3.3.1.3 Sistema optico

Para que as informagdes de emissdao de luz que, neste caso, representam as
propriedades da célula, sejam determinadas, € preciso que esta luz atinja um determinado
fotodiodo ou fotomultiplicador. Para isto, a luz necessita atravessar um conjunto de espelhos
dicréides e filtros com propriedades especificas, que permitem ou ndo a passagem da luz com

certos comprimentos de onda, direcionando-os para os fotomultiplicadores adequados.

Existem trés tipos de filtros que s@o utilizados na configuragdo dos citometros de

fluxo. Estes filtros estdo descriminados a seguir.

. Filtros long pass: permite passar a luz com comprimentos de onda igual ou
maiores que a sua especificidade e reflete a luz que possui comprimentos de onda

menores.
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. Filtros short pass: reflete a luz com comprimentos de onda maiores que a sua
especificidade e permite a passagem da luz com comprimentos de onda igual ou menores.
. Filtros band pass: permite a passagem de luz numa faixa de comprimento de

onda pré-estabelecido.

Uma ilustragao dos filtros acima relacionados apresenta-se na Figura 3.5.

Longpass Shortpass Bandpass
500 500 480 520
480 520 480 520 460 500 540

N N N

Figura 3-5: Representacfo ilustrativa dos filtros éticos, (a) Long pass 500 nm — permite a passagem de luz
com comprimento de onda maior do que 500 nm, (b) Short pass 500 nm — permite a passagem da luz com
comprimento de onda menor do que 500 nm e (¢) Band pass 500/50 nm permite a passagem da luz com
comprimentos de onda que variam de 475 a 525 nm. Adaptada do material do curso Teodrico-pratico em
citometria de fluxo aplicada a analise de micro-organismos, ministrado pelo Dr° Paulo Sérgio Salomon,
dezembro 2009.

3.3.1.4 Dispersao da luz

A dispersdo da luz é medida quando uma particula desvia a luz incidida pelo laser. A
intensidade que a dispersdo ocorre vai depender das propriedades fisicas da particula, ou seja,
o seu tamanho e complexidade interna. Os fatores que afetam a dispersdo da luz sdo a
membrana celular, o nicleo, além de qualquer material granular presente no interior da célula.
A dispersdo relativa as propriedades fisicas da célula ndo depende que a amostra seja tratada

com corantes fluorescentes especificos.

Conforme mencionado anteriormente, os desvios sofridos pela radiagdo sao
denominados: dispersao frontal (FSC) e dispersao lateral (SSC). O detector FSC encontra-se
localizado na direc@o do feixe de luz, a medida que, SSC posiciona-se sensivelmente a 90°

desta direcdo. As dispersdes da luz sdo detectadas diretamente pelos fotodiodos ou desviadas
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ortogonalmente por espelhos dicrdides, lentes e filtros Oticos, e detectada pelos

fotomultiplicadores (FREITAS, 2011).

Simplificadamente pode-se dizer que o detector FSC fornece informagdes sobre o
tamanho da célula ou volume celular, baseado na difragdo da luz. A intensidade do sinal
aumenta linearmente com o quadrado do diametro da célula ou drea transversal

(CUNNINGHAM e BUONNACORSI, 1992).

O detector SSC mede, principalmente, a luz refletida e refratada que ocorre em
qualquer interface dentro da célula avaliando a granulosidade e complexidade da mesma.
Uma maior intensidade do sinal de SSC € geralmente obtida a partir de células com um nivel

elevado de granularidade citoplasmatica (DAVEY e KELL, 1996).

A Figura 3.6 demonstra os fenomenos de dispersao de luz que ocorre quando o laser

intercepta uma célula.
Sinais de dispersao

A Dispersao frontal (0-10°)
e e

Feixe do laser

Célula

Direcdo do fluxo

Dispersao lateral (90°)

Figura 3-6: Ilustracio das propriedades de dispersdo da luz por interceptacio do feixe de laser a uma
célula (adaptado de DIAZ et al., 2009).
3.3.1.5 Emissdo de fluorescéncia
Um composto fluorescente absorve a energia luminosa ao longo de um intervalo de
comprimentos de onda, que € caracteristica para aquele composto. Esta absor¢do de luz faz

com que o elétron do composto fluorescente eleve-se para um nivel energético maior (estado
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excitado), saindo, portanto, do nivel de energia mais baixo - estado fundamental. Ao retornar
ao nivel fundamental a energia € liberada pelo elétron na forma de luz ou féton de radiagcdo
eletromagnética. Este fenoOmeno de transicio de energia é chamado de fluorescéncia

(RUSSEL, 1994).

A fluorescéncia intrinseca de alguns compostos celulares ou resultantes da adi¢dao de
corantes fluorescentes ou fluorocromos também € detectada pelos fotomultiplicadores
(detectores de fluorescéncia FL1, FL2, entre outros) em funcdo da quantidade de lasers e

detectores disponiveis. (FREITAS, 2011).

3.3.1.6 Sistema eletronico
A radiacdo captada pelos fotodiodos e fotomultiplicadores é convertida em pulsos
elétricos, enviados para o computador e utilizados para representar a intensidade de

fluorescéncia detectada em cada fotomultiplicador, na forma anal6gica ou digital.

3.3.1.7 Aquisi¢do de dados

A aquisicdo de dados € a visualizacdo gréafica dos parametros celulares de dispersao e
fluorescéncia, no momento em que as células estdo sendo analisadas. Estes dados sao
armazenados para andlise posterior. Os dados adquiridos sdo identificados como eventos, isto

€, particulas ou células com propriedade fisica desejada.

No caso de uma andlise monoparamétrica da amostra, os dados podem ser
apresentados na forma de um histograma, como exemplificado na Figura 3.7-A, onde o eixo x
representa a dispersao frontal da luz e o eixo y representa o nimero de células ou particulas.
Para dados biparamétricos a representacdo € por diagramas de espalhamento ou dotplot que
sdo as representacdes mais usuais. Estes graficos representam a intensidade do sinal
correspondente aos diferentes parametros apresentados em cada eixo. A Figura 3.7-B
apresentada um grafico dotplot. Através deste grafico (Figura 3.7-B) é possivel observar a
contribuicao relativa de cada regido, uma vez que cada ponto representa uma célula. O gréfico
de frequéncia bidimensional ou distribui¢do de densidade sdo também aplicados, nestes casos,
a fracdo de células em cada regido € representada por uma escala de cor e o grafico € chamado
de diagrama de contorno. O exemplo do diagrama de contorno estd exposto na Figura 3.7-C.

Os gréficos biparamétricos permitem que o usudrio estabeleca visualmente uma correlagdo
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entre dois parametros quaisquer, sem a necessidade dos dados passarem por um tratamento

mais aprimorado.

Ao analisar os resultados, regides ou populacdes de interesse podem ser selecionadas.
A Figura 3.7-D apresenta um grafico biparamétrico com selecdo de uma determinada regido.
Ao tratar os dados citométricos pode-se optar por trabalhar com a selecio de regides de
interesse. Este tratamento aplicado aos citogramas € denominado gate. As células sdo
normalmente selecionadas de acordo com suas caracteristicas fisicas e diferenciadas dos
niveis de ruido do equipamento ou outras pequenas particulas na amostra. Desta forma, &
possivel obter, analisar ou visualizar o comportamento da populacdo selecionada. Além da
selecdo de subpopulacOes de interesse, normalmente com base nos parametros de dispersdao
frontal e lateral, a selecdo de determinada regido torna a andlise de células mais facil, quando

se analisa um alto niimero de parametros simultaneamente.
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Figura 3-7: Exemplo de representacoes de dados adquiridos por um citémetro de fluxo com culturas de
Yarrowia lipolytica. Em A, tem-se um histograma monoparamétrico; em B, um grafico dotplot; em C,
curvas de niveis; e em D, um dofplot com delimitacio por gate na regidao R1.
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3.3.1.8 Software
Para tratamento dos dados obtidos nas andlises citométricas é necessario a utilizacdo
de softwares especificos para CF. A internet dispde de softwares gratuitos e suportados pela

plataforma Windows que auxiliam os usudrios da técnica, sendo eles: WinMDI e Cytowin.

3.3.2 Sinal de fluorescéncia: uso de corantes fluorescentes

A combinacdo de corantes fluorescentes ou fluorocromos e CF € uma técnica
empregada na determinacdo de componentes celulares, tais como: lipidios, enzimas e dcidos
nucléicos. Apds a selecdo do fluorocromo apropriado para auxiliar na determinacdo do
produto de interesse, o protocolo de andlise deve ser otimizado. Para tal, € necessdrio
identificar a concentracdo 6tima de trabalho do corante, bem como, o tempo de incubagdo
apropriado. E ainda, deve-se verificar a necessidade de pré-tratamento da amostra

(STRAUBER e MULLER, 2010).

Em aplicacdes biotecnoldgicas, o uso de fluorocromos combinados é extremamente
comum, a fim de extrair o maximo de informag¢des da andlise. O principal objetivo do uso de
dois ou mais fluorocromos é a marcacdo de células com diferentes propriedades estruturais ou
diferentes atividades/funcionalidades. Neste caso, quando os fluorocromos selecionados
emitem radiacdo em comprimentos de ondas préximos, os espectros de emissio podem
sobrepor-se; sendo assim, € necessdrio identificar qual o comprimento de onda real que estd
sendo detectado por um detector especifico e qual € o sinal de interferéncia. Para fazer isso, os
citometros de fluxo estdo equipados com software capazes de realizar compensacgdes, em que
uma porcentagem de sinal detectado por um detector é subtraido de outro (ACHILLES et al.,
2006). No entanto, a compensagdo em CF € uma medida muito complexa e requer que um
grande nimero de controles seja estabelecido, para defini¢do de uma compensacio apropriada
(BAUMGARTH e ROEDERER, 2000). Recentemente, novos e sofisticados instrumentos que
executam a compensacdo automaticamente foram desenvolvidos e estdo disponiveis para

andlise de rotina ou tarefas de pesquisa.

Segundo BAUMGARTH e ROEDERER (2000), fluorocromos para tecnologias
citométricas podem apresentar diversas propriedades. O comprimento de onda de absorcdo e
emissao maxima ird determinar as condi¢des de operacao 6timas para cada fluorocromo. Estes

devem apresentar as seguintes propriedades:
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° Biologicamente inerte;
° Elevado coeficiente de extin¢ao e rendimento quantico, isto é, alta intensidade
de fluorescéncia, de modo que pequenas concentracdes do fluorocromo permitem a

coloragdo do produto desejado e apresentem resultados satisfatorios;

. Estreito espectro de emissdo com o intuito de evitar a sobreposi¢do dos
espectros;

. Fotoestabilidade.

. Baixa toxicidade.

Na Figura 3.8 pode-se observar uma grande variedade de fluorocromos utilizados em
associacdo com a técnica de CF. De acordo com SHAPIRO (2000), fluorocromos ligam-se
especificamente a célula ou componentes celulares (4cidos nucleicos, proteinas e lipidios)
aumentando sua fluorescéncia. Outros acumulam seletivamente nos compartimentos celulares
modificando suas propriedades por meio de reacdes bioquimicas especificas em resposta as
mudancas no meio ambiente, tais como: pH, polarizacdo da membrana ou atividade

enzimatica.

A Tabela 3.2 explicita a funcdo de alguns fluorocromos comerciais e seus

comprimentos de onda de excitagdo e emissdo maxima.

Corantes permeiveis
POTENCIAL DE MEMEEANA §YTO, EB. DAPIL, SYER

Corante catidnico
Rhl23, {:a.fbu-:imi.na:-

INTEGRIDADE MEMEFRANA

Corantesz mpﬂm,a& ez

\-/ l‘uantfmpmmm [I\/ PI, SYTOX, TOTO, TO-PRO

Corante amdnico
DHBACA(3)

MMambrana permeaval

Fa i : I - .".
¥ -smccar /[ Proteinas _— / %\ ATIVIDADE
- . =t i \ ENZIMATICA
I | CTC, CFDA CFDA-SE,
Calezin-AN BCECF-ARL
outros darivados da
fucassceing

Produtos
fluorascentas

0 Substratos nio

AT e \ fluorzscentss
¢ ATIVIDADE DA BOMBA
o . %
Membrana citoplasmatica
EB, Rn123, CFDA

Figura 3-8: Esquema de diferentes sitios da gélula nos quais o fluorocromo pode se ligar. (adaptado de
DIAZ et al. 2010).
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Tabela 3-2: Fluorocromos utilizados em associacao com a citometria de fluxo (adaptado de HYKA et al.

2013 e DIAZ et al., 2010).
Ligante celular ou Excitacao/ ~
Fluorocromo . 2 Funcio
substrato Emissao*
SYTO RNAselect 488/509 Contetido de RNA
DNA/RNA . L e
1 Conteudo de acido nucléico,

lodeto de propidio 336/623 viabilidade, ciclo celular
Proteina FITC 495/525 Conteudo de proteina

Lipidios Nile Red 5496? 3 0- Lipidios neutros e polares

Calcein-AMAM 494/570  Atividade esterdsica ndo especifica
Atividade de enzimas FDA, CgI?DA Agll\:/[DA-SE’ 492/519  Atividade esterdsica ndo especifica
celulares
HE 510/595 Atividade de peroxidase
ELF97-fosfato 345/530 Atividade de alcalina fosfatase
CTC 450/630 Transporte de elétrons
DHR 123 505/534 Espécies reativas de oxigénio
potencial de Potencial de membrana, taxa de
membrana DIOCs 484/501 respiragao
TMRM 555/580 Potencial de membrana e

integridade

3.4 Monitoramento de bioprocessos

A ascensdo de processos biotecnoldgicos vem motivando continuamente a busca por

novas técnicas de incremento produtivo e otimizacdo destes processos. Andlogo a processos

quimicos, a otimizacdo de bioprocessos estd intimamente associada a aplicacdo de técnicas de

controle que apresentem resultados on line e repetibilidade satisfatoria.

Em processos bioquimicos, algumas propriedades sdo de dificil medi¢ao, seja pelo

longo tempo de andlise que certas

técnicas

demandam ou pela dificuldade de

reprodutibilidade, havendo no mercado um déficit de técnicas que possibilitem a

determinacao on line (DIEHL et al., 2009).

A fim de se obter maior produtividade e qualidade de produto, assim como,

otimizagdo e controle de processos biotecnoldgicos, o monitoramento em tempo real dos
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parametros mais importantes da fermentacdo (biomassa, viabilidade e produtos) se faz
necessario (SURRIBAS er al., 2006). Além destas, a demanda por técnicas rdpidas de
monitoramento favorecem a obten¢do de melhores modelos e controle do processo e um alto

rendimento dos mesmos.

Os métodos microbioldgicos convencionais utilizados para monitorar bioprocessos sao
baseados em andlises off line, sendo insuficientes para a otimizacdo do processo (SILVA et

al., 2012).

Os itens a seguir descrevem algumas técnicas usuais de monitoramento de

bioprocessos.

3.4.1 Métodos de determinacao da viabilidade celular

A quantificacdo precisa da concentracdo de c€lulas e do percentual de células vivas
(viabilidade celular) ¢ de grande importancia, seja na drea biomédica ou de engenharia

bioquimica.

Segundo BAPAT et al. (2005), a viabilidade celular € uma medi¢ao analitica essencial
para quantificacdo de cultura celulares. Para estimar a propor¢do de células vidveis em uma
cultura ou processo fermentativo sdo utilizados métodos baseados no uso de hemacitometros
(camara de Neubauer) ou no plaqueamento celular. Nos dias atuais, estas duas técnicas sdo
convencionalmente empregadas nos ensaios de pesquisa, ou mesmo, no ambito industrial. No

entanto, sdo conhecidas por serem trabalhosas, de tempo intensivo e sujeitas a erros.

3.4.1.1 Viabilidade celular pelo método de reducdo do azul de metileno

O método de viabilidade com auxilio do corante azul de metileno € tradicionalmente
utilizado para quantificar a viabilidade de cultivos celulares. Para a contagem de células em
um microscopio, utiliza-se um dispositivo denominado hemocitometro ou camara de
Neubauer, no qual uma amostra da suspensdo celular € introduzida. Os hemocitometros sao
usados ha muitos anos para a quantificacio de células, mas, como qualquer outra
metodologia, apresenta vantagens e desvantagens. Uma das desvantagens diz respeito ao fato
de que, em baixas concentragdes, a variabilidade de contagens aumenta consideravelmente
(OLSON e DITTAMI, 2012). Imprecisdes na contagem manual também podem resultar de

concentracdes muito elevadas de células, de modo que a ado¢@o de uma dilui¢do adequada é

25



Capitulo 3 — Revisao Bibliogrdfica Martins, F.F

importante para a obtencdo de resultados confidveis. Além disso, como € um método que
depende do julgamento do operador, a andlise de uma mesma imagem pode ser diferente de

operador para operador.

Quando usado corretamente, o coeficiente de variagdo associado a contagem de 560
células em uma camara de Neubauer € relatado, por WIGG (2003), como 4,4%. Para reduzir
este valor de erro aprecidvel, um grande nimero de células tem que ser contada, tornando o

teste mais demorado e tedioso.

A Figura 3.9 apresenta a diferenca de coloracdo de células de Yarrowia lipolytica

coradas com azul de metileno e analisadas através da cimara de Neubauer.

Apesar da ampla utiliza¢do desta técnica, o mecanismo de reducao do azul de metileno
ndo é claramente conhecido. Alguns artigos disponiveis na literatura sugerem que o azul de
metileno € reduzido por redutases presentes na membrana celular (BONGARD et al., 1995;
MERKER et al., 1997). O corante na sua forma reduzida € incolor, descarregada, lipofilica e
entra na célula por difusio (MAY et al., 2003). Dentro da célula, caso exista oxigénio
disponivel, a molécula de azul de metileno na forma reduzida serd oxidada na mitocondria
pelo sistema de transporte de elétrons, resultando no reaparecimento da cor azul. Quando a
c€lula estd em plena atividade o oxigénio tem a funcdo de aceptor final de elétrons da cadeia
transportadora de elétrons, logo, o azul de metileno ndo serd reoxidado e a célula se
apresentard sem coloracdo. Caso a célula esteja com o seu metabolismo em baixa ou nenhuma
atividade, o oxigénio serd sequestrado e oxidard a molécula de azul de metileno, com isso, a

célula ira se colorir de azul.
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Figura 3-9: Foto ilustrativa de células de Yarrowia lipolytica coradas com azul de metileno utilizando
microscopio é6tico Nikon modelo Eclipse E200 acoplado a cAmera Evolution VF em aumento de 400x.

3.4.1.2 Viabilidade celular por plagueamento

A contagem em placa de Petri é um método amplamente utilizado na determina¢do da
viabilidade de uma fermentacdo. Uma vantagem da presente técnica € que quantifica o
nimero de células vidveis, j4 a desvantagem € que a medida pode levar algum tempo,
geralmente de 24 a 48 horas. Este longo tempo pode ser um problema sério em algumas
aplicagdes (TORTORA et al., 2010). O modo usual de realizar uma contagem de células
vidveis consiste em determinar o ndmero de células capazes de formar coldnias em um meio
de cultura. Assume-se que cada coldnia € originada a partir de uma Unica célula vidvel, o que
nem sempre € verdade, pois duas ou mais células que formem um agregado, dardo origem a
uma Unica coldnia. Por isso, os resultados sdo normalmente expressos em Unidades

Formadoras de Coldnias (UFCs).

Quando uma contagem em placa é executada, é importante limitar o nimero de
colonias que se desenvolvem nas placas. Quando muitas coldnias crescem em cada placa
ocorre o fendmeno de superlotacdo da placa, ocasionado uma contagem imprecisa. O
American Food and Drug Administration determinou que a contagem ideal de cada placa
encontra-se entre 25 e 250 coldnias, porém muitos microbiologistas preferem contar placas
entre 30 e 300 colonias. Para garantir que a contagem de colOnias estard dentre desta faixa, o
indculo inicial € diluido vérias vezes. O processo é chamado de diluicdo em série. Na dilui¢do

seriada, o indculo original € diluido, sucessivamente, numa série de tubos de diluicdo; em
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seguida, as diluicdes sdo utilizadas para inocular as placas de Petri. Nas placas as colonias
crescem e sdo submetidas a contagem. A Figura 3.10 ilustra o procedimento experimental da

técnica de plaqueamento.

1mlL 1mL 1mL 1mL 1mL
IndCUIG /——]' {"’_.--———-.\“' 1,_,—-"'-__-'\" /-'f__..-———__\" ',/’_,..-———__\‘F -'
original .
o mL MaCl 0,9%
em cada tubo I

Diluigtes

1:10.000 ’ ‘1:1041000
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st )
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1:10 1:100 1:10.000 1:100.000

Figura 3-10: Ilustracio da técnica de diluicao em série e contagem de colonia em placa de Petri. (adaptado
de TORTORA et al., 2010).

3.4.1.3 Viabilidade celular por lodeto de Propidio (IP)

O corante fluorescente IP € conhecido por corar 4cidos nucléicos das células
caracterizadas por defeito de integridade da membrana e é amplamente utilizado para medir a
permeabilidade da membrana (DEERE et al., 1998). O corante liga-se ao DNA e emite
fluorescéncia, porém quando a membrana citoplasmatica estd intacta 0 mesmo nao consegue

associar-se a0 DNA, com isso ndo ocorre emissao da radiacdo de fluorescéncia.

A técnica de citometria de fluxo acoplada ao corante de viabilidade iodeto de propidio
foi usada em estudos de monitoragao da viabilidade do cultivo de Rhodotorula glutinis CCMI
145 (SILVA et al., 2010), Waltomyces lipofer (RASCHKE e KNORR, 2009),
Crypthecodinium cohnii (JARA et al., 2003) e Rhodosporidium toruloides NCYC 921
(ANDRADE et al., 2012).
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3.4.2 Métodos de determinacao de lipidios

3.4.2.1 Extragdo com solventes

Os métodos gravimétricos amplamente observados na literatura para quantificacdo de
lipidios sao Soxhlet (SOXHLET, 1879), Folch (FOLCH et al., 1957) e Bligh e Dyer (BLIGH
e DYER, 1959). Estes dois tltimos métodos utilizam como solventes de extragdo cloroférmio
e metanol (1:2 v/v), os quais apresentam grande capacidade de extrair lipidios neutros e
polares (SMEDES, 1999) de diversas classes de micro-organismos (ARAUJO et al., 2013).
Alguns estudos de determinacdo de 6leo microbiano encontrado na literatura trabalham com
concentracdo de cloroférmio:metanol na propor¢do 1:2 (ANDRADE, 2010; CHEN et al.,
2008; JARA et al., 2003). No entanto, estes métodos utilizados além de trabalhar com
reagentes altamente toxicos apresentam resultados de lipidios totais, necessitando de etapas

posteriores de ensaios cromatograficos para a separacao das diferentes fragdes lipidicas.

Os trés métodos descritos demandam do profissional um tempo longo disponivel para
a execucdo e trabalham com solventes organicos prejudiciais a satide e ao meio ambiente.
Ademais, quantidades suficientes de biomassa devem ser obtidas para a extragdo efetiva dos
lipidios e posterior derivatizacdo. E importante ressaltar que, através destas técnicas, 0s
resultados de contetido lipidico da amostra s6 encontram-se disponiveis muito tempo apds a

amostragem, impossibilitando o controle efetivo do bioprocesso.

3.4.2.2 Determinagdo de lipidios neutros e polares por Nile Red

Nile Red (9-diethylamina-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one), corante fluorescente
lipossoluavel, tem sido frequentemente empregado na avaliagdo do contetdo lipidico de micro-
organismos ou células animais, tais como células de mamiferos (GENICOT et al., 2005),
bactérias (IZARD e LIMBERG, 2003), leveduras (ANDRADE, 2010), zooplancton
(KAMISAKA et al., 1999), microalgas (ELSEY et al., 2007) e dinoflagelados (JARA et al.,

2003) em associac¢do com técnicas de espectrofotometria UV ou citometria de fluxo.

Conforme CHEN et al. (2008) explicam em seu estudo o fluorocromo Nile Red é
capaz de atravessar a parede celular e a membrana citoplasmética e se ligar aos lipidios

neutros e polares fornecendo o efeito de fluorescéncia desejado.

As desvantagens da técnica englobam o alto custo dos equipamentos, dos reagentes e

material envolvidos na andlise, o alto custo da manuten¢cdo e a dificuldade de encontrar
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profissionais capacitados para realizacao das andlises. No entanto, de acordo com SILVA et
al. (2011), a citometria de fluxo apresenta como vantagem a capacidade de monitoracdo do
conteddo lipidico total e, em separadamente, o conteido de lipidio polar e neutro de micro-
organismo durante o desenvolvimento de um bioprocesso apresentando resultados at line,

com alto grau de resolugdo estatistica e acuricia e em tempo real.

3.5 Aplicacoes da técnica de citometria de fluxo

Métodos baseados na técnica de CF tem contribuido potencialmente para o ripido

desenvolvimento e a otimizacao de estratégias em biotecnologia.

A Figura 3.11 apresenta em forma de diagrama de blocos possiveis aplicagdes da CF.
A partir da andlise do diagrama, nota-se que as células individuais podem ser contadas,
examinadas ou selecionadas de acordo com suas caracteristicas ou estado fisioldgico tais

como: atividade metabdlica, viabilidade, composi¢cdo ou morfologia.

Muitos esfor¢os tém sido concentrados no melhoramento do produto de interesse ou
na selecdo de espécies para o desenvolvimento de bioprocessos. Os esforcos vém sendo
suportados pelo desenvolvimento de novos corantes fluorescentes e tecnologia Optica e,
também, por melhorias na instrumentagdo dos equipamentos. Os citometros de fluxo estdo em
constante melhoria sendo a técnica aplicada nas andlises de rotina e pesquisa e no controle do

desenvolvimento de processos de diversas dreas da bioquimica.

Segundo RUYSSEN et al. (2007), nos estudos biotecnolégicos, a CF vem se
destacando nas dreas de segurancga alimentar e no setor de controle de qualidade de alimentos
e bebidas. Os itens a seguir abordam algumas aplicacdes da citometria de fluxo na indudstria
farmacéutica, de laticinios, industrias de bebidas alcéolicas, em sistemas ambientais € no

monitoramento e controle de biotransformacoes.
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Figura 3-11: Resumo de algumas aplicacoes da técnica de citometria de fluxo. Adaptado de HYKA ef al.,
2013.

3.5.1 Indistria farmacéutica e aplicacoes medicinais

A aplicacdo da CF nos procedimentos de rotina ou laboratoriais tem mostrado
inimeras vantagens nos diagnésticos e na identificagdo de espécies clinicamente importantes
(ASSUNCAO et al., 2007), na avaliacio de drogas e de efeitos antibidticos sobre a
viabilidade celular (SHUBAR et al., 2008), bem como, na caracterizacdo celular e no estudo
da regulacdo e expressao de genes em patégenos (WINSON e DAVEY, 2000). A técnica
combinada com nanoparticulas fluorescentes e SYBR Green I permitiu a deteccao de células

de Mycobacterium tuberculosis evitando resultados falsos em diagndstico clinico (QIN et al.,

2008).

Em escala industrial, o sistema de B-lactamase foi combinado com a técnica de CF na
triagem de drogas envolvendo uma ampla quantidade de alvos terapéuticos (KNAPP et al.,
2003). E ainda, com auxilio da técnica de CF foram estudadas melhorias na producdo de

proteinas heterdlogas e secrecdo de anticorpos em mutantes de S.cerevisiae (GAl et al., 2007).

3.5.2 Indastria de laticinios

Bactérias laticas sdo normalmente empregadas como culturas iniciadoras na producdo
de alimentos fermentados, tais como iogurte, queijos e probidticos. As culturas iniciadoras
sao comumente preservadas, logo a otimizac¢do do processo de preservagao destas, como por

exemplo, o congelamento torna-se necessdrio para maximizar a taxa de sobrevivéncia da
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cultura e garantir que as células estdo vidveis para serem utilizadas como iniciadoras do
processo. Para isso, utilizou-se a CF como ferramenta ideal na avaliacdo da atividade
metabdlica e fisiologia celular de culturas de bactérias laticas iniciadoras (TSAKALIDOU,
2006) e, ainda, na avaliagdao da atividade celular e no monitoracdo dos danos celulares

causados por meio do processo de preservacdo (BUNTHOF et al., 2001).

A fabricacdo de produtos lacteos requer constante e rigorosa andlise da qualidade
microbiana de matérias-primas, produtos finais e do processo de produgdo, garantindo assim,
a auséncia de qualquer risco. A CF € a metodologia utilizada por indmeras inddstrias de
laticinios para garantir que o leite e seus derivados cumprem com os requisitos de qualidade
(FLINT et al., 2006). As limitacdes da identificacdo de potenciais agentes patégenos que
possam estar presentes no leite sdo eliminadas por combinacio da CF com corantes
fluorescentes de hibridizacao in situ para andlise de RNA ribossomal (GUNASEKERA et al.,
2002). E ainda, os dados de sinais de fluorescéncia, FSC e SSC foram usados para
identificacdo das principais causas do alto contedido microbiano em leite cru (HOLM et al.,

2004).

Conforme TSAKALIDOU (2006), a técnica permite a identifica¢do rapida, especifica
e a identificacdo quantitativa de diversas populacdes microbianas em leite, o que torna a
metodologia adequada para ser empregada no controle de qualidade das industrias de

laticinios.

3.5.3 Indastria de bebidas alcodlicas

As aplicagdes da técnica na indudstria de bebidas alcodlicas, envolvendo
principalmente a producao de cerveja, vinho ou cidra vém aumentando, sendo o citometro de
fluxo um equipamento 1util na otimizagdo da fermentacdo e nas andlises de controle de

qualidade (MURQO et al., 2006).

Além do monitoramento da producdo de cerveja (MULLER et al., 2004), a citometria
de fluxo vem sendo aplicada no processo de fabricacao de vinho (HUTTER et al., 2002) e na
fermentacdo de cidra (LLOYD et al., 1996). Nestes estudos, o método foi validado por
comparacdo com metodologias usuais de viabilidade tais como hemacitdmetro e

plaqueamento.
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Na producio de vinho, RODRIGUEZ e THORNTONM (2008) diferenciaram células
de S.cerevisiae vidveis e ndo vidveis de bactérias apds inoculacdo em suco de uva através da
interacdo de cada micro-organismo com anticorpos fluorescentes e andlise em citdmetro de

fluxo.

A CF é uma técnica menos desenvolvida na producdo de cidra, em comparacdo com a
producdo de vinho e cerveja. HERRERO et al. (2006) caracterizou em cultura mista
populacdo de levedura e bactéria, com base na integridade da membrana e na atividade de

esterase.

3.5.4Sistemas ambientais

Durante os ultimos anos a CF tem se tornado progressivamente uma ferramenta padrao
de microbiologia. A técnica € utilizada com o objetivo de determinar populagdes, enumerar
células e avaliar a viabilidade microbiana em sistemas ambientais e aquéticos (LEBARON et
al., 1998; LA DUC et al., 2007; GUNTHER et al., 2008). De acordo com GUNTHER et al.
(2008), o monitoramento microbiano das condi¢des ambientais relevantes em ambientes
ecoldgicos € uma importante questdo em relagdo aos processos de biodegradacdo (oxidacdo
bioldgica, nitrificacdo, etc), nos quais os micro-organismos desempenham um papel

importante.

Esta técnica tem sido aplicada a estudos de meio ambiente focada em micro-
organismos marinhos planctonicos (FALCIONI et al., 2008). Recentemente, o protocolo com
fluorocromo especifico (NADS) foi testado com o intuito de avaliar o potencial de 4cidos
nucleicos e aplicd-lo na caracterizacdo rotineira de planctdbn marinho em ecossistemas
aquéticos profundos (FALCIONI et al., 2008). Na dgua do mar, um protocolo que combina
SYBR Green e IP permitiu o estudo de bacterioplanctons (BARBOSA et al., 2008).

E ainda, na literatura foram realizadas medi¢des rdpidas da qualidade da dgua com
auxilio da CF para avaliar diferentes tratamentos de desinfec¢Oes tais como: irradiacdo
ultravioleta (BERNEY er al., 2007), desinfeccao solar (BERNEY et al., 2006), cloragao
(DELGADO et al., 2005; DUSSERRE et al., 2008) e tratamento com dcido peracético
(JOLIVET-GOUGEON et al., 2006). HAMMES et al. (2008) relataram a CF uma ferramenta
fundamental na determinacdo de parametros microbioldgicos ao estudarem processos de

tratamento de dgua potdvel a partir de d4gua proveniente de lago.
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3.5.5 Monitoramento e controle de biotransformacoes

Do ponto de vista industrial, um dos aspectos fundamentais para o controle e
monitoracdo de fermentagdes baseia-se na possibilidade de efetuar medi¢des de proliferagao,
viabilidade e danos celulares em tempo real ou quase em tempo real. Nestas condi¢cdes, €
possivel avaliar a propor¢do de células ndo-cultivaveis ou mortas no biorreator, induzindo que
o sistema trabalhe nas condicdes 6timas de biomassa e rendimento de produto. A CF foi

comprovada como uma técnica de anélise muito util, aplicada ao controle de bioprocessos.

O monitoramento da viabilidade e perfis de vitalidade de células submetidas a
fermentacdes em batelada (CANOVAS et al., 2007; ANDRADE et al., 2010; SILVA et al.,
2011), batelada alimentada (SITTON e SRIENCE, 2008) e continuas (ANDRADE et al.,
2010) envolvendo leveduras, bactérias ou mesmo células eucaridticas sdo agora vidveis por
meio da determinacdo da fluorescéncia at line. Algumas determinacgdes interessantes no
acompanhamento de bioprocessos sdo: produtos intracelulares (DNA, RNA, proteinas,
lipidios, etc), pH intracelular, atividade enzimatica e integridade da membrana. Ao monitorar
esses parametros ao longo do tempo, os dados podem ser utilizados para construir perfis das
populacdes celulares, proporcionando uma compreensdao mais profunda da cinética destes

Pprocessos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo apresentam-se os principais materiais utilizados na pesquisa, assim

como as metodologias aplicadas no monitoramento do bioprocesso empregando a levedura

Yarrowia lipolytica.

4.1 Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados neste trabalho encontram-se listados

na Tabela 4.1.

Tabela 4-1: Reagentes utilizados na composicio dos meios de cultura e seus fabricantes.

Reagente Fabricante
KH,PO, Vetec
Na,HPO, Vetec
MgSO, . 7 H,O Vetec
CaCl, Merck
FeCl; Merck
ZnS0O,; .7 H,O Reagen
MnSO;,. H,O Reagen
(NH4),S0Oq4 Vetec
Extrato de levedura Vetec
Peptona Oxoid
Glicose Vetec
Agar-agar Vetec

Os ensaios analiticos foram realizados com o uso dos reagentes apresentados na

Tabela 4.2.
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Tabela 4-2: Reagentes utilizados nos ensaios e seus fabricantes.

Reagentes Fabricante
Iodeto de Propidio Applichem
Nile Red Sigma-Aldrich
Azul de metileno -
Metanol Vetec
Cloroférmio Vetec
Cloreto de acetila Vetec
n-heptano Merck
Sulfato de sédio Vetec
Acido heptadecanéico Merck

4.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no trabalho foram:

1) Autoclave vertical Prismatec modelo CS;

2) Balanga Analitica Adventurer;

3) Banho termostatizado Tecnal modelo TE-2005;

4) Biorreator New Brunswich Scientific modelo BioFlo III;

5) Capela de fluxo laminar equipada com luz UV - BioFlux II A1 90 AC;

6) Capela de exaustdo de gases Quimis modelo Q216-11;

7) Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge5804R;

8) Citometro de fluxo Beckton Dikinson (BD) modelo FACSCalibur;

9) Citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace;

10) Cromat6grafo Shimadzu modelo CG-14B acoplado com detector de ionizagdo em
chama (FID);

11) Disruptor de células ultrasonico Unique modelo R2D091109;

12) Espectrofotdometro Bell modelo SP 2000 UV;

13) Estufa Bacteriol6gica Novatécnica;

14) Incubador com agitacao Tecnal TE-420;

15) Liofilizador Terroni;

16) Microscopio 6tico Nikon modelo Eclipse E200acoplado a camera Evolution VF;
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17) Microscopio 6tico invertido Olympus modelo IX 70;
18) Ultrafreezer CodLab modelo CL120-800;
19) Vortex IKA modelo MS2 Minishaker.

4.3 Meios de cultura

Os meios de cultivo utilizados nos experimentos estdo discriminados a seguir.

» YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) — composi¢do (em p/v): extrato de

levedura 1%, peptona 2% e glicose 2%.

» YPD Agar — composi¢dao (em p/v): extrato de levedura 1%, peptona 2%,
glicose 2% e agar-agar 2%.

» Meio Mineral ndo tamponado — composicio (em g.L™): KH,PO,, 7; Na,HPO,,
2,5; MgS04.7H,0, 1,5; CaClyp; 0,20; FeCls, 0,09; ZnSO4.7H,0, 0,02; MnSO4.H,0, 0,06
(adaptado de SANTOS et al., 2012).

O meio mineral e foi suplementado com glicose como fonte de carbono e, sulfato de

amonio, como fonte de nitrogénio, em concentracdes discriminadas no texto.

4.4 Micro-organismo

O micro-organismo empregado no presente estudo foi a levedura Yarrowia lipolytica
582 IMUFRIJ 50682 (Figura 4.1). A levedura é uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica
selecionada de um estudrio da Bafa de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil, e identificada
pelo Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do

Rio de Janeiro (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1981).
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Figura 4-1: Imagem de microscopia ética da levedura Yarrowia lipolytica 582 IMUFRJ 50682 em aumento
de 400x utilizando microscépio é6tico invertido Olympus modelo IX 70.

4.4.1 Preservacao

As células foram conservadas a 4°C apds 48 horas de crescimento em tubos de ensaio

com meio YPD Agar (descrito no item 4.3).

4.4.2 Obtencao do inéculo

As células preservadas em meio sélido foram inoculadas, de forma estéril e com
auxilio de alca de platina, em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio YPD (descrito
no item 4.3). Ap6s aproximadamente 72 horas em um incubador rotatério a 28°C e 160 rpm,
uma aliquota deste cultivo foi retirada e a densidade celular determinada em
espectrofotometro a 570 nm. Em seguida, as células foram centrifugadas de forma estéril a
8000 rpm por 10 minutos e ressuspensas em 10 mL de meio de cultivo fresco servindo de
in6culo dos experimentos que serdo descritos nos itens posteriores. O volume centrifugado
desse pré-indculo era suficiente para obter aproximadamente a concentracdo inicial de células

desejada nos meios de cultivo.
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4.4.3 Medida do tamanho das células de Yarrowia lipolytica

As células preservadas em meio s6lido foram inoculadas em erlenmeyer de 500 mL
contendo 200 mL de meio YPD e crescidas em incubador rotatério a 28°C e 160 rpm. Apds
72 horas de cultivo uma aliquota foi retirada e colocada em lamina de vidro apds devida
diluicdo e foram realizadas medidas de comprimento e largura da célula. O equipamento
utilizado para a medicado das células foi o microscépio 6tico invertido Olympus modelo IX 70

juntamente com o software Cell D.

4.5Experimentos preliminares

Uma série de testes foram realizados a fim de desenvolver e adequar os parametros
relacionados as medidas citométricas multiparamétricas ao utilizar o citdmetro de fluxo Partec
modelo Cyflowspace - equipamento disponivel no grupo de Engenharia de Sistemas
Biolégicos da UFRJ (Biological System Engineering - BIOSE). Vale ressaltar que trabalhos
sobre monitoramento de bioprocessos por citometria de fluxo utilizando vdrios micro-
organismos, exceto a levedura Yarrowia lipolytica, encontram-se disponiveis na literatura,
porém estas publicacdes descrevem comumente o uso do equipamento FACSCalibur
fabricado pela BD (Beckton Dikinson). Nas andlises citométricas € importante ressaltar o
equipamento usado para a realizacdo das andlises, visto que cada equipamento apresenta
caracteristicas peculiares que diferem dependendo do fabricante. A Figura 4.2 apresenta a
configuracdo do citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace. Os detectores possuem as
seguintes configuragdes, FLL1: 527 + 15 nm, FL2: 590 + 25 nm, FL3: 675 £ 20 nm e FL4: 682

+ 11 nm.
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Figura 4-2: Representacio esquematica do citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace apresentando a
fonte luminosa de excitaciio, o sistema éptico e os detectores de dispersio frontal, lateral e fluorescéncia.
Imagem retirada do Manual de Operacao do Equipamento, Alemanha, 2007.

4.5.1 Identificacao do nivel de ruido

A fim de identificar o nivel de ruido do equipamento (exemplo: eventos detectados por
ruido eletrOnico ou particulas presentes no sheat fluid — fluido de revestimento) utilizou-se

dgua Mili-Q na linha de injecao de amostra como experimento controle.
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4.5.2 Calibracao do equipamento com esferas fluorescentes

Para testar a calibracdo do equipamento foram realizadas, periodicamente, inje¢des
com esferas de calibracdo de tamanho conhecido (@ = 3,1 um). Os testes tém o objetivo de
assegurar o correto alinhamento e a intensidade do laser e sdo essenciais para a confiabilidade

dos resultados.

4.5.3 Adequacao do protocolo de analise - FSC, SSC, FL1, FL2, FL3, tempo da

pré-corrida, velocidade e tempo de corrida

Com o objetivo de determinar os parametros da corrida em funcdo da amostra em
questdo foram feitos diversos testes utilizando dgua Mili-Q e células de Yarrowia lipolytica
crescidas em YPD a 28°C, 160 rpm durante 72 horas. Para tal, os parametros dos detectores
de fluorescéncia FL1, FLL2, FL.3, do detector FSC (Forward Scatter — Detector frontal - indica
o tamanho das células), do detector SSC (Side Scatter — Detector lateral - indica a
complexidade/granulosidade da particula) e, ainda, o tempo de pré-corrida, a velocidade e o
tempo de corrida foram ajustados visando obter um resultado ideal e um setup adequado para

as leituras das células do micro-organismo em estudo.

4.5.4 Estudo do numero ideal de células

A fim de verificar a faixa de linearidade do sinal emitido quando o laser intercepta
células da levedura, estudou-se o parametro nimero de células. Yarrowia lipolytica foi
crescida em meio YPD e incubadas a 28°C e 160 rpm. Apds 24 horas, as células foram
centrifugadas, lavadas e ressuspensas em H,O Mili-Q. Desta suspensdo preparou-se solugoes

com diferentes concentracdes celulares, sendo as mesmas analisadas por citometria de fluxo.
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4.6 Determinacao das condicoes do fluorocromo Nile Red (NR) para determinacio dos

lipidios

4.6.1 Determinacao da concentracio do fluorocromo

Para determinar a concentracdo do NR, corante utilizado na determinagdo dos lipidios
neutros e polares, células de Yarrowia lipolytica foram crescidas em meio YPD a 28°C e 160
rpm por 72 horas, diluidas em H,O Mili-Q e coradas com diferentes volumes de solugdao NR

0,3 uM. O volume final foi fixado em 1 mL.

4.6.2 Determinacao do tempo de incubac¢ao do fluorocromo

Na determina¢do do tempo de incubacdo ideal do NR, células de Yarrowia lipolytica
foram crescidas (conforme descrito no item 4.6.1), diluidas em H,O Mili-Q, coradas com

solucdo NR 0,3 uM e incubadas em diferentes tempos, variando de 0 a 360 segundos.

4.7 Determinacao das condicoes do fluorocromo Iodeto de Propidio (IP)

Durante a determinag¢do deste fluorocromo, uma amostra de células de Yarrowia
lipolytica, crescidas conforme item 4.6.1), foi mantida durante 10 minutos a 100°C e coradas
com IP, induzindo assim a permeabilidade destas. O objetivo destes testes foi realizar um
controle positivo para o fluorocromo, permitindo a real identificacdo da regido das células

vivas e mortas nos citogramas.

4.8 Estudo do acamulo de lipidios de células de Yarrowia lipolytica crescidas em

diferentes razoes C/N (carbono/nitrogénio) por citometria de fluxo

Para estudar a influéncia de diferentes razdes C/N no actimulo de lipidios em células
de Y. lipolytica, esta cepa foi cultivada em meio mineral suplementado com diferentes razdes
de glicose e sulfato de amonio.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de
meio a 28°C e 250 rpm durante 96 horas. A concentragdo inicial de células foi cerca de 1,0
mg.mL"'. A concentracio de sulfato de amonio foi fixada em 1 gL' e variou-se a
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concentracdo de glicose, com objetivo de obter razdes C/N 10:1, 25:1, 50:1, 75:1 e 100:1.
Foram retiradas amostras diariamente para acompanhar a intensidade da fluorescéncia do NR

por citometria de fluxo.

4.9 Monitoramento do bioprocesso usando células de Yarrowia lipolytica na razao C/N
75:1

Com o intuito de criar uma correlagdo das medidas citométricas obtidas utilizando o
citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace com técnicas tradicionais e que apresentam
resultados satisfatérios de quantificagcdo lipidica e viabilidade celular, células da cepa em
questdo foram crescidas em meio mineral ndo tamponado com razdo C/N 75:1. Os
experimentos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio a 28°C e
250 rpm durante 120 horas. A cada amostragem realizou-se leitura de absorvancia e medida
de fluorescéncia por citometria de fluxo e microscopia Otica, e também, quantificacdo da
viabiabilidade celular adotando trés técnicas distintas: colora¢do das células com lodeto de
Propidio, plaqueamento em superficie e contagem de células em camara de Neubauer
empregando azul de metileno como corante vital. Além disso, recolheu-se a biomassa para

posterior andlise dos lipidios totais.

4.10 Correlacio entre fluorescéncia emitida de células coradas com NR e o teor de

lipidios

A obten¢do de uma correlagdo entre a medida citométrica e o teor lipidico (g de acidos
graxos/100 g biomassa seca) tem a finalidade de monitorar, quase em tempo real, o teor
lipidico das células de um cultivo. Esta rapidez dos resultados facilita as mudancas na
estratégia utilizada para o estudo. As técnicas utilizadas atualmente para tal finalidade ndo
apresentam resultados imediatos e utilizam solventes toxicos.

O experimento foi realizado conforme descrito no item 4.9. A cada amostragem
realizou-se leitura de absorvancia, a medida de fluorescéncia por citometria de fluxo e
microscopia 6tica. Além disso, a cada amostragem, os contetdos de trés erlenmeyers foram
centrifugados a 8000 rpm por 10 minutos e, a biomassa, armazenada a -50°C para posterior
liofilizac@o e andlise dos lipidios totais. Os experimentos foram realizados em triplicata a fim
de obter biomassa suficiente para tais ensaios de correlagao.
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4.11 Correlacao entre fluorescéncia de células coradas com IP e a viabilidade do cultivo

A obtencdo da correlagdo entre a medida citométrica e a viabilidade do cultivo tem
como objetivo a obtencao de resultados imediatos da quantidade de células vidveis do cultivo.
O experimento foi realizado segundo procedimento descrito no item 4.9. Foram
retiradas amostras didrias para leitura de absorvancia e determinagdo de viabilidade por trés
técnicas distintas: citometria de fluxo, plaqueamento em superficie e contagem de células

viaveis em cimara de Neubauer.

4.13 Métodos Analiticos

4.13.1 Determinacio do Peso Seco

Inicialmente, células de Yarrowia lipolytica foram cultivadas em meio YPD. Deste
cultivo, foi retirada uma aliquota e a mesma foi centrifugada (8000 rpm) e ressuspensa em
solucdo salina NaCl 0,9%. O procedimento de centrifugacdo foi repetido de duas a trés vezes,
até que ndo houvesse mais resquicios de componentes do meio de cultivo na nova suspensao
formada. Desta suspensdo, retirou-se uma amostra de volume igual a 10 mL, filtrou-a em
membrana Millipore 0,45 um (previamente pesado). A membrana juntamente com as células
foram secas em luz infra-vermelho por 30 minutos e, em seguida, pesadas e levadas a peso
constante. Da mesma suspensdo celular foram feitas diferentes diluicdes de modo a se obter
concentracoes celulares distintas e, entdo, o valor de absorvancia para cada concentracio &
obtida em espectrofotometro a 570 nm. Os valores de concentracdo celular (massa seca) e
seus correspondentes valores de absorvancia foram plotados em um gréfico, apresentado da

Figura 4.3.
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Figura 4-3: Curva de peso seco para quantificacao do crescimento celular de Yarrowia lipolytica através de
medidas de absorvancia em espectrofotometro Bell modelo SP 2000 UV.

4.13.2 Quantificacao do crescimento celular

O crescimento celular do cultivo foi acompanhado através de medidas de absorvancia
em espectrofotometro Bell modelo SP 2000 UV a 570 nm e esses valores foram convertidos
para g células/L utilizando o fator de conversao obtido pela curva de peso seco (Figura 4.2). A

concentracao celular do cultivo foi calculada de acordo com a Equacao 4.1.

C (g.L'l) =0,606 * ABS (Equacao 4.1)

onde: C € a concentracdo celular (g.L'l) e ABS a absorvancia da amostra.

4.13.3 Determinacio lipidica por citometria de fluxo

A quantidade de lipidios totais foi avaliada através do detector de fluorescéncia laranja
FL2 (utilizado para analisar lipidios neutros) e do detector de fluorescéncia vermelha FL3
(utilizado para analisar lipidios polares) do citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace,
(Figura 4.4) equipado com laser de 488 nm. Esta avaliagdo s6 é permitida quando a anélise €
realizada em associacdo ao fluorocromo Nile Red. NR emite fluorescéncia a 580 e 610 nm
quando dissolvido em lipidios neutros e polares, respectivamente. A andlise citométrica foi

efetuada segundo protocolo de otimizacao determinado neste estudo e descrito nos itens 4.6.1

45



Capitulo 4 — Materiais e Métodos Martins, F.F

e 4.6.2. A concentracdo de cada amostra foi ajustada por diluicio em H,O Mili-Q para
obten¢do de concentracio celular dentro da faixa de linearidade (otimizada neste trabalho e

descrito no item 4.5.4).

Figura 4-4: Imagem ilustrativa do citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace.

4.13.4 Observacao lipidica por microscopia 6tica

Para visualizacio microscépica das células coradas com o NR o procedimento
utilizado foi otimizado neste estudo (item 4.6). Para o experimento, um volume de 20 puL de
amostras coradas foi distribuido em uma lamina de 75x25 mm e sobreposta uma laminula de
24x50 mm onde o conteido de 20 uL ocupava toda a drea da laminula. As amostras
fluorescentes foram registradas através de uma camera digital (Evolution VF) acoplada ao
microscopio 6tico com lampada UV (Nikon) e utilizando filtro na faixa de excitacao de 450 —

490 nm.

4.13.5 Determinacio de viabilidade do cultivo por citometria de fluxo

A integridade da membrana citoplasmatica foi aferida através da fluorescéncia emitida
pelas células coradas com o fluorocromo IP e analisadas por citometria de fluxo. Quando as

células estdo integras, o fluorocromo IP ndo atravessa a membrana citoplasmdtica. Mas
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quando a membrana estd danificada o mesmo a atravessa e liga-se ao DNA, emitindo
fluorescéncia (SILVA et al., 2010).

A amostra foi diluida em H,O Mili-Q para um volume final de 1 mL e foi adicionado
5 uL de solucdo IP de concentracio 2 mg.mL’'. O IP é excitado a 488 nm e emite
fluorescéncia a 585 nm (FL2) (ANDRADE et al., 2010). A concentracdo de cada amostra foi
ajustada para obtencdo de células dentro da faixa de linearidade otimizada neste trabalho e

descrito no item 4.5.4.

4.13.6 Determinacio da viabilidade do cultivo por plaqueamento em superficie

O modo usual de realizar uma contagem de células vidveis (célula capaz de se
multiplicar e dar origem a uma célula-filha) consiste em determinar o nimero de células
capazes de formar colOnias em um meio de cultura sélido com composi¢do adequada ao
crescimento do micro-organismo. Apds dilui¢do conveniente da suspensao celular em solugdo
salina NaCl 0,9% (p/v) estéril, espalhou-se um volume conhecido (0,1 ml) de cada suspensao
diluida sobre meio de cultura YPD 4gar depositado em placa de Petri para a multiplicacdo
celular da levedura. Pretende-se que as células fiquem distanciadas de modo que, apds vdrias
divisdes celulares, originem colonias visiveis a olho nu, o que se verificou apds 48 horas de
incubagdo a 28°C. O grau de diluicdo da suspensdo celular foi escolhido de modo a que o
namero de colonias isoladas em cada placa ndo fosse inferior a 10 ou superior a 300 coloOnias.
Em cada ponto foi realizada triplicata das diluicdes 10° a 10°. O célculo para determinacdo do

nimero de células vidveis no cultivo apresenta-se na Equacao 4.2.

n°de células vidveis no cultivo = (0 1CmL) * diluicdo (Equacao 4.2)

onde: C é o nimero médio de coldnias.
4.13.7 Determinacao de viabilidade do cultivo por Camera de Neubauer

A camara de Neubauer consiste em uma placa de vidro em cujo centro hd dois campos

escavados de igual profundidade. Sobre estes campos € colocada a laminula, formando entdo
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um compartimento de volume conhecido, no qual a suspensdo celular € introduzida. Na placa,

cada campo é formado por matrizes de 5x5, conforme ilustrado na Figura 4.5.

E

Detalhe de um dos 25 quadrados

Detalhe da area de contagem Diagrama da matriz 5 X 5 i
damatriz5 X 5

Figura 4-5: Imagem ilustrativa da camara de Neubauer (adaptado do Manual de Cursos Praticos em
Bioquimica, Instituto de Quimica, UFR]).

Na contagem, via de regra, utiliza-se um método estatistico, que consiste em contar 5
quadrados (os quatro quadrados dos vértices mais o quadrado central). Sendo assim, faz-se
necessario adotar um critério que indique com clareza qual linha deve ser considerada para a
contagem. O critério adotado neste experimento foi considerar as linhas que delimitam os
lados superior e direito do quadrado 4x4. Desta forma, foram contadas as células que estavam
dentro deste quadrado (4x4) e sobre as linhas mencionadas, ndo foram contadas as células que
se apresentavam sobre as linhas a esquerda e abaixo.

A viabilidade do cultivo por cdmara de Neubauer foi realizada através da coloracao
das células com azul de metileno. A técnica de coloracdo com o corante permite diferenciar as
células com alta atividade fisioldgica, sendo as que ndao se colorem, das células que sdo
consideradas inativas (mortas) e se colorem de azul.

Para a contagem em camara de Neubauer, a laminula foi fixada sobre o campo, e com
auxilio de uma pipeta, foi introduzida a suspensdo de células diluida no compartimento
formado entre a laminula e a camara de Neubauer, de modo que todo o campo seja
preenchido. A suspensao celular foi diluida apropriadamente e adicionou 0,5 mL de solugdo
azul de metileno 0,1%. O grau de dilui¢ao da suspensao celular foi escolhido de modo a que o

nimero de células em cada quadrado ndo fosse superior a 50. A contagem foi efetuada com
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auxilio de microscopio 6tico Nikon modelo Eclipse E200 acoplado a camera Evolution VF e
uma objetiva de 40x. O cdlculo para determinacdo das células vidveis e da viabilidade

encontra-se nas Equacoes 4.3 e 4.4, respectivamente.

, .z . . média do n° células viaveis e ~
n° células viaveis no cultivo/mL = ( ) * diluicdo (Equagao 4.3)
volume do quadrado
média n° células vivas ~
o o) — .
viabilidade (%) (médm T tomis) 100 (Equacao 4.4)

4.13.8 Determinacao do teor lipidico por Cromatografia Gasosa

Para determinar o conteddo dos 4cidos graxos da levedura em estudo foi realizado
protocolo de andlise segundo registros obtidos pela aluna em estdgio realizado sob orientagao
do Dr. Alberto Delgado dos Reis, pesquisador do Laboratério Nacional de Energia e
Geologia, Lisboa, Portugal.

A biomassa liofilizada foi pesada inicialmente macerada e pesada (entre 50 e 150 mg)
em tubo de hidrdlise Schott® em duplicata. Adicionou-se aos tubos 4,75 mL de metanol (grau
HPLC). A esta solucdo adicionou-se lentamente 300 uL. de cloreto de acetila, com agitacao
suave em vortex. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL de solucdo padrdo interno — dcido
heptadecandico em éter de petréleo 80°C-100°C (5 mg.mL'l). A mistura foi selada sob
atmosfera de nitrogénio e ao abrigo da luz, e aquecida a 80°C por 1 hora. Apds, a amostra foi
resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se novamente 300 uL do catalisador, seguindo
mais uma etapa de aquecimento a 80°C por 1 hora. Os tubos foram resfriados, adicionou 1mL
de n-heptano para extracdo dos ésteres metilicos € 1 mL de H,O destilada para facilitar a
separacdo das fases. A fase heptandica (superior) foi transferida para um filtro de algodao
com leito de sulfato de sédio anidro, filtrada, e recolhida em frascos de vidro de 2,0 mL com
tampa de rosca e septo de Teflon®. As amostras, seladas com nitrogénio, foram armazenadas
a—20°C. Os ésteres metilicos de acidos graxos formados foram separados e quantificados por
Cromatografia Gasosa (CG).

As andlises de cromatografia gasosa foram realizadas no Laboratério de Bioquimica
Nutricional e de Alimentos (LBNA), no Instituto de Quimica da UFRJ, sob responsabilidade

do Professor Alexandre Guedes Torres.
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Para quantificacdo dos é&cidos graxos foi utilizado um cromatégrafo GC-14B
(Shimadzu, Japao), equipado com injetor a quente do tipo split/splitless e com detector de
ionizacdo em chama (FID). O contetido de acidos graxos foi determinado apds injecao de 1
pL de amostra no modo split, com razdo de divisao igual 1:30, separados através de uma
coluna Omegawax-320 (30m; 0,32 mm di, Supelco, Co., EUA). O gas hélio foi utilizado
como gas de arraste ajustado a uma pressdao de 59 KPa, suficiente para imprimir uma
velocidade linear de 25 cm/s, considerada ideal para manter uma melhor eficiéncia da coluna.
A temperatura do forno da coluna foi programada da seguinte forma: 160°C, constante por 2
minutos, seguido de gradiente de 2,5 °C/minuto até 190°C, constante por 5 minutos, seguido
de novo gradiente de temperatura de 3,5°C/minuto até 220°C, permanecendo constante por 20
minutos. O injetor e o detector foram operados nas temperaturas de 260°C e 280°C,
respectivamente. Cada amostra foi efetuada em duplicata, e cada duplicata injetada duas
vezes. A identificacdo dos picos de 4cidos graxos nas amostras foi determinada por
comparacdo de seu tempo de retencdo com os de dcidos graxos comerciais (37-FAME mix,
SupelcoCo., que apresentam 37 &cidos graxos). A quantificacdo dos 4cidos graxos foi
realizada por normalizacdo interna apds correcdo das dreas dos picos por seus respectivos

fatores de correcdo tedricos de Ackman (WOLF et al., 1995), de acordo com a Equacao 4.5.
Acidograxo (%) = [(A * %) * 100] (Equagdo 4.5)

onde: A € a area do pico do 4cido graxo em questdo, Fr € o fator de resposta do dcido graxo
em questdo, A*Fr € a drea corrigida do dcido graxo em questdo e At é a soma das dreas

corrigidas de todos os dcidos graxos de uma amostra.

Para cdlculo do teor de 4cido graxo (g 6leo/100 g de biomassa seca) utilizou-se a Equacao 4.6.

(%55 100]

Teor de dcidos graxos =
Mamostra

(Equacao 4.6)

Onde: A. € a drea corrigida do 4cido graxo em questdo, My; € a massa de padrdo interno
adicionada por tubo de hidrdlise, A € a area corrigida do padrio interno € Mamosira € @ massa

pesada da amostra.
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4.13.9 Determinacio do teor lipidico por gravimetria

A técnica auxiliada pela extragdo dos solventes cloroférmio e metanol foi realizada
com o propoésito de confirmar a o teor de lipidios encontrados pela técnica de Cromatografia
Gasosa. Para auxiliar na extracdo dos lipidios trabalhou-se com dois equipamentos, vortex
IKA modelo MS2 Minishaker e disruptor de células ultrasonico Unique modelo R2D091109
(Figura 4.6).

O disruptor de células € um equipamento desenvolvido para gerar energia ultra-sdnica
de alta intensidade. Esta energia elétrica de alta frequéncia é transformada, através de um
transdutor, em energia mecanica, também de alta frequéncia. A energia mecanica propicia a
formacdo de ciclos de tensdo e compressdo dentro do liquido pela formacdo de bolhas
microscopicas, que provocam troca de pressdes locais na ordem de milhares de atmosferas e

causam o rompimento da célula.

Figura 4-6: Imagem ilustrativa do disruptor de células ultraséonico Unique modelo R2D091109.
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O procedimento realizado para extracdo de lipidios de Yarrowia lipolytica por
solvente foi desenvolvido pela aluna de iniciacdo cientifica Raisa Santos pertencente ao grupo

de pesquisa BIOSE (comunicagdo oral).

A biomassa liofilizada foi pesada em tubo falcon (~ 0,4g) adicionando-se 20 mL da
mistura cloroférmio:metanol (2:1) e o sistema foi submetido ao disruptor de células com
poténcia de 20W por 9 minutos. O ciclo no disruptor de células foi repetido 2 vezes. Ao final,
o liquido foi vertido para tubo de ensaio contendo 10 g de pérolas de vidro e submetido a
agitacdo em vortex a 2500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sistema foi filtrado em papel de
filtro quantitativo Isofar modelo 1-40 (@ 12,5cm) e o filtrado recolhido em béquer
previamente pesado. As células foram recolhidas do papel de filtro e adicionou-se 20 mL da
mistura cloroférmio:metanol e o ciclo em vortex foi repetido por 3 vezes consecutivas. Por
ultimo, o solvente foi evaporado e a determinacdo do teor de lipidios foi realizada por

gravimetria.

4.13.10 Analises de dados citométricos

A andlise dos citogramas foi realizada utilizando o software FlowMax 2009 versao

2.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguindo os objetivos da dissertacao em questdo, neste capitulo serdo apresentados os
resultados inerentes ao monitoramento do desenvolvimento do bioprocesso utilizando células
de Yarrowia lipolytica por técnicas convencionais e citometria de fluxo multiparamétrica.
Ademais, também serdo apresentados os testes preliminares da realizacdo de protocolo

adequado para implementacdo da técnica.

5.1 Resultados Preliminares

Antes da monitoracao fisioldgica e morfoldgica do bioprocesso por citometria de fluxo
foi necessdria a realizagdo de testes preliminares com o intuito de ajustar o protocolo de
andlise ideal para execucdo das medidas citométricas com auxilio do equipamento da marca
Partec modelo Cyflowspace, para que alguns parametros referentes a andlise fossem

definidos.

Para verificar o tamanho das células da levedura Yarrowia lipolytica foram realizadas
medidas de comprimento e largura através da técnica de microscopia Otica auxiliada pelo

software Cell D, sendo os resultados apresentados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Medidas de comprimento e largura de células de Yarrowia lipolytica crescidas em meio YPD a
28°C, 160 rpm durante 72 horas por microscopia ética.

Medidas de células de Y. lipolytica Média (um) Desvio padrio (um)

Comprimento 6,22 0,78
Largura 3,68 0,37

Numero de ensaios = 26

O citdmetro de fluxo utilizado neste estudo tem a capacidade de analisar particulas de
dimensdes entre 0,1 — 50 um (dados obtidos do manual de operagdao do instrumento, pagina
28). Sendo assim, é possivel analisar células da levedura estudada, visto que a mesma

apresenta dimensdes dentro da faixa de andlise do equipamento.

O citograma bidimensional explicito na Figura 5.1 identifica o nivel de ruido/sujeira
do equipamento e da solucdo de revestimento. Para controle do ruido foram realizadas

corridas utilizando 4gua Mili-Q. Pode-se dizer que a Figura 5.1 apresenta quantidade aceitavel
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de sinais, indicando que o equipamento se encontra em condi¢des de uso. Caso a quantidade
de sinais nesta andlise fosse exagerada, seria necessdrio realizar a limpeza do equipamento.
Para tal limpeza € utilizada dgua Mili-Q, solu¢do de limpeza e solu¢do de descontaminacao
(ambas desenvolvidas pela empresa Partec) por tempo indeterminado, até que toda a sujeira
seja eliminada da linha de injecdo. A identificacdo do nivel do ruido é de extrema importancia
para os testes, visto que, o protocolo de andlise das células de Y. lipolytica serd ajustado em
funcdo desta regidao. O objetivo desta identificacdo € evitar a sobreposi¢do da regido

delimitada pelas células com a regido do ruido.
1000 4

100 4

[:I1 HRALELL L LY B I
0.1 1 10 100 1000
SSC -

Figura 5.1: Citograma dotplot identificando a regido do ruido do equipamento quando realizada a injecio
de H20 Mili-Q.

A calibragdo do equipamento € realizada trimestralmente através da injecao de esferas
de calibra¢do de tamanho conhecido (@ = 3,1 um). O padrdo de calibra¢do do equipamento
encontra-se exposto na Figura 5.2. Ao observar a Figura 5.2 verificam-se sinais identificados
como ruido, os quais foram apresentados e explicados anteriormente. Nota-se também, o pico
identificado pelas esferas de calibracdo. Este pico apresenta um alto grau de homogeneidade,
identificado por apresentar uma base bem estreita. Este perfil é conseguido através de
alinhamentos horizontais e verticais do feixe de radiacdo incidente. O pico das esferas de
calibracdo deve apresentar sempre o perfil exposto na Figura 5.2, caso contrdrio, o

equipamento possui algum problema relacionado a falta de ajuste ou falta de calibragao.
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Figura 5-2: Histograma do padrao de calibracio do equipamento utilizando esferas fluorescentes de
didmetro igual a 3,1 pm.

Com o proposito de ajustar os pardmetros da corrida em funcdo da amostra estudada,
foram realizados diversos testes com a amostra de suspensao celular. Os resultados de ganho
(em volts) e do modo de amplificacdo de cada detector utilizados na andlise foram otimizados
e estdo apresentados na Tabela 5.2.

Por meio do ganho, a amplificacdo do sinal € ajustada individualmente através de uma
ampla faixa de voltagem para cada parametro. O ganho € usado para mover a regidao/pico de
interesse para a posicdo adequada no histograma. Os valores dos ganhos para cada detector
que permitiram uma melhor visualiza¢do da regido de interesse estdo expostos na Tabela 5.2.

De acordo com MORAES (2008) os amplificadores podem ser classificados como
lineares ou logaritmicos. Os logaritmicos amplificam com maior ganho sinais de pequena
magnitude a amplificam com menor ganho sinais de maior magnitude. Estes sio comumente
utilizados quando os valores da caracteristica observada variam numa faixa com mais de uma
ordem de grandeza. Com isso, a amplificacdo logaritmica foi selecionada para a realiza¢do da

andlise porque apresentou melhor resolugdo para os sinais de baixa amplitude.

Tabela 5.2: Parametros utilizados para a aquisicao de dados no citometro de fluxo ao trabalhar com
células de Yarrowia lipolytica.

Detectores Ganho (V) Modo de amplificacao
FSC 150 logaritmico
SSC 170 logaritmico
FL1 430 logaritmico
FL2 440 logaritmico
FL3 560 logaritmico

55



Capitulo 5 —Resultados e Discussdo Martins, F.F

A velocidade de injecdo da amostra foi ajustada para 0,5 pl/s e o tempo total da
corrida em cada andlise foi 30 segundos. Para a pré-corrida foi estabelecido um tempo de 2
segundos. A pré-corrida assegura que a amostra esteja presente na camara de fluxo no inicio
da aquisi¢cao dos dados. Para tempos de pré-corrida menores do que 2 segundos, foi possivel
observar que nos instantes iniciais da corrida, ndo havia detec¢do de células, isso porque ndo
houve tempo suficiente para que as mesmas atingissem a camara de fluxo e,

consequentemente, o laser de radiacdo.

Através destes testes, foi possivel determinar um setup adequado para as andlises,
através da otimizacdo do protocolo de observacdo das particulas de interesse. Ademais, foi
possivel identificar a regido na qual as células se apresentam no citograma. A regido
representada por células da levedura em estudo estd exposta na Figura 5.3 delimitada pela

populacao R1.
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Figura 5-3: Citograma dotplot para delimitacao da regiao onde células de Yarrowia lipolytica se localizam.

Ao analisar amostras de diferentes concentracdes celulares a fim de avaliar a faixa de
trabalho adequada ao parametro nimero de células, foi possivel obter o grafico apresentado
na Figura 5.4. O estudo nos permite verificar a faixa de trabalho ideal, garantindo a incidéncia
do laser a uma unica particula por vez e as medicdes no nivel da célula individual. Ao
identificar um perfil comportamental de células se afastamento da linearidade, pode-se dizer
que o laser estd incidindo sobre uma ou mais células por vez. Este fendmeno impossibilita a

obtencdo de resultados confidveis e a reprodutibilidade do método.
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Figura 5-4: Perfil obtido para o niimero de células ao analisar solucoes de diferentes diluicoes.

Sendo assim, ao analisar o grafico da Figura 5.4, observa-se que a faixa linear da curva
encontra-se, aproximadamente, entre 50.000 e 210.000 células. Esta faixa nos garante que os
resultados estdo sendo obtidos no nivel da célula individual e que, as informacOes futuras

estardo sendo reportadas com elevado grau de precisdo.

A faixa de trabalho ideal para as amostras ficou em torno de 60.000 particulas. Ao
trabalhar com amostras que contenham uma populacido celular maior do que a faixa ideal
determinada o citograma apresenta uma alta densidade celular, o que dificulta o tratamento e a
obten¢do dos dados. Em todos os experimentos a amostra, quando necessdrio, foi preparada
por dilui¢ao com dgua Mili-Q para que a quantidade de células na amostra oscilasse em torno

da faixa ideal de trabalho.

5.2 Melhores condicoes para a analise com o fluorocromo Nile Red

Diferentes volumes da solu¢do do fluorocromo Nile Red (NR) em concentracao de 0,3
uM e o tempo de incubagdo das células com essa solugdo foram testados com o objetivo de
adquirir um protocolo otimizado para a quantificacdo de lipidios neutros e polares. A Figura
5.5 (A) demonstra que ao analisar células coradas com diferentes concentracdes de NR a
intensidade mais alta de fluorescéncia foi encontrada ao utilizar o fluorocromo na faixa de 3,0
x 107 uMa 4,5 x 107 uM. Optou-se por trabalhar com a menor concentrag¢do do fluorocromo,

3,0x 107 uM, visando a vida util do equipamento.
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A Figura 5.5 (B) apresenta os resultados de intensidade de fluorescéncia quando as
cé€lulas foram incubadas a 37°C e coradas com Nile Red 3,0 x 107 UM durante diferentes
tempos: 0,5, 2, 3, 5, 7, 10, 15 e 20 minutos antes da andlise no citdometro de fluxo. E possivel
notar que o maior sinal de fluorescéncia foi obtido quando se trabalhou com um tempo de

incubacdo de 7 minutos.

Desta forma, o protocolo de otimizacdo do fluorocromo NR para analisar células de
Yarrowia lipolytica utilizando como ferramenta o citdmetro de fluxo Partec modelo
CyFlowspace foi otimizado. A otimizagdo foi estabelecida na adi¢do de solucdo NR 3,0 x 10

uM durante 7 minutos de incubacdo a 37°C.

Andrade et al. (2011) otimizaram o protocolo aplicado a R. glutinis CCMI 175 e
encontraram um valor 6timo de 0,3 ug x mL™" de solucdo NR e um tempo de incubagio de 2
minutos. J4 o trabalho de CHEN ez al. (2009) reporta que o protocolo de coloracio com NR
ao estudar a alga verde Chlorella vulgaris foi otimizado em 0,5 ug x mL"' do NR e 10
minutos de incubagdo. Os resultados apresentados em diversos trabalhos afirmam a
importancia de otimizar o protocolo de coloracio com NR, quando espécies diferentes sao
estudadas ou quando equipamentos de fornecedores distintos sdao disponibilizados, a fim de

trabalhar na melhor sensibilidade de resposta do método.
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Figura 5-5: Otimizacao da concentracio da solucdo de Nile Red fixando o tempo de incubacio em 2
minutos e a 37°C (A). Otimizaciao do tempo de incubacio (B).

A figura 5.6 demonstra o grafico dotplot de células de Y. lipolytica ndo coradas com

NR (A) e coradas com solu¢do NR 3,0 x 10° uM, incubada por 7 minutos a 37°C (B). Através

da andlise dos gréficos, observa que células ndo coradas com o fluorocromo ndo apresentam

sinal na regido R2, ja as coradas apresentam uma regido R2 bem definida e delimitada.

Sabendo que os detectores de fluorescéncia FL2 detectam a presenga de lipidios neutros e

FL3 a presenca dos polares (JARA et al., 2003), pode-se confirmar a presenca dos lipidios

totais nas células através da regido R2.
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Figura 5-6: Ilustracio da autofluorescéncia de células de Yarrowia lipolytica crescidas em YPD a 28°C e
160 rpm por 72 horas (A). Ilustracao de células de Yarrowia lipolytica crescidas em YPD, coradas com
solucéo Nile Red 3,0 x 10~ uM e incubadas por 7 minutos a 37°C (B).

5.3 Condicoes de analise com o fluorocromo Iodeto de Propidio

A fim de demonstrar a possibilidade de determinar a viabilidade celular de um
bioprocesso utilizando a técnica de citometria de fluxo multiparamétrica, foi caracterizada a
integridade da membrana citoplasmatica de células de Y. lipolytica por adi¢do do fluorocromo
Iodeto de Propidio (IP). Para tal procedimento, foi necessario estabelecer um controle positivo

que permitiu a identificacdo da regido das células vidveis e ndo vidveis no citograma.

As células de Y. lipolytica foram cultivadas em meio YPD a 28°C e 160 rpm por 72
horas, diluidas em H,O Mili-Q, coradas com o fluorocromo IP e analisadas por CF (Figura
5.7.A). Observa-se uma maior populacdo (Q3, 99,17%), de células ndo coradas,
correspondente as células com a membrana citoplasmética intacta € uma menor populacao
(Q1, 0,83%), correspondente as células coradas com IP e que apresentam a membrana
citoplasmatica permedvel. Esta fracdo de células identificadas no quadrante Q3, ou seja, com
IP negativo, mostram que a grande maioria das células apds 72 horas de cultivo em YPD
estdo vidveis, sem comprometimento na membrana plasmdtica e capazes de realizar

plenamente suas atividades metabdlicas.

Uma aliquota destas células foi submetida a banho-maria a 100°C por 10 minutos e,
em seguida, coradas com IP. A Figura 5.7 (B) apresenta os resultados obtidos quando as
células foram submetidas a condicdes drésticas de temperatura. E possivel verificar uma
maior populagdo (Q1, 94,90%) de células coradas com o IP e que apresentam a membrana
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citoplasmadtica permedvel, ou seja,

metabolica.
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Figura 5-7: Células de Yarrowia lipolytica crescidas em meio YPD a 28°C e 160 rpm por 72 horas, diluidas
em H20 Mili-Q, coradas com o fluorocromo iodeto de propidio e analisadas por CF (A). Populacdo Q3
correspondente as células com a membrana citoplasmatica impermeavel, células nio coradas com o
fluorocromo. Células de Yarrowia lipolytica submetidas a 100°C por 10 minutos e coradas com o iodeto de
propidio (B). Populacao Q1 correspondente as células com membrana permeavel, células coradas com o
fluorocromo.

Desta forma, foi possivel identificar a regido das células com a membrana

citoplasmdtica impermedvel (Q3), ou seja, células vidveis e a regido das células com a

membrana permedvel (Q1) ou células ndo vidveis.
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5.4 Estudo do acimulo de lipidios de células de Yarrowia lipolytica crescidas em

diferentes razoes C/N por citometria de fluxo

Com o propésito de estudar a influéncia de diferentes razdes carbono/nitrogénio no
acumulo de lipidio, Y. lipolytica foi cultivada em meio de cultivo contendo glicose e sulfato
de amodnio em diferentes concentragdes. Nesses ensaios foi medida a quantidade de lipidio
total da célula através do uso do corante NR por citometria de fluxo. A Figura 5.8 ilustra a
resposta de fluorescéncia do NR dos ensaios com razdes C/N de 10:1, 25:1, 50:1, 75:1, 100:1
ao longo de 96 horas. Nota-se pelo grifico que o perfil lipidico segue uma tendéncia ao
trabalhar com as diferentes razdes C/N: ha um aumento gradativo do valor da intensidade de
NR até o alcance do seu valor maximo em 96 horas de fermentacdo. Além disso, ao analisar
cuidadosamente os valores de intensidade de fluorescéncia, percebe-se que o maior valor de
resposta, aproximadamente 300,0, é alcancado ao trabalhar com razao C/N 75:1 em 96 horas

de fermentacgao.

Devido ao fato, todos os ensaios posteriores foram conduzidos utilizando a razdo

carbono/nitrogénio 75:1.

305,0
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275,0
260,0
2450
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215,0
200,0

Fluorescéncia total do NR

24 48 72 96
Tempo (h)

B C/N1:1 EC/N10:1 mC/N 25:1 EC/N 50:1 EC/N75:1 EC/N 100:1

Figura 5-8: Resultados obtidos para a medida de fluorescéncia do Nile Red de células de Yarrowia
lipolytica crescidas durante 96 horas em diferentes razoes carbono/nitrogénio.

Andrade (2010) cresceu células de Rhodosporidium toruloides NCYC 921 e observou
melhores condi¢des de acimulo de lipidio em ensaio contendo baixa concentragdo de
nitrogénio e alta concentracdo de glicose. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados neste estudo, corroborando o fato da producdo lipidica em micro-organismos

oleaginosos ser diretamente dependente das condi¢des nutricionais do meio de cultivo.
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BEOPOULOQOS et al (2009) relataram que o acumulo de lipidios em micro-organismos
oleaginosos € induzido pela exaustdo de nitrogénio do meio de cultura, sendo a fonte de
carbono restante destinada a sintese de lipidios. Ao esgotar-se o nitrogénio presente no meio
de cultivo as células existentes deixam de multiplicar-se, visto que o nitrogé€nio € essencial
para a sintese de dcidos nucléicos e proteinas. Deste modo, quando este nutriente torna-se
indisponivel, os micro-organismos oleaginosos continuam a assimilar a fonte de carbono,
direcionando-a para construgdo de triacilglicerideos, os quais sdo acumulados sob a forma de

corpos lipidicos.

Sendo assim, um aspecto importante na formulacdo do meio de cultura para producao
lipidica por micro-organismos oleaginosos € a adequacio da propor¢@o carbono e nitrogénio.
Estudos tém apresentado que a medida que a razdo C/N aumenta, hd incremento na
acumulacgdo de lipidios em leveduras. No entanto, essa relacdo tem um limite, pois elevadas

concentracdes de glicose induzem a inibicao pelo substrato (GRANGER, 1993).

5.5 Monitoramento do bioprocesso usando células de Yarrowia lipolytica na razao C/N

75:1

Para estudar as correlagdes entre fluorescéncia do NR e o teor lipidico de células de
Yarrowia lipolytica e, além disso, entre a viabilidade determinada por IP e as técnicas
tradicionalmente usadas no monitoramento de bioprocessos, esta cepa foi crescida em meio de
cultivo com razdo C/N 75:1 (condi¢ao que foi apresentada no item 5.4 como potencialmente
produtora de lipidios). Neste estudo foram medidas: a concentracio celular por
espectrofotometria correlacionada com o peso seco, a fluorescéncia do NR por citometria de
fluxo e microscopia Otica, a viabilidade celular por coloracdo das células com IP,
plaqueamento em superficie e contagem de células vidveis em camara de Neubauer. E ainda,
quantificou-se os lipidios através da técnica de cromatografia gasosa e por gravimetria. Os

resultados obtidos neste estudo serdo discutidos nos itens a seguir.

5.5.1 Monitoramento da Concentracao Celular

Para os resultados de crescimento celular de Y. lipolytica cultivadas em meio com

limitagdo de nitrogénio, nas propor¢cdoes C/N 75:1, encontrou-se a mdxima concentracao
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celular de 12,41 g.L'1 nas 72 horas de ensaio. Nas horas seguintes, os valores de concentra¢ao

celular se apresentaram estaveis.

Por observacdo da Figura 5.9 nota-se um crescimento exponencial do inicio do ensaio
até 24 horas a uma taxa especifica de crescimento de 0,10 h™'. Em 24 horas inicia-se uma fase
de desaceleracdo que termina proximo de 72 horas. A partir deste momento, pode-se dizer que

ha o comeco de uma fase estaciondria que perdura até o final do ensaio.
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Figura 5-9: Logaritmo natural da concentracao celular a fim de determinar as fases de crescimento do
micro-organismo quando a levedura Yarrowia lipolytica foi cultivada em meio mineral suplementado com
razao carbono/nitrogénio 75:1 a 28°C, 250 rpm durante 120 horas.

5.5.2 Monitoramento do acimulo de lipidio

A Figura 5.10 apresenta o perfil de lipidios polares e lipidios neutros de células
crescidas em meio com limitacao de nitrogénio (C/N 75:1) durante 120 horas de experimento.
E possivel notar que os dados obtidos para a intensidade de fluorescéncia dos lipidios neutros,
detectados por FL2, apresentam-se relativamente baixos no inicio, jd que, neste momento a
célula estd em fase exponencial de crescimento e seu metabolismo estd direcionado para a
obtencdo de biomassa. O valor de fluorescéncia de FL2 aumenta gradativamente até atingir
seu valor maximo (aproximadamente 558) em 96 horas, momento em que a célula estd na fase
estaciondria, como determinado pela Figura 5.9. Na amostragem seguinte, em 120 horas, a
fluorescéncia de FL2 apresenta um decréscimo significativo, indicando uma diminui¢do da
concentracdo de corpusculos lipidicos. Sabendo que a célula necessita de energia para sua

manutencao, este decréscimo do valor da intensidade de fluorescéncia do NR, possivelmente
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acontece devido a degradacgdo das reservas lipidicas que ird produzir energia para que a célula

mantenha suas atividades metabdlicas em funcionamento.

RASCHKE e KNORR (2009) elucidaram que o constante aumento de corptisculos
lipidicos em células de Waltomyces lipofer IfGB: Li 0301 inicia-se no comeco da fase de
desaceleracdo. Neste estudo, a cepa também apresenta este mesmo comportamento: um
aumento considerdvel de corpusculos lipidicos no inicio da fase de desaceleracdo atingindo

um valor maximo no final da fase estaciondria, em 96 horas.
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Figura 5-10: Perfil do teor de lipidios neutros e polares de células da levedura Yarrowia lipolytica crescidas
em meio mineral suplementado com razao carbono/nitrogénio 75:1 a 28C, 250 rpm durante 120 horas.

Andrade et al. (2010) monitoraram células de Rhodosporidium toruloides crescidas
em biorreator sob diferentes condigdes, limitacdo de carbono e limitacdo de nitrogé€nio, por
citometria de fluxo. Ao estudar as células em meio limitante de nitrogénio observaram o
maior valor de intensidade de fluorescéncia do detector FL2, em 14 horas de experimento,
seguido de um decréscimo do sinal nas horas seguintes. Estes resultados corroboram os
obtidos neste estudo, pois o conteido lipidico, também atingiu um patamar, e em seguida,

sofreu um decaimento.

Para o detector FL3, o qual permite detectar a fluorescéncia emitida pelos lipidios
polares das células, nota-se um aumento na medida de fluorescéncia apds 24 horas de ensaio.
Esse aumento é devido ao aumento na concentragdo dos lipidios polares, pois no inicio da
fermentagdo as células encontram-se em divisao celular e necessitam aumentar a extensao da

sua membrana citoplasmadtica para a formagao de uma nova célula. Além disso, pode-se dizer
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que esse aumento também esta relacionado ao acumulo de lipidios neutros nas células, ja que
os corpusculos lipidicos também apresentam em sua composi¢do uma fracao lipidica polar,

conforme relatos de PAPANIKOLAOU e AGGELIS (2011).

A Figura 5.11 ilustra o acimulo lipidico em células de Y. lipolytica em 0, 72 e 96
horas de experimento. Através da visualizacdo das fotos observa-se que em 96 horas os
corpusculos lipidicos se apresentam em maior quantidade e maior volume quando
comparados com os lipidios apresentados nas imagens adquiridas em O e 72 horas. Dentre as
trés fotos expostas, a foto exposta na Figura 5.11 (A) apresenta a menor quantidade de
corpusculos lipidicos e a foto da Figura 5.11 (C) a maior quantidade. Estes dados comprovam
as respostas obtidas pelo sinal de fluorescéncia do FL2 através da CF e detalhados na Figura

5.10.

Ainda explorando o conteddo lipidico, outra forma de avaliar a intensidade de
fluorescéncia do NR € pela andlise dos histogramas do detector FL.2 (Figura 5.12). Como ja
foi demonstrado, com o passar do tempo de fermentacdo hd um aumento gradativo na
producdo de corptsculos lipidicos pela célula. Esta resposta também pode ser verificada
através do deslocamento do pico em FL2. Ao aumentar a quantidade de corpusculo lipidico na
célula hd um deslocamento do pico de FL2 para maiores valores de intensidade (deslocamento
do pico para a direita). O histograma da Figura 5.12(A) apresenta o pico em determinada
posicdo do eixo X, € ao analisar o pico da Figura 5.12 (B) nota-se que o mesmo sofreu um
deslocamento para a direita e, consequentemente, os picos dos histogramas das Figuras 5.12
(C) 48 h) e 5.12 (D) (72 h) também tem o deslocamento bem pronunciado. Este
deslocamento atinge um valor de intensidade maximo em 96 horas (Figura 5.12 E), tempo no
qual ha o maior acimulo lipidico pela célula. Em 120 horas, este deslocamento ndo € tdo
significativo quanto em 96 horas, isso porque a quantidade de corpusculos lipidicos em 120
horas € menor do que na amostragem anterior (96 h). RASCHKE e KNORR (2009) ratificam
o resultado aqui encontrado: no estudo a levedura Waltomyces lipofer apresentou também o
maior deslocamento do pico, ou seja, a maior intensidade do sinal de fluorescéncia de FL2, no

tempo onde foi encontrado o maior acimulo lipidico, coincidentemente, em 96 horas.
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(B-72h)

(C-96h)

Figura 5-11: Imagem de microscopia dtica de fluorescéncia ilustrando os corpusculos lipidicos produzidos
por células de Yarrowia lipolytica crescidas em meio mineral suplementado com razio carbono/nitrogénio
75:1 a 28°C, 250 rpm e coradas com solucao de NR em 0 h (A), 72 h (B) ¢ 96 h (C).
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Figura 5-12: Histogramas da intensidade do sinal de FL2 de células de Yarrowia lipolytica crescidas em
razao C/N 75:1 e analisadas em diferentes tempos da fermentacao: 0 h (A), 24 h (B), 48h (C), 72 h (D) e 96
h (E) e 120 h (F).
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5.5.3 Monitoramento da viabilidade do cultivo

Para quantificar as células vidveis do cultivo foram utilizadas as técnicas
convencionais de contagem de células em camara de Neubauer e coloracdo com azul de
metileno e a contagem por plaqueamento em superficie. Além destas metodologias, foi
acompanhada a viabilidade do cultivo através do fluorocromo IP por citometria de fluxo, uma
técnica inovadora e que vem apresentando resultados satisfatdrios at line — “em tempo quase

real”. Os resultados serdo discutidos nos paragrafos seguintes.

Com relagdo a viabilidade celular determinada em cimara de Neubauer e
plaqueamento em superficie os resultados foram apresentados na forma de tabela (Tabela

5.3).

Ao analisar os resultados da Tabela 5.3, observa-se que a viabilidade do cultivo é
reduzida em torno de 120 horas, indicando que provavelmente as células ndo se encontram em
plena atividade metabdlica. E possivel notar também, que os dois métodos apresentaram
resultados similares indicando a robustez dos métodos usuais de viabilidade celular. No
entanto, conforme ja citado neste trabalho, estes métodos apresentam algumas desvantagens,
como, dificuldade de apresentacdo de resultados on line. Esta desvantagem das técnicas
usuais foi a principal motivagdo para o estudo da viabilidade do cultivo por um método mais

rapido de andlise - a coloracdo das células com IP e anélise por CF multiparamétrica.

A Figura 5.13 apresenta os resultados da viabilidade celular por citometria de fluxo
versus o tempo de experimento. No procedimento empregado foi possivel analisar a
porcentagem de células vidveis na fermentacdo “quase em tempo real”. Através dos
resultados, observa-se que ao final da fermentacdo, em 120 horas, a fracdo de células vidveis

atingiu 91,2% do cultivo, sendo 8,8% a porcentagem de células ndo-vidveis.

Tabela 5-3: Viabilidade celular por plaqueamento em superficie e cimara de Neubauer das células de
Yarrowia lipolytica crescidas em meio suplementado com razao carbono/nitrogénio 75:1.

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Plaqueamento (UFC/mL) 8,93E+06 2,57E+08 3,58E+08  3,74E+08 1,56E+08 9,50E+07

Neubauer (cel.vidveis/mL)  8,99E+06 2,97E+08 3,68E+08  3,95E+08 1,42E+08 8,00E+07
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Ademais, a Figura 5.13 compara as porcentagens de viabilidade do cultivo
determinada manualmente utilizando camara de Neubauer e as analisadas at line. Estes
resultados demonstram que a viabilidade obtida por CF se aproximam dos resultados obtidos
pela contagem manual. Os dados sugerem que a metodologia usando o fluorocromo IP e a
técnica de CF realiza medi¢des coerentes e reprodutiveis ao comparar com a metodologia
convencional. Sendo assim, a CF aparece como uma alternativa bastante atrativa no que tange
a minimizacdo do tempo de anélise e dos erros relacionados ao operador, ja que os resultados
sdo apresentados at line e ndo dependem do julgamento do operador. Segundo SILVA et al.
(2011), o método consegue oferecer uma grande precisdo na porcentagem de células vidveis e
ndo vidveis e € bastante importante, podendo viabilizar uma melhor dindmica no decorrer de

estudos em que o conhecimento da viabilidade celular € crucial para o sucesso do
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Figura 5-13: Resultados de viabilidade celular através da coloracio com iodeto de propidio e com azul de
metileno de células de Yarrowia lipolytica crescidas em meio suplementado com razao carbono/nitrogénio
75:1.

5.5.4 Quantificacao de lipidio

A fim de estabelecer uma correlacdo entre a intensidade do sinal de fluorescéncia
obtido pela CF multiparamétrica e a quantidade de lipidios em células de Y. lipolytica, duas
técnicas de extragdo de lipidios foram estudadas: extragdo por solvente e quantificacdo por
gravimetria e a reacdo de transesterificacdo seguida de quantificacdo por CG-DIC. Uma das

desvantagens da CF é que a técnica ndo permite quantificar, somente qualificar o teor de
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lipidios. Por este motivo, € necessério realizar a correlacdo do resultado obtido por CF com

uma técnica que tenha a capacidade de quantificar o teor de lipidio nas amostras.

5.5.4.1 Extragdo por solvente

A extragdo por solvente é um processo de transferéncia de compostos soluveis (o
lipidio) de uma matriz (a célula) para um solvente com o qual a matriz se encontra em

contato. Segundo REGITANO D’ARCE (1991) ndo existe reacdo quimica neste processo.

Para a quantificacao de lipidios totais utilizando solventes organicos foi usada a
metodologia em estudo no grupo BIOSE com etapa prévia de rompimento de parede celular
por disrup¢do ultrasdnica (SANTOS et al., 2012). E possivel observar na tabela 5.4 os teores
lipidicos de cada tempo ao realizar a extragdo da matriz celular com os solventes cloroférmio
e metanol. Percebe-se que a maior concentragdo de lipidios (17,98 g de lipidio/100 g de

biomassa seca) foi alcangada em 96 horas de experimento.

Tabela 5-4: Teor lipidico obtido em células de Yarrowia lipolytica quando submetidas a extracao com
solvente cloroférmio:metanol (2:1) e determinado por gravimetria.

Tempo (h) Teor lipidico (g lipidio/100g biomassa seca)

48 15,40
60 15,90
72 16,67
96 17,98

A Figura 5.14 apresenta a correlacdo entre a fluorescéncia do NR por citometria de
fluxo e os lipidios totais avaliados por extragdo com solvente. Os dados apresentaram um

coeficiente de correlagdo de 0,9939 representados pela equagdo: y = 226,59x - 3076,8.

A correlagdo entre a fluorescéncia total do NR de células de Y. lipolytica detectada por
citometria de fluxo multiparamétrica e o seu teor lipidico € inédita, nunca sido reportada
anteriormente com a levedura em questdo. A correlacdo ja foi estabelecida em estudos com
outras cepas, tais como: Rhodotorula glutinis CCMI 145 (SILVA et al., 2010),
Crypthecodinium cohnii CCMP 316 (JARA et al., 2003) e Chlorella vulgaris (CHEN et al.,
2009).
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Figura 5-14: Grafico de correlacio entre fluorescéncia emitida por células coradas com Nile Red (lipidios
neutros — FL2 e lipidios polares — FL3) e o teor de lipidios totais obtidos por extra¢cio com
cloroférmio:metanol.

5.5.4.2 Cromatografia Gasosa

O protocolo de determinacdo de lipidios através da andlise de Cromatografia Gasosa
obtido em estdgio no grupo de pesquisa do Laboratério Nacional de Energia e Geologia
sofreu algumas alteragdes, visto que foi observado que a extracao dos lipidios juntamente com

a reacdo de transesterificacdo ndo estava apresentando resultados consistentes e satisfatorios.

Para o aperfeicoamento da metodologia utilizando células de Y. lipolytica foram
estudados parametros como: tratamento da biomassa antes da reagdo e otimiza¢do da reacgdo,

descritos a seguir.

Tratamento da biomassa antes da reacdo: A partir de uma amostra liofilizada de

células crescidas em meio mineral com razao C/N 75:1 e obtida em 72 horas de fermentacdo,
analisaram-se dois procedimentos de tratamento a fim de melhorar o rompimento celular e

aumentar a superficie de contato 6leo-solvente e, consequentemente, o grau de extragao.

1) Sonicar a biomassa por 10 minutos com a mistura dos solventes metanol e cloreto

de acetila antes de submeter o sistema ao banho termostatizado a 80°C.
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2) Macerar a biomassa com auxilio de graal e pistilo até obtencdo de particulas

finamente divididas.

Otimizagdo da reag¢do de extragdo dos lipidios: A partir de uma amostra liofilizada de

células crescidas em meio mineral com razao C/N 75:1 e obtida em 72 horas de cultivo, foram
avaliadas as influéncias de alguns parametros de extracdo, considerados relevantes no
desenvolvimento dos testes. O proposito deste estudo foi aumentar a porcentagem de 6leo

extraido. Os parametros avaliados foram:

1) Adigdo de pérolas de vidro.

2) Relacdo correta de solvente adicionado para a quantidade de Oleo aproximada

existente na biomassa.

3) Tempo de reacdo em banho a 80°C.

Os diferentes tratamentos de biomassa e de otimizacdo da reacdo e seus respectivos

valores de teor lipidico determinado por Cromatografia Gasosa estao expostos na Tabela 5.5.

Ao adicionar pérolas de vidro a reacdo, houve a formacdo de canais de ar que
facilitaram a volatilizacdo dos solventes, impossibilitando a extracdo dos lipidios da matriz
celular. Logo, ndo foi obtido resultado ao analisar a amostra por CG. Ademais, é possivel
notar que o tratamento de sonicacdo da biomassa nao foi efetivo ao comparar o teor de lipidio

obtido neste teste com o obtido quando a amostra ndo foi tratada.

Através destes resultados, constatou-se que tratamentos de maceragdo, a correta
relacdo de solvente para a quantidade de d6leo existente na biomassa e o tempo de reagao
tiveram resultados significativamente diferentes da amostra sem tratamento. Devido aos
resultados bastante promissores, estes trés ultimos parametros foram levados em consideragao

no desenvolvimento da metodologia.
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Tabela 5-5: Teor de lipidio obtido no estudo de diferentes parametros relevantes para a efetiva extracio.

Tratamentos Teor lipidico (g lipidio/100g biomassa)
Amostra sem tratar 2,66
Sonicagdo da biomassa 2,98
Maceragdo da biomassa 5,89
Adicao de pérolas de vidro N.D.
Relacido correta 6,10
Tempo de reacdo 6,33

N.D.: ndo determinado

Apo6s o estudo destes parametros a biomassa recolhida nos tempos 24, 48, 60, 72 e 96
horas foi analisada segundo o item 4.14.8 (levando em considera¢do os parametros estudados

e considerados relevantes para uma extracao lipidica adequada).

A Tabela 5.6 apresenta o teor de lipidios totais que foram extraidos da biomassa e
transesterificados através da reacdo com os reagentes: metanol e cloreto de acetila. Neste
procedimento, os reagentes permitem a extracdo dos lipidios e, concomitantemente, sua

transesterificacao.

Avaliando as respostas dos teores lipidicos obtidos para as duas metodologias,
percebe-se que os mesmos apresentaram resultados mais expressivos ao serem analisados
segundo a técnica de extracdo por solvente, quando comparados com os valores obtidos pela
técnica de CG. Em 96 horas de experimento o resultado do teor lipidico obtido por extragao
com solvente foi cerca de 60% maior do que o obtido pela técnica cromatografica. Sendo
assim, pode-se dizer, que o procedimento realizado por CG ndo apresentou sucesso efetivo
para esta amostra estudada. A metodologia, provavelmente, estd subestimando os valores de

lipidios reais existentes na biomassa.

Tabela 5-6: Teor lipidico obtido em células de Yarrowia lipolytica quando submetidas reacio de
transesterificacio e determinados por Cromatografia Gasosa.

Tempo (h) Teor lipidico (g lipidio/100g biomassa seca)

24 4,49
48 6.28
60 6.35
72 8,04
96 10,08
120 8,26
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A Figura 5.15 apresenta a correlacdo entre fluorescéncia do NR medida através do
citometro de fluxo e o teor de lipidios por CG. Os dados apresentaram um coeficiente de

correlacdo de 0,9929 representados pela equacdo: y = 137,13x -391,45.

12 ) y = 137,13x - 391,45
00.0 R? = 0,9929

1000,0 -
800,0 |
600,0 |
4000 | *

200,0 r

Fluorescéncia total do NR

0,0 1 1 1 1 1 J
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Lipidios totais (g/100g)

Figura 5-15: Grafico de correlacio entre fluorescéncia emitida por células coradas com Nile Red (lipidios
neutros — FL2 e lipidios polares — FL3) e o teor de lipidios totais obtidos por reacio de transesterificacio
seguida de Cromatografia Gasosa.

Logo, para trabalhos posteriores deve-se considerar a correlacdo obtida através do

grafico exposto na Figura 5.14.

Através da técnica de CG foi realizada andlise da composicdo do 6leo intracelular
obtido por transesterificacdo da biomassa (item 4.13.8). Ao analisar a Tabela 5.7 verifica-se
que o 4cido oléico (C18:1n-9), linoléico (C18:2), palmitoléico (C16:1) e o palmitico (C16:0)
sd0 os acidos graxos que se apresentam em maior concentracdo na biomassa da levedura em
questdo. Os teores dos dcidos miristico (C14:0), pentadecandico (C15:0), cis-10-
heptadecanéico (C17:1), estedrico (C18:0) e tetracosandico (C24:0) mantiveram-se em niveis
baixos. Segundo Beopoulos et al (2009) Y. lipolytica acumula lipidios em concentragdes mais
baixas do que outros micro-organismos, tais como: Rhodotorula glutinis, Trichosporon
pullulans, Lipomyces starkeyi, Cryptococcus albidus. No entanto, somente esta espécie é
capaz de acumular altas propor¢des de dcido linoléico, alcangando mais de 50% do total de

acidos graxos presentes em sua composicao.

No tempo de 96 horas, onde foi encontrado um maior indice de fluorescéncia dos

lipidios neutros, observa-se uma concentragao do acido graxo, em relacdo aos 4cidos graxos
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totais, de 32,56% do acido oléico, 15,56% do 4cido linoléico, 15,37% do acido palmitoléico e

17,56% do acido palmitico.

A composi¢do de acidos graxos encontradas neste estudo estd de acordo com a
composi¢ao referenciada na literatura, variando em alguns casos o dcido graxo dominante.
PAPANIKOLAOQU et al. (2002) estudaram a composi¢do de 4cidos graxos de Y. lipolytica
crescida em meio de cultura composto por razdo C/N 97:1 e observaram que a maior
concentracao de acidos foi obtida na fase estaciondria, em 90 horas de fermentacao, onde 17%
dos 4cidos graxos totais eram C16:0, 13% C18:0, 42% C18:1 e 17% C18:2. Ja
CHATZIFRAGKOU et al (2011) reportaram que ao cultivar Y. lipolytica LFMB 19
utilizando glicerina como substrato os resultados obtidos de acido graxo em 119 horas de
crescimento foram 21,2% C16:0, 10,3% C16:1, 11,2% C18:0, 31,7% C18:1 ¢ 25,6% C18:2. E
ainda, PAPANIKOLAOU et al (2008) investigaram Y. lipolytica em meio de glicerol bruto e
notaram que na fase estaciondria (220 — 250 horas) o 4cido oléico (44,9%) aparecia em maior
abundancia, seguido pelo 4cido linoléico (20,2%), 4cido palmitico (14,0%) e pelo &cido
estedrico (11,0%) . TSIGIE et al (2011) descreveram a levedura Y. lipolytica Polg em meio
de bagaco de cana hidrolisado e verificaram que o &cido oléico apresentava-se em maior
concentracao (55,55%) seguido do acido palmitico (17,76%), acido palmitoléico (14,12%) e
acido estedrico (4,39%). Sendo assim, € facilmente justificado que as variacdes nas
concentracdoes dos dcidos graxos encontrados na biomassa da cepa em estudo estdo
diretamente relacionadas com o substrato fornecido como fonte de carbono durante o
bioprocesso, e ainda, com as condi¢des operacionais (temperatura, pH, aeracdo). Além disso,

diferentes espécies apresentam potenciais diferentes de producdo lipidica.

Tabela 5-7: Composicao dos acidos graxos obtidos quando células de Yarrowia lipolytica cresceram em
razio carbono/nitrogénio 75:1 a 28°C e 250 rpm durante 120 horas.

Principais residuos de acidos graxos (% relativa)

Tempo (h) C14:0 C15:0 C16:0 Cl16:1 C17:1 C18:0 Cl18:1n-9 C18:2 C24:0
24 0,19 0,76 10,42 13,88 1,82 271 32,22 1526 1,20
48 0,17 0,65 13,22 14,27 198 3,81 3401 13,06 243
60 024 0,79 13,90 16,80 2,00 336 31,19 13,39 1,99
72 0,24 0,69 1503 16,79 1,60 3,552 32,34 1493 1,77
96 0,23 0,73 17,52 1537 1,54 392 32,56 15,56 1,79
120 0,24 088 17,14 1589 1,61 429 28,16 17,58 1,59
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5.5.5Dispersao da Luz

Através da dispersdo da radiacdo incidente foi possivel analisar o tamanho e a
complexidade das células da levedura Y. lipolytica detectadas pelo detector de dispersao
frontal ou FSC (tamanho) e pelo detector lateral ou SSC (complexidade). A Figura 5.16
mostra os histogramas das medidas de FSC realizadas no decorrer do bioprocesso, para o

ensaio com razio C/N 75:1.

No inicio do experimento observa-se um pico definido, o qual indica que as células ao
serem inoculadas no meio de producdo de lipidios apresentam tamanhos préximos. Ao atingir
24 horas (Figura 5.16 B), momento em que as células estio em fase exponencial do
crescimento, observa-se o pico identificado como A. Este pico possivelmente € referente as
células em gemulacdo, visto que neste momento a populagdo se encontra em fase de divisdo
celular e em uma taxa de divisdo tdo intensa que dificulta a observacido de subpopulacdes

diferentes (células-maes, células-filhas e células em gemulacdo).

Em 48 horas, verifica-se dois picos bem definidos, B e C (Figura 5.16 C), em contraste
com a Figura 5.16 (B). Segundo HEWITT e NEBEVON-CARON (2004) possivelmente o
pico B representa as células-filhas que foram separadas e as células-maes (que apresentam
tamanhos semelhantes) e, o pico C, representa as células que estio em gemulacdo e sdo

maiores em tamanho.

Em 72 horas, no inicio da fase estaciondria, a taxa de divisdo da levedura diminui. Ou
seja, neste tempo, os dois picos bem definidos observados anteriormente vao se
transformando num sé pico (Figura 5.16 D), uma vez que a quantidade de células em
reproducdo € baixa para ser detectada. J4, no final da fase estaciondria (96 h), nota-se um

unico pico (Figura 5.16 E).

FREITAS (2011) ao estudar a CF multiparamétrica na monitorizacdo da resposta
fisiolégica da levedura Saccharomyces carlsbergensis em presenca de acido acético na
producdo de bioetanol identificou um perfil de intensidade de FSC para cada fase do
crescimento do micro-organismo. Estes resultados sinalizam que a CF permite detectar um
perfil tipico de tamanho celular para cada momento da fermentagdo, orientando o pesquisador

sobre o tamanho da célula.

A Figura 5.17 representa o histograma do sinal de SSC em diferentes tempos. E

possivel observar ao decorrer da fermentagdo que o pico de SSC apresenta um ligeiro
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deslocamento para o lado direito do eixo x. De acordo com SILVA et al. (2011), estes
resultados indicam que as células estdo aumentando a sua complexidade devido ao aumento

do conteddo de DNA e também ao aumento do contetido de corpusculos lipidicos.
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Figura 5-16: Histogramas da intensidade do sinal FSC de células de Yarrowia lipolytica crescidas em razio
carbono/nitrogénio 75:1 e analisadas em diferentes tempos da fermentacio: 0 h (A), 24 h (B), 48h (C), 72 h
(D) e 96 h (E).

78



Capitulo 5 —Resultados e Discussdo Martins, F.F
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Figura 5-177: Histogramas da intensidade do sinal SSC de células de Yarrowia lipolytica crescidas em
razio carbono/nitrogénio 75:1 e analisadas em diferentes tempos da fermentacao: 24h (A),48 h (B), 72 h
(C) e 96 h (D).
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

v

Os testes metodoldgicos e o estabelecimento de protocolo de andlise por
citometria de fluxo multiparamétrica foram realizados com sucesso, 0s mesmos
permitiram aumentar a qualidade e a confiabilidade da aquisi¢do dos dados.

Foi possivel determinar um setup adequado para as andlises, através da
otimizac¢ao do protocolo de monitoragdo das particulas de interesse.

Foi possivel estabelecer o valor aproximado de quantidade de particulas que se
deve trabalhar com a suspensdo de células de Y. [lipolytica, de
aproximadamente 60.000 particulas, para garantir que os resultados estio
sendo obtidos ao nivel da célula individual, reportando dados com elevado
grau de precisao.

A otimizacdo das condi¢Oes de coloracdo de células de Y. lipolytica com o
fluorocromo NR em citdometro de fluxo da Partec foi estabelecida em 3,0 x 10
3uM e tempo de incubacdo de 7 minutos a 37°C.

Através do controle positivo realizada para as células de Y. lipolytica coradas
com o fluorocromo IP para viabilidade celular foi possivel diferenciar a regido
das células coradas com o fluorocromo, ou seja, células ndo vidveis, das
c€lulas ndo coradas com o corante, células viaveis.

Ao estudar o acimulo lipidico de células de Y. lipolytica crescidas em
diferentes razdes, pode-se dizer, que a melhor condi¢cdo de acumulacao lipidica
€ obtida em meio contendo razao C/N 75:1, a 28°C e 250 rpm.

Ao monitorar células de Y. lipolytica em meio suplementado com razdo C/N
75:1 notou-se que as células apresentaram o maior valor de fluorescéncia do
NR detectado por FL2 em 96 horas de bioprocesso.

Os resultados obtidos por FL2 em forma de histograma também permitiram
observar um aumento gradativo de intensidade da fluorescéncia do NR até
atingir a maxima intensidade em 96 horas.

A técnica da microscopia Otica de fluorescéncia possibilitou a visualizagdo dos

corpusculos lipidicos produzidos pela cepa em questdo, comprovando que em
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96 horas os corptisculos lipidicos da levedura Y. Lipolytica apresentavam-se
em maior quantidade na células.

v A viabilidade celular medida através das técnicas convencionais apresentou
boa repetibilidade dos resultados. No entanto, a utilizacdo do fluorocromo IP
associado a citometria de fluxo multiparamétrica mostrou-se um 6timo método
para obter a porcentagem de células ndo vidveis em uma populagdo de células
de Y. lipolytica, de forma eficaz e em tempo real.

v’ Verificou-se que parAmetros como: tratamento da biomassa, tempo de reacdo e
adequacdo da propor¢ao solvente: 6leo s@o relevantes para o desenvolvimento
da metodologia de determinag¢do de lipidios por CG. No entanto, mesmo
levando em consideragdo estes parametros os resultados alcancados para o teor
de lipidios nao foram satisfatérios ao compard-los com a técnica de extracao
por solvente.

v' A técnica de CG subestimou a quantificagdo lipidica, porém foi de suma
importancia para a qualificacdo dos lipidios produzidos por Y. lipolytica nas
condig¢des do estudo. Através da mesma identificou o 4cido oléico (C18:1n-9),
linoléico (C18:2), palmitoléico (C16:1) e o palmitico (C16:0) sdo os acidos
graxos que se apresentam em maior concentracao na biomassa da levedura em
questao.

v' A técnica de extragdo de solventes apresentou resultados satisfatérios para o
teor lipidio totais. Sendo esta a metodologia mais adequada para a construcao
da correlagdo entre células coradas com NR e o teor lipidico celular.

v" A partir da técnica de extra¢do quantificou o teor de lipidios totais em 96 horas

de experimento, sendo o mesmo 17,98 g lipidio/100 g biomassa.

Resumindo, percebe-se que a técnica de citometria de fluxo multiparamétrica € uma
ferramenta potencial para o monitoramento de bioprocessos possibilitando a anélise rapida e

confidvel de informacdes referentes a dindmica da fermentagao.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v Monitorar o conteddo lipidico e a viabilidade de células de Yarrowia lipolytica
por citometria de fluxo multiparamétrica crescendo as células em diferentes

fontes de carbono;

v’ Realizar uma correlacdo do tamanho das células analisadas por citometria de
fluxo e detectadas por FSC com uma técnica que permita medir o tamanho real
das células, como por exemplo, a microscopia 6tica auxiliada por um programa

computacional.
v’ Utilizar um fluorocromo associado ao IP que permita identificar a polarizagdo

da membrana para que seja possivel identificar a porcentagem de células vivas,

sub-letais e mortas.
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