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Devido a alta demanda de energia no mundo industrializado e aos problemas ambientais
¢ altamente recomendavel o uso de biocombustivel. Uma expansdo significativa da
industria do biodiesel resultard na geracdo de grandes quantidades de glicerina bruta.
Uma forma alternativa de reaproveitamento do glicerol pode ser a sua biotransformacao
a 0leo microbiano. Como a estrutura e composicdo destes Oleos sdo semelhantes aos
6leos vegetais comuns, tais lipideos podem contribuir para suprir a crescente demanda
por 6leo para producdo de biodiesel. Yarrowia lipolytica é uma espécie de levedura
capaz de acumular o 6leo microbiano e ja foi demonstrado que é possivel utilizar
glicerol como fonte de carbono. No presente trabalho foram avaliadas seis linhagens de
Yarrowia lipolytica (IMUFRJ 50682, IMUFRJ 50678, IMUFRJ 51670T,
IMUFRJ52301, W29 e PO1g) para a selecdo da que apresenta melhor desempenho na
producdo de lipideos em meio contendo glicerina, extrato de levedura e sais inorganicos
(KH2P04, Na,HPOy,, MgSO47H20, CaC|2.2H20, FeCI3.6H20, ZnS0,4.7H,O e
MnS0O4.H,0). Tais micro-organismos foram crescidos em Erlenmeyer de 500 mL com
200 mL de meio de producdo de Oleo sob agitacdo de 250 rpm a 28°C. Em todos 0s
experimentos foram feitas amostragens diariamente até 240 horas para determinacdo da
concentracdo celular, do indice de corpusculo lipidico (ICL) e pH. A quantificacdo dos
lipideos acumulados foi feita através da sonda fluorimétrica Bodipy. Primeiramente foi
realizado um experimento preliminar para verificar a possibilidade do uso dos sais
inorganicos em uma concentracdo cinco vezes menor em comparagdo com o meio de
producdo de lipideos de referéncia. Verificou-se que os valores de ICL foram
equivalentes nas duas configuracdes de sais. Posteriormente foi realizada a selecdo de
linhagens de Yarrowia lipolytica, constatando-se que a cepa W29 obteve a maior
producdo de lipideos, atingindo um valor de 13648 de ICL em 192 horas. A cinética de
producdo de biomassa apresentou um perfil de crescimento celular semelhante para
todas as cepas com o maximo de lipideos na fase estacionaria de crescimento. Em
relacdo ao pH, constatou-se em todas as cepas uma queda no primeiro dia da
fermentagdo e permaneceu praticamente constante até o final do experimento. Apds
selecionar a linhagem W29, um planejamento experimental de Plackett-Burman foi
realizado para avaliar a influéncia dos sais inorganicos do meio de producéo de lipideos
no acumulo lipidico e na producdo de biomassa. FeCl; foi o Unico sal que néo
apresentou significancia estatistica e nenhum sal inorganico foi significativo para
resposta de biomassa. A glicerina bruta foi usada para se obter biomassa de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 substituindo a glicose como fonte de carbono. Apds 72 horas
de cultivo, foi possivel gerar 5,3 g/L de biomassa.
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Due to high demand of energy in the industrialized world and the environmental
problems caused by fossil fuels it is highly recommended the use of biofuel. A
significant expansion of the biodiesel industry will result in the generation of large
amounts of crude glycerine. An alternative way of recovering glycerol can be attributed
to its biotransformation in microbial oil. By the structure and composition of these oils
are similar to common vegetable oils, such lipids can contribute to cover the growing
demand for oil for biodiesel production. Yarrowia lipolytica is a yeast species capable
of accumulating microbial oil and it has been shown that it is possible to use glycerol as
a carbon source for the culture. In this study six strains of Yarrowia lipolytica (IMUFRJ
50682, IMUFRJ 50678, IMUFRJ 51670T, IMUFRJ52301, W29 e POlg) were
evaluated for selecting the most performing in the production of lipids in medium
containing crude glycerin, yeast extract and inorganic salts (KH;PO, Na,HPQ,,
MgS0,.7H,0, CaCl,.2H,0, FeCl;.6H,0, ZnSO47H,0 e MnSO4.H,0). These
microorganisms were grown in 500 mL Erlenmeyer flask with 200 mL of production oil
medium under agitation of 250 rpm at 28°C. In all assays, samples were taken daily up
to 240 hours to determine cell concentration, lipid body index (LBI), and pH.
Quantification of accumulated lipids was performed by fluorescence probe Bodipy.
First, a preliminary experiment was conducted to verify the possibility of use a
concentration of inorganic salts five times lower compared to the reference lipid
production. It has been found LBI similar values in both configurations of salts.
Afterwards, the selection of Yarrowia lipolytica strains was performed, finding that the
W29 strain had the highest production of lipids, reaching a value of 13648.76 LBI in
192 hours. Kinetics of biomass production showed a similar cell growth profile for all
strains with maximum lipids in the stationary phase growth. Regarding pH, it was
observed for all strains a decrease on the fermentation first day and it remained almost
constant until the end of the experiment. After selecting W29 strain; an experimental
Plackett-Burman design was performed to evaluate the influence of inorganic salts in
lipid accumulation and biomass production. FeCl; was the only salt that presented no
statistically significant to lipid accumulation response, and no inorganic salt was
significant to biomass response. Crude glycerin was used to obtain, Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 biomass by replacing glucose as carbon source. After 72 hours of
cultivate, it was possible to generate 5.3 g/L of biomass.
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I.  INTRODUCAO

Em razdo das limitacdes oriundas das fontes de energia fosseis e das crescentes
preocupacfes ambientais, tem sido dada uma grande atencdo, nos Gltimos anos, as
fontes alternativas de energia. O desenvolvimento de energias alternativas é inevitavel
para o crescimento econdmico sustentavel na sociedade. Dessa forma, tem aumentado a
demanda por biocombustiveis. Como exemplo, pode-se citar o etanol e o biodiesel
produzidos a partir de matérias-primas renovaveis, como a cana-de-agucar, materiais
lignocelul6sicos, vegetais oleaginosos, gordura animal, dentre outras. A utilizacdo
destes permite uma reducdo das emissdes de monoxido de carbono, quando comparados
a combustiveis derivados do petréleo (LIN et al., 2011).

O biodiesel € um combustivel alternativo ao diesel de petroleo e é definido,
principalmente, como éster metilico ou etilico de &cido graxo (abreviado como FAME
ou FAEE, do inglés fatty acid methyl ester e fatty acid ethyl ester) resultado da
transesterificacdo de 6leos vegetais ou gordura animal com alcoois de cadeia curta na
presenca de um catalisador. Nesse processo, além do FAME, glicerol também é gerado
como subproduto. O produto final obtido pode ser utilizado puro, ou misturado ao diesel
em diferentes propor¢des e ja vem sendo utilizado em muitos paises como combustivel
para varios tipos de motores a diesel e 6leo para aquecimento (SALVI e PANWAR,
2012).

O Brasil se destaca no panorama mundial do biodiesel devido a sua grande
diversidade em grdos, de onde ¢ extraido o 6leo vegetal, e a criacdo de animais bovinos,
que fornecem gordura animal. Até o ano de 2010, ja havia sido realizada a substitui¢éo
de todo diesel consumido no Brasil pelo B5 (composto de 5% de biodiesel e 95% de
diesel). Estima-se que, até 2021, o B20 (composto de 20% de biodiesel e 80% de diesel)
seja introduzido no mercado de combustiveis brasileiro (POUSA et al., 2007).

Uma expanséo significativa da industria do biodiesel resultaria na geragéo de
grandes quantidades de glicerol, sendo que para cada tonelada de biodiesel obtido, sdo
gerados 100 Kg de glicerol, onde esse excedente provocaria efeitos adversos a
economia do biodiesel (BOWKER et al., 2008). Neste contexto, teme-se que 0 excesso
de glicerol produzido possa ser descartado de maneira errada no meio ambiente
(COSTA, 2008). Sendo assim, tém-se buscado alternativas para a utilizacdo do
excedente de glicerol, sendo a bioconversdo de glicerol por via fermentativa uma

alternativa que agrega valor a produtividade da industria de biodiesel (SILVA et al.,



2009). Uma forma alternativa de valorizacdo de glicerol pode ser através da sua
utilizacdo como fonte de energia para producdo de O6leo microbiano por micro-
organismos oleaginosos (PAPANIKOLAOQOUS et al., 2008).

Tais micro-organismos referidos como oleaginosos sdo aqueles capazes de
armazenar grandes quantidades de lipideos em corpusculos intracelulares na forma de
triacilglicerdis. Pela estrutura e composicdo desses Oleos serem semelhantes aos de
Oleos vegetais comuns, tais lipideos poderiam contribuir para cobrir a crescente
demanda de 6leos (RATLEDGE C, 2002).

A levedura Yarrowia lipolytica ¢ uma das espécies de leveduras “ndo
convencionais” mais estudadas devido a sua capacidade de gerar produtos de grande
interesse industrial, e entre esses produtos destaca-se o lipideo intracelular. Além disso,
é possivel a utilizacdo de glicerol como fonte de carbono para o cultivo de tal levedura
(PAPANIKOLAOQUS et al., 2002).

Visto o grande potencial desta levedura na producdo de lipideos e sua
capacidade de utilizar glicerol como fonte de carbono, o presente estudo busca
selecionar cepas de Yarrowia lipolytica que sejam boas produtoras de lipideos
intracelulares utilizando glicerol bruto no meio de cultivo, além de estudar a influéncia
dos sais do meio de cultivo da cepa selecionada, permitindo assim a obtencdo de um

processo integrado de producéo de biodiesel.



OBJETIVOS

O trabalho tem como objetivo selecionar cepa(s) de Yarrowia lipolytica que

acumule(m) elevado teor lipidico ao utilizar glicerol bruto como fonte de carbono e de

energia, bem como estudar a influéncia dos sais no meio de cultivo através de um

planejamento experimental.

1)

2)

3)

4)

Os objetivos especificos foram:

Analisar a cinética de acimulo de lipideo e de produgdo de biomassa das seis
cepas estudadas em frascos de Erlenmeyer agitados utilizando glicerol bruto
proveniente da producéo de biodiesel como fonte de carbono.

Selecionar cepa(s) de Yarrowia lipolytica que seja(m) mais promissora(s) em
relagdo ao acumulo de lipideo, utilizando uma técnica fluorimétrica de
quantificacdo de lipideos.

Testar a substituicdo da glicose do meio de cultivo YPD pelo glicerol bruto
como fonte de carbono para producao do pré-indculo.

Estudar a influéncia dos sais do meio de cultivo no acimulo de dleo intracelular
para a cepa selecionada através da ferramenta do planejamento experimental de

Plackett—Burman.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

I11.1. Biodiesel

A energia tem sido através da historia a base do desenvolvimento das
civilizagBes. E crescente a necessidade energética para a producéo de alimentos, bens de
consumo, servicos, producéo, lazer e para promover 0s desenvolvimentos econémicos,
sociais e culturais (SANTQOS, 2008).

Contudo, estas fontes de energia sdo conhecidamente poluidoras e o constante
aumento da demanda por fontes de energia, as mudancas climaticas causadas pelo
aquecimento global e o esgotamento das reservas de petroleo de facil extracdo, junto a
um desenvolvimento  socioecondémico intenso, principalmente nos  paises
subdesenvolvidos, tém incentivado a utilizacdo de compostos renovaveis, que possam
substituir, mesmo que parcialmente, os combustiveis de origem fossil (FERRARI et al.,
2005).

Os atuais esfor¢os a favor da reducdo da poluicdo ambiental e a crise energética
tém estimulado a producdo de biocombustiveis. A economia global tem mantido o seu
crescimento e a demanda por energia limpa e recursos renovaveis encontra-se em
continuo aumento. A utilizacdo dos biocombustiveis, em geral apresenta varios
beneficios (DEMIRBAS, 2007).

Neste contexto, os 6leos vegetais e gorduras animais transesterificados aparecem
como potencial alternativa para substituicdo do 6leo diesel em motores de ignicao por
compressdo, sendo o seu uso testado no final do século XX, produzindo resultados
satisfatorios no préprio motor a diesel (PINTO et al., 2005). O combustivel obtido do
processo de transesterificacdo dos 6leos € denominado de biodiesel. Esta possibilidade
de emprego de combustiveis de origem agricola em motores de ciclo diesel é bastante
atrativa tendo em vista ser uma fonte renovavel de energia (HALIM et al., 2011).

De acordo com a Resolucdo n° 7 de 19 de margo de 2008 da Agéncia Nacional
de Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel é definido como um
combustivel composto de alquil-ésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de
oleo vegetal ou gordura animal conforme a especificacdo contida no Regulamento
Técnico ANP n°. 42/2004, que integra a referida resolucdo (ANP, 2004). A Lei n°

11.097, publicada em 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na matriz energética



brasileira e ampliou a competéncia administrativa da ANP e esta assumiu a atribuigao
de regular e fiscalizar as atividades relativas a produgdo, controle de qualidade,
distribuicéo, revenda e comercializacdo do biodiesel e da mistura 6leo diesel/biodiesel.

Economicamente, para que o biodiesel tenha um papel ativo no mercado de
energia, sendo mais do que um aditivo, 0 mesmo precisa ser produzido em um custo
mais baixo e atender as especificacdes brasileiras e internacionais (QUINTELLA et al.,
2009). Nesse caso, alguns aspectos importantes como o aumento da eficiéncia do
processo de producdo, uso de matérias-primas de baixo custo, desenvolvimento de um
catalisador de custo efetivo e a utilizagdo sustentavel das terras na agricultura, devem
ser considerados (LIN et al., 2001).

O biodiesel é um combustivel limpo, do ponto de vista ambiental, uma vez que é
renovavel e menos poluente. Quando queimado no motor a diesel, libera 50% menos
material particulado e 98% menos enxofre que o diesel de petréleo, o que ndo provoca a
emissdo de (SO, e SOs), poluentes danosos a qualidade do ar e responsaveis pela
chamada chuva &cida. Devido as propriedades fisico-quimicas semelhantes ao diesel de
petréleo, pode ser usado diretamente em motores convencionais, necessitando de
minimas modificacBes para operar. Também pode ser usado puro ou em mistura, uma
vez que se mistura facilmente com o diesel de petréleo, tornando-se um aditivo e ndo
requer armazenamento especial (ARANDA et al., 2003).

O biodiesel € um combustivel derivado de fontes renovaveis como 0leos
vegetais e gorduras animais. No caso das fontes de 6leos vegetais, existem diferentes
espécies de oleaginosas no Brasil das quais se podem produzir o biodiesel, entre elas a
mamona, dendé, girassol, babacu, soja e algoddo (MNE, 2007).

A principal tecnologia para obtencdo de biodiesel € a transesterificacdo alcalina
homogénea de 0Oleos e gorduras. Nessa reacdo, 0leos ou gorduras, que sdo compostos
basicamente de tri-ésteres da glicerina com acidos graxos, sdo misturados ao metanol ou
etanol e na presenca de um catalisador, fornece uma mistura de ésteres metilicos ou
etilicos de acidos graxos e glicerina (SUAREZ et al., 2009). A reacdo pode ser
representada pela equacéo ilustrada na Figura Il1.1a.

A reacdo € reversivel e por essa razdo utiliza-se excesso de alcool para
direcionar o equilibrio da reacdo para o lado do produto. Na primeira etapa ocorre a
conversdo do triglicerideo para diglicerideo, seguido pela conversdo do diglicerideo

para monoglicerideo e do monoglicerideo para glicerol, fornecendo uma molécula de



éster de cada glicerideo a cada etapa (Figura I1l.1b) (GANASAN, RAJENDRAN,
THANGAVELU, 2009)

A razdo molar entre alcool e triglicerideo € um dos parametros que mais afeta o
rendimento de uma reacdo de transesterificacdo. Embora a razdo molar estequiométrica
seja 3:1, razbes molares maiores normalmente sdo utilizadas a fim de promover
melhores conversdes em menor tempo. (BALAT, BALAT, 2008).

Quanto ao tipo de catalisador, o processo comercial mais utilizado para a
producdo do biodiesel € a transesterificacdo quimica que utiliza catalisadores alcalinos
(hidréxido de so6dio ou potéssio) que apresentam custo relativamente baixo (AKOH et
al., 2007).

Apbs a reacdo de transesterificacdo que converte a matéria graxa em ésteres
(biodiesel), a massa reacional final é constituida de duas fases, separdveis por
decantacdo e/ou centrifugacdo. A fase mais pesada € composta de glicerina bruta,
impregnada dos excessos utilizados de alcool, 4gua e de impurezas inerentes & matéria-
prima. A fase menos densa é constituida de uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos,
conforme a natureza do alcool originalmente adotado, também impregnado de alcool e
de impurezas (SBRT, 2007).
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A Unido Europeia € o maior produtor de biodiesel do mundo, produzindo cerca
de 10,3 milhdes de litros de biodiesel em 2013, e em termos de volume, representa cerca
de 70% do total do mercado de biocombustiveis nos transportes. O governo garante
incentivo fiscal aos produtores, aléem de promover leis especificas para o produto,
visando melhoria das condi¢cdes ambientais através da utilizacdo de fontes de energia
mais limpas. A tributacdo dos combustiveis de petréleo na Europa, inclusive do o6leo
diesel mineral, é extremamente alta, garantindo a competitividade do biodiesel no
mercado. No mercado internacional, o biodiesel produzido tem sido usado em veiculos
de passeio, transporte de estrada e off-road, frotas cativas, transporte publico e geracédo
de eletricidade. O maior pais produtor de biodiesel é a Alemanha, responsavel por cerca
de 42% da producdo mundial. Sua producdo é feita a partir da colza, produto utilizado
principalmente para nitrogenacdo do solo. A extracdo do Oleo gera farelo proteico
destinado a racdo animal. O Gleo é distribuido de forma pura, isento de mistura ou
aditivos, para a rede de abastecimento de combustiveis compostas por cerca de 700
postos (BIODIESELBR, 2010).

No Brasil, a producdo e comercializagdo de biodiesel possuem importantes
vantagens devido a grande disponibilidade de matéria-prima para sua obtencdo e ao
crescimento continuo da industria de 6leos vegetais e etanol (OLIVEIRA et al., 2008).
Segundo o boletim mensal de biodiesel de novembro de 2013, existem 67 plantas
produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP para operacdo no Pais, correspondendo a
uma capacidade total autorizada de 22.619,06 m*/dia. Destas 67 plantas, 65 possuem
autorizacdo para comercializacdo do biodiesel produzido, correspondendo a 21.715,04
m*/dia de capacidade autorizada para comercializacdo. As matérias-primas utilizadas
para a producdo de biodiesel no Brasil compreendem principalmente, o 6leo de soja
com aproximadamente 70% da producdo, seguido da gordura animal (22 %), 6leo de
algodéo (2 %) e outros materiais graxos (3 %). De acordo com a resolugdo n°6 de 16 de
setembro de 2009 (ANP, 2009), ja estd em uso desde janeiro de 2010 a adi¢do de cinco
por cento, em volume, de biodiesel ao o0leo diesel, conhecido como B5. A Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) estimou que essa mistura
trouxesse ao pais uma economia da ordem de US$ 1,4 bilh&o por ano devido a queda
das importagdes de diesel e reducdo de 3% da emissdo de dioxido de carbono (CO,) em
decorréncia da queima do combustivel no pais (BIODIESELBR, 2010)



No entanto, com o aumento crescente da producdo do biodiesel, existe uma
grande preocupacdo com a problemética da assimilacdo da grande quantidade de
glicerol pelo mercado mundial. Este cenario indica que a viabilizacdo comercial do
biodiesel passa pelo consumo deste volume extra de glicerol que estd sendo gerado,
buscando aplicagdes de larga escala e agregando valor a cadeia produtiva (ARRUDA,
RODRIGUES e FELIPE, 2007), sendo de urgéncia encontrar formas alternativas para

converter este substrato em produtos de valor agregado.

111.2. Glicerol

Glicerol é o nome comum do composto organico 1,2,3-propanotriol (Figura
I11.2), o qual esta presente em diferentes espécies, incluindo protistas unicelulares e
mamiferos. No entanto, ¢ dificil encontrarmos o glicerol na sua forma “livre” nesses
organismos, pois geralmente se encontra como um triglicerideo combinado como, por
exemplo, a &cidos graxos como os acidos oleico, palmitico e estearico(ARRUDA et al.,
2006).

ITI
H—C—OH
HO—C—H
H—(—OCH
H

Figura 1. 2: Estrutura do glicerol.

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do glicerol (Tabela I11.1) destacam-se
as propriedades de ser um liquido oleoso, incolor, viscoso e de sabor doce, solivel em
agua e alcool em todas as proporc¢des e pouco soluvel em éter, acetato de etila e dioxano
e insoltvel em hidrocarbonetos (LOPES et al., 1999).

Varios niveis e designagdes de glicerina estdo disponiveis comercialmente. Eles

diferem um pouco em seu conteido de glicerol e em outras caracteristicas, tais como
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cor, odor e impurezas. O termo glicerol aplica-se somente ao componente quimico puro
1,2,3-propanotriol. O termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais purificados,
normalmente, contendo pelo menos 95% de glicerol. A chamada glicerina loira é
normalmente utilizada para designar a glicerina oriunda dos processos de producdo do
biodiesel onde a fase glicerinosa sofreu um tratamento acido para neutralizacdo do
catalisador e remocdao de &cidos graxos eventualmente formados no processo. Em geral,
esta glicerina contém cerca de 80% de glicerol, além de dgua, metanol e sais dissolvidos
(MOTA et al., 2009).

Tabela I11. 1: Propriedades fisico-quimica do glicerol (SIDS, 2002).

Propriedade Valor/Expressdo
Forma fisica Liquido
Pureza 95-99,5%
Densidade (20°C) 1,26hg/m?3
Viscosidade (20°C) 1410mPa
Ponto de fuséo 18°C
Ponto de ebuligdo (1013 hPa) 290°C
Ponto de inflamagéo 160°C
Calor especifico (25°C) 2,435 J/mol
Calor de evaporacédo 55°C 88,12 J/mol
Condutividade térmica 0,28W/(m.K)
Calor de formacéo 667,8 KJ/mol
Tensdo superficial (20°C) 63,4mN/m
pH (Solugéo) Neutra

Devido a combinacdo de propriedades fisico-quimicas como ndo toxicidade,
auséncia de cor e odor, o glicerol é uma substancia com grande variedade de aplicacGes.

Na induastria de alimentos, o glicerol € utilizado como aditivo alimentar em
fungéo de suas propriedades estabilizantes, aintioxidantes sequestrantes, emulsificantes
e umectantes (ARRUDA et al., 2007). Como produto farmacéutico sua aplicacéo deve-
se & sua alta viscosidade, o que permite a sua utilizacdo em xaropes. Também, é
considerado como um agente crioprotetor em micro-organismos, pois nao permite a
formacgéo de cristais de gelo na célula, mantendo a estabilidade da parede celular e
viabilidade da mesma durante o processo de congelamento para sua conservagdo. A
Figura 111.3 apresenta algumas das aplicagdes do glicerol em alguns setores industriais
(ARRUDA, 2006).
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Figura I11. 3: Aplicagdes do glicerol no setor industrial (ARRUDA et al., 2007).

Este produto, em sua forma pura, como ja foi descrito, possui inumeras
aplicacBes nas industriais farmacéuticas, alimenticias e cosméticas. No entanto, 0s
residuos de glicerol precisam de purificacdo adicional, a fim de ser utilizado em tais
aplicacdes industriais. Segundo GLACONCHEMIE (2008), a introducdo de diferentes
etapas para a purificacdo e o custo tornam a sua utilizacio menos viavel
economicamente, visto que os custos de implantacdo de uma fabrica para purificacdo da
glicerina bruta sdo maiores que 0S necessarios para instalacdo da propria planta de
producdo do biodiesel. Além disso, o faturamento obtido com a purificacdo de todos os
componentes presentes na glicerina bruta gera apenas de 10 a 15% do volume de
negécios do biodiesel. Fabricas com capacidade de producdo menor que 50.000 a
70.000 t/ano de biodiesel, em geral, ndo conseguem cobrir os custos de producéo,
investimento e capital com a venda da glicerina refinada.

No caso do biodiesel, dependendo da matéria-prima utilizada para sua producéo,
o residuo de glicerol obtido tem varios compostos quimicos considerados contaminantes
que lhe conferem um baixo valor. Os contaminantes mais comuns sdo o0 metanol e o
sabdo, bem como os compostos de fosforo, potassio, célcio, silicio, soédio e zinco em
quantidades diferentes, além de agua, sais, ésteres, alcool e 6leo residual (RYWINSKA
et al., 2012). Na tentativa de diminuir os futuros problemas derivados da acumulacao de
glicerol bruto e para tornar a producdo de biodiesel mais competitiva, é necessario
buscar alternativas para o uso desse residuo gerado nesta producdo (ABAD, 2012).

Uma das formas de valorizagdo do glicerol é sua bioconversdo a produtos de
interesse industrial, aonde tem sido utilizado com sucesso como uma unica fonte de

carbono para a producdo de alguns produtos de valor agregado por varias bactérias,
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leveduras, fungos filamentosos e microalgas, sob condigdes aerdbicas e anaerdbicas. A
substituicdo de uma fonte de carbono tradicional, como a glicose, para fontes menos
onerosas tem um impacto positivo na economia do bioprocesso. A redu¢do do custo dos
meios de crescimento com o minimo de efeitos indesejaveis é fundamental para uma
potencial aplicacdo industrial. Neste cenério, o glicerol bruto como um subproduto
industrial disponivel em grandes quantidades parece ser uma utilizacdo ideal (DA
SILVA et al., 2009).

Entretanto, o principal problema para a utilizacdo de glicerol residual em
processos fermentativos € a grande quantidade de sais de cloro presentes, oriundos da
producdo de biodiesel via catélise basica, o qual pode inibir o crescimento microbiano e
diminuir a formacédo de produtos. Por outro lado, o glicerol residual contém elementos
nutricionais como fdsforo, magnésio, calcio, enxofre, nitrogénio e sédio que sdo
possiveis de serem utilizados pelos micro-organismos para 0 seu crescimento durante 0s
processos fermentativos (ITO et al., 2005).

A conversdo microbiol6gica do glicerol a varios produtos e sua utilizacdo como
fonte de carbono para o crescimento microbiano, tem sido foco de diversos estudos.
Atualmente a principal técnica de valorizacdo biotecnoldgica de glicerol residual é sua
biotransformacdo a 1, 3-propanodiol, um composto de grande importancia para a
industria téxtil e quimica. Além do propanodiol, o glicerol também tem sido utilizado
como substrato para producdo por micro-organismos de outros metabolitos de
importancia industrial, tais como enzimas, proteinas unicelulares, etanol, pigmentos,
biossurfactantes, acidos orgénicos e 0Gleos pelos micro-organismos oleaginosos
(PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2009).
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111.3. Oleos microbianos como matéria prima para producéo de biodiesel

A crescente demanda do biodiesel de 1% geracdo (FAMEs decorrentes da
transesterificacdo principalmente de 6leos vegetais) leva a necessidade da descoberta de
fontes ndo convencionais de dleos, que poderiam ser posteriormente convertidos em
biodiesel. Os micro-organismos oleaginosos sdo considerados como potenciais
candidatos para a producdo deste lipideo que iria resultar na geracdo do chamado
biodiesel de 22 geracao, produzidos a partir dos micro-organismos oleaginosos crescidos
em residuos agro-industriais, como lodo de esgoto, hidrolisados de hemiceluloses,
glicerol residual, etc, ou o biodiesel de 3% geracao derivado de lipideos produzidos por
microalgas oleaginosas, com o carbono sendo obtido pelo sequiestro de CO, atmosférico
(PAPANIKOLAOU e AGGELLIS, 2011). Isso devido a necessidade de atender o rapido
crescimento da producdo de tal biocombustivel, e também por apresentar vantagens se
comparado aos 0Oleos vegetais (CHRISTOPHE et al. 2012).

Nesse contexto, alguns problemas vém sendo relatados quanto a utilizacdo de
fontes oleaginosas para a sintese de biodiesel. Um dos gargalos identificados é o uso do
solo para a agroinddstria das oleaginosas de modo a atender a demanda interna e de
exportacdo de biocombustiveis, além de competir com a industria de alimentos para
culturas oleaginosas. O outro € referente ao consumo de agua doce, que ja comeca a
preocupar, tendo em vista o desequilibrio do ciclo hidrolégico, sendo consumidas
centenas de litros de agua para cada quilo de grdo de culturas oleaginosas (BRANDINI,
2011).

Além disso, um grande revés na comercializacdo do biodiesel é o seu alto custo
de producdo comparado com o diesel convencional, representando 60 a 95% do custo
global do combustivel se a matéria-prima é composta de 6leos vegetais. E esperado que
0s Oleos microbianos sejam economicamente rentaveis como matéria prima para a
producdo de biodiesel se forem obtidos a partir de substratos a base de residuos com
baixo ou nenhum valor agregado (CHRISTOPHE et al., 2012).

Assim, a busca de outras matérias-primas tem se intensificado e evoluido muito
nos ultimos anos. Portanto, € necessario explorar novas matérias-primas que (1)
entregue beneficios ambientais superiores em comparacao aos materiais fossilizados, (2)
sejam economicamente competitivas, (3) possam ser produzidas em quantidades
suficientes para atender as demandas de energia, (4) proporcionem um ganho liquido de

energia sobre as fontes de energia utilizadas para produzi-lo, e (5) ndo compitam com a
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producdo alimentar. O dleo microbiano se encaixa nesses requisitos e, portanto, muita
atencdo tem sido dada para a exploracdo de 6leos microbianos.

Os micro-organismos tém algumas vantagens sobre 0s vegetais para producao de
lipideos, tais como ciclos de vida curtos, menor demanda no espaco, independéncia de
sazonalidade e clima, facilidade de escalonamento, além de ndo necessitar de terra
aravel e ndo competir com a producdo de alimentos (SUBRAMANIAM et al., 2010).

I11.4. Micro-organismos oleaginosos

Todos os micro-organismos sintetizam lipideos para as funcbes essenciais de
suas estruturas membranosas. No entanto, alguns deles podem acumular e armazenar
mais de 20% do seu peso seco em lipideos, sendo chamados de "organismos
oleaginosos". Sob determinadas condicGes de cultivo, este valor pode aumentar até 70%
da sua biomassa (RATLEDGE e WYNN, 2002).

Os micro-organismos oleaginosos (leveduras, bolores, e algas) sdo considerados
como potenciais candidatos para a producdo de lipideos que iria resultar na chamada
segunda geracdo de biodiesel. Especificamente as leveduras oleaginosas, com a sua
forma unicelular, sdo considerados como os mais adequados organismos que tém sido
utilizados como ferramentas na compreensdo de varios fendmenos da bioquimica
lipidica (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011).

Uma grande variedade de substratos tem sido utilizada como fonte de carbono
para 0s micro-organismos oleaginosos, tais como acgucares ou residuos enriquecidos em
acucar, polissacarideos, N-acetilglucosamina, hidrolisados de varios produtos ou
subprodutos, Oleos vegetais, acidos graxos livres, subprodutos ou residuos graxos, n-
alcanos, etanol, glicerol e acidos organicos (PAPANIKOLAOU e AGGELLIS, 2011).

A ocorréncia de lipideos, como compostos de reserva, é difundida entre varios
organismos, como em fungos, plantas e animais, e bactérias. A capacidade de
acumulacdo de lipideos é determinada pela constituicdo genética, sendo que os teores
maximos de lipideos atingiveis podem variar enormemente entre espécies e até entre
cepas individuais. De acordo com diferentes micro-organismos e condic¢Oes de cultura
(tais como temperatura, pH, tempo de cultura, etc), o conteddo e a composicdo do 6leo
sdo variaveis (ROSSI et al., 2011).
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Entre os micro-organismos heterotroficos, as leveduras, sendo unicelulares,
desprovidas de endotoxinas, passiveis de melhoramento genético e apropriadas para
fermentacdo em larga escala, sdo particularmente atraentes para o desenvolvimento de
abordagens biotecnoldgicas (BEOPOULQOS, NICAUD e GAILLARDIN, 2011).

As espécies de leveduras oleaginosas mais conhecidas incluem os géneros de
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus, Trichosporon e Yarrowia. Em média
estas leveduras acumulam 40% lipideos em sua biomassa, entretanto em condicGes de
limitacdo de nutrientes, elas podem acumular até 70% de lipideos. No entanto, o
conteudo e perfil lipidico diferem entre espécies. Yarrowia lipolytica acumula lipideos
para 0s niveis mais baixos do que outras espécies de oleaginosas, mas € a Unica levedura
conhecida por ser capaz de acumular uma porcentagem elevada de &cido linoleico
(BEOPOULOS et al., 2009).

Os lipideos microbianos sdao compostos principalmente de triacilglicerdis
(TAGs), mas também podem ser encontrados acidos graxos livres, outros lipideos
neutros (tais como monoacilgliceréis, diacilglicerdis), esterdis e fragGes polares (por
exemplo, fosfolipideos, esfingolipideos, glicolipideos) (FAKAS et al., 2009).

A formagdo de lipideos comeca durante a fase exponencial tardia e continua
durante a fase estacionaria (RASCHKE e KNORR, 2009). O mesmo se inicia quando
um elemento do meio torna-se limitante e a fonte de carbono esta presente em excesso.
Muitos elementos podem induzir acdimulo de lipideos. A limitacdo de nitrogénio é
geralmente utilizada nos estudos de acumulacdo de lipideos em micro-organismos,
sendo a condicdo mais facil de controlar e é geralmente o tipo mais eficiente de
limitacdo para induzir a acumulacdo de lipideos em micro-organismos. Durante a fase
de crescimento, o fluxo de carbono ¢é distribuido entre os quatro pools
macromoleculares (polissacarideos, lipideos, acidos nucleicos e proteinas). O nitrogénio
é essencial para a sintese de proteina e de acido nucleico que sdo necessarios para a
proliferacdo celular. No entanto, em condi¢fes de limitacdo de nitrogénio, a taxa de
crescimento diminui rapidamente, ao passo que a taxa de assimilacdo de carbono
diminui de forma mais gradual. Isto resulta na canalizacdo preferencial do fluxo de
carbono para a sintese de lipideos (RYWINSKA et al., 2012).

As moléculas de armazenamento se acumulam em um compartimento
especializado da célula conhecido como corpusculos lipidicos (CL) (Figura 111.4). Tais

compartimentos consistem de um nucleo lipidico envolto em uma monocamada de
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fosfolipidios, dentro das quais muitas proteinas com diversas atividades bioquimicas sao
incorporadas. Vérias destas proteinas metabolizam lipideos e, portanto, o CL
provavelmente desempenha um papel fundamental ndo s6 no armazenamento de
lipideos, mas também na biossintese, no metabolismo e na degradacdo de lipideos. A
formacdo e a funcdo do CL estdo intimamente ligadas a sintese de TAG e de esteril
ésteres (ZWEYTICK et al., 2000)

Figura Il1. 4: Corpusculo lipidico em Yarrowia lipolytica (FICKERS., et al., 2005).

Se micro-organismos ndo oleaginosos sdo colocados no mesmo meio de
limitacdo de nutrientes, a proliferacao celular também tende cessar, e € mantido o fluxo
de carbono para a célula, mas, neste caso, o carbono é convertido em Varios
polissacarideos, incluindo glicogénio, glucanas e mananas. 1sso é devido a auséncia do
aporte enzimatico responsavel pelo acimulo de lipideo (BEOPOULOQOS et al., 2009).

Durante a transicdo entre a fase de crescimento (producdo de biomassa) e a fase
de acumulo de lipideos (diminuicdo da taxa de crescimento, devido a limitacdo de
nutrientes e ao desvio do excesso de carbono para a producédo de lipideos), algumas vias
sdo reprimidas (sintese de &cido nucleico e proteinas), ao passo gque outras sao induzidas
(sintese de &cidos graxos e triglicerideos). Além disso, durante a fase de acumulacéo,
precursores (acetil-CoA, malonil-CoA e glicerol) e energia (ATP, NADPH) séo
necessarios para a sintese de lipidos (RATLEDGE, 2002).
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I11.5. Yarrowia lipolytica

A levedura Yarrowia lipolytica, espécie utilizada no estudo, € uma das leveduras
“nao convencionais” mais estudadas, que atualmente é usada como modelo para o
estudo de diversas areas como acumulagdo de lipideos, secrecdo de proteinas, biogénese
de peroxissomos, dimorfismo, degradacdo de substratos hidrofébicos, etc (FICKERS,
2004).

E um micro-organismo considerado ndo-patogénico. A maioria das cepas €
incapaz de crescer acima de 32°C, é estritamente aerobio, eucariético, do reino Fungi,
sendo taxonomicamente pertencente a classe dos Hemiascomicetos e a familia
Dipodascacea, e ¢ normalmente isolada de ambientes ricos em substratos hidrofébicos
incluindo alcanos, 6leos, gorduras e 4cidos graxos. E possivel de ser isolada a partir de
produtos ricos em lipideos e proteinas, tais como queijos e salsichas. A levedura
Yarrowia lipolytica € uma das espécies predominantes em queijos Camembert, sendo
frequentemente encontrado em concentracdes superiores a 10°-10” UFC. Tal levedura
também pode ser isolada do solo, esgotos e ambientes poluidos. Esta ocorréncia de
Yarrowia lipolytica correlaciona-se aos mecanismos sofisticados desenvolvidos para o
uso de tais substratos hidrofobicos como fonte de carbono através de suas atividades
extracelulares lipoliticas e proteoliticas, e também com o seu forte crescimento a 5-10°C
(BARTH e GAILLARDIN, 1997 e FICKERS, 2004).

O sequenciamento do seu genoma revelou que 0 organismo esta distantemente
relacionado com a convencional levedura Saccharomyces cerevisiae, que
particularmente, apresenta uma ampliacdo de familias de proteinas e genes envolvidos
na utilizacdo dos substratos hidrofébicos (COELHO et al., 2010).

A maioria dos isolados sdo hapldides, ainda que diploides estaveis também
existam, podendo ser induzidas a formar ascos. Na natureza, as leveduras crescem como
uma mistura de gemulagdo, pseudo-hifas e hifas septadas verdadeiras. A transicdo
dimorfica da forma de levedura para hifas (ou vice versa) pode ser facilmente induzida
in vitro atraves da modificacdo de pH e temperatura, fonte de carbono e de nitrogénio
ou na presenca de compostos especificos em meios de cultura (RYWINSKA, 2012).

O genoma de Yarrowia lipolytica foi sequenciado h& onze anos e as caracteristicas
incomuns mais importantes deste genoma sdo: o tamanho (20,5 Mbps, o dobro do
tamanho do genoma de S. cerevisiae), relativamente elevado teor de G+C (49%),

estrutura atipica dos centrdmeros cromossomiais e origens de replicacdo, um elevado
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namero de genes de RNAt, 6449 genes codificadores de proteinas (uma ORF por 3
kpb), e 1083 introns (RYWINSKA, 2013).

Previamente, algumas nomeacdes foram dadas a atualmente conhecida Yarrowia
lipolytica, como por exemplo, Candida lipolytica, Endomycopsis lipolytica e
Saccharomycopsis lipolytica. Ela tem sido o Unico tdxon conhecido no género
Yarrowia, mas recentemente algumas espécies de Candida, incluindo Candida
deformans, Candida galli e Candida yakushimensis foram propostos como novos
membros do clado Yarrowia (KURTZMAN, 2005). Além disso, a cariotipagem e
anélises de RAPD-PCR revelam uma variabilidade significativa do genoma de cepas de
Yarrowia lipolytica provenientes de diferentes regides geogréaficas (NAUMOVA, 2010).

Essa levedura é diferente dos modelos celulares mais estudados —
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe (consideradas leveduras
“convencionais”) — em relagdo a fisiologia, genética e biologia molecular e, portanto,
pertence ao grupo das leveduras “ndo-convencionais”, sendo a espécie mais estudada
desse grupo devido a sua capacidade de gerar produtos de grande interesse industrial
como lipases, aromas, acidos organicos, proteinas e Oleos microbianos
(PAPANIKOLAOU et al., 2002). Alguns estudos demonstrando a importancia da
levedura Yarrowia lipolytica na sintese de produtos industriais ao utilizar glicerol como

fonte de carbono estdo descritos na Tabela I11.2.
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Tabela I11. 2: Sumario de alguns estudos realizados para a producédo de varios metabdlitos por
Yarrowia lipolytica utilizando glicerol como fonte de carbono (RYWINSKA, 2013)

Substrato Produto

Referéncia

Glicerol puro Acido alfa-cetoglutérico
Acido citrico e invertase
Acido pirtvico
Acido succinico
a-Amilase
Lipase
Biosurfactante

Glicerol residual Acido citrico
Acido citrico e Eritritol
Eritritol
Manitol

Manitol e Acido acético

YU etal. (2012)
LAZAR et al. (2011)
MORGUNOQYV et al. (2004)
YUZBASHEV et al. (2010)
CHANG et al. (1997)

LEE et al. (2007)
FONTES et al. (2010)
RYWINSKA et al. (2010)
RIMOWICS et al. (2010)
RIMOWICS et al. (2009)
TOMASZEWSKA et al. (2012)
CHATZIFRAGKOU et al. (2011)

Acido graxo poliinsaturado SCOTT etal. (2011)
Lipideos PAPANICOLAOU et al. (2002)

Biomassa TACCARI et al. (2012)

O primeiro interesse por esta levedura foi observado no final da década de 1960,
devido a sua capacidade de utilizar n-parafina como fonte de carbono para a producéo
de proteinas celulares (single-cell protein), assim como &cido citrico e &cido 2-
cetoglutérico. Isto resultou em um amplo conhecimento de seu cultivo em
fermentadores de grande escala (RYWINSKA, 2013) (FICKERS, 2004). A levedura
Yarrowia lipolytica foi classificada como “Geralmente Reconhecido como Seguro” para a
producdo de acido citrico pela Agencia Norte-Americana de Medicamentos e Produtos
Alimentares (COELHO et al., 2010).

Yarrowia lipolytica também é conhecida como uma espécie secretora de enzimas.
As estirpes pertencentes a essa espécie secretam principalmente proteases, lipases e
RNases. Os genes que codificam proteinas secretadas contribuiram para desenvolver
ferramentas da engenharia genética. Mais de 40 proteinas de diferentes origens foram
expressas com sucesso. Nos ultimos anos, as expressdes bem sucedidas dos seguintes
genes exogenos foram relatadas: tirosinase, epoxido hidrolase, esterase termoestavel e
invertase (CASAREGOLA et al., 2000).

Em relacdo a producéo de lipideos pela levedura, em alguns casos, em vez de
acumular de lipideos ou simultaneamente a isso, Yarrowia lipolytica também pode

secretar acido citrico para o meio de cultura. E interessante notar que muitas
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publicacdes confirmaram que o aumento da producdo de &cido citrico por cepas da
levedura ocorre apenas em meios limitados em nitrogénio nos quais o pH é superior a
4,5 (RYWINSKA, 2013).

Em um estudo realizado por MAKRI et al. (2010) foram identificados 3 fases
distintas do metabolismo de Y. lipolytica crescida em meio contendo glicerol como
fonte de carbono: producéo de biomassa, fase lipogénica e producédo de &cido citrico.

Sob condicdes limitadas de nitrogénio em meio utilizando glicerol, os lipideos
da levedura Yarrowia lipolytica foram representados principalmente por &cidos oléico,

linoléico, palmitico e &cido palmitoléico (MAKRI et al., 2010).

111.6. Bioquimica do acimulo de lipideos

Os lipideos podem ser acumulados através de duas vias diferentes: (1) sintese
“de novo”, envolvendo a produgdo, em condigdes definidas, de precursores de acidos
graxos, como o acetil e malonil-CoA e sua integracdo na via biossintética de
armazenamento de lipideos quando 0s micro-organismos sdo crescidos em meios que
contenham fonte de carbono nao hidrofobicos e (2) a via de acumulagdo “ex novo”,
envolvendo a absor¢do de acidos graxos, 6leos e triacilglicerois (TAG) a partir do meio
de cultura e a sua acumulacdo na forma inalterada ou modificada dentro da célula. Esta
via exige a hidrolise do substrato hidrofébico (HS), o transporte dos acidos graxos
liberados dentro da célula, a sua re-montagem em TAG e fracdes de esteril éster (SE) e
sua acumulacéo dentro do CL (BEOPOULOS et al., 2009).

111.6.1. Via de novo

O acumulo de lipideos celulares “de novo” é um processo bioquimico anabolico
em que, em virtude da série de reacBes de B-oxidagdo, o acetil-CoA produzido pelo
metabolismo celular intermediario, gera acidos graxos. Os acidos graxos sdo entdo
esterificados com glicerol gerando lipidios estruturais (fosfolipidios, esfingolipidios,
etc) e de reserva (principalmente TAGs). Com a excecdo de celulose e metanol, um
namero elevado de fontes de carbono tem sido considerado como substratos para a

biossintese “de novo” de lipideo a partir de micro-organismos oleaginosos. Meios a
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base de aglcares simples, como glicose e frutose, lactose, sacarose, soro de leite,
melaco, além do glicerol, tém sido utilizados. Além disso, a utilizagdo de substratos a
base de agucares complexos em comparacdo com a glicose tais como polissacarideos
(amido e pectina) tem sido estudada. Embora os substratos acima sejam metabolizados
da mesma forma, em alguns casos, a composicdo de acidos graxos produzidos

apresentam diferencas notaveis.

Em uma série de investiga¢fes, foi demonstrado que 0S micro-organismos
oleaginosos ndo possuem um sistema hiperativo de biossintese de acidos graxos, mas
sdo capazes de produzir em quantidades significativas, acetil-CoA, a unidade bésica da
biossintese de &cido graxo. Assim, a bioquimica da sintese de novo de lipideos, pode ser
dividida em duas partes distintas: 0 metabolismo celular intermediério e a biossintese de
TAG.

O micro-organismo oleaginoso comeca a acumular lipideo quando um
componente do meio de cultivo, como o nitrogénio, torna-se limitante. O mesmo ira
provocar uma rapida diminui¢do na concentracdo da adenosina mono fosfato (AMP),
em virtude da AMP desaminase que é ativada pela exaustdo de tal componente no meio.
Tal reacdo ird gerar inosina monofostato (IMP) e aménio. O aménio ird servir como
fonte de nitrogénio complementar, necessario para a sintese de material celular depois

da limitag&o extracelular de nitrogénio.

A diminuicdo excessiva da concentracdo da AMP altera a funcéo do ciclo de
Krebs, uma vez que a enzima isocitrato desidrogenase, que € responsavel pela
transformac&o do acido isocitrico em acido a-cetoglutarato, perdera sua atividade, pois a

mesma € ativada alostericamente pelo AMP intracelular.

Com a inativacdo da enzima isocitrato desidrogenase, ird haver o blogueio do
ciclo de Krebs no nivel do isocitrato, proporcionando o seu acimulo na mitocondria.
Este &cido é encontrado em equilibrio com o citrato (reacdo catalisada pela isocitrato
aconitase). Quando a concentracdo intramitocondrial de acido citrico alcanca valores
criticos, o citrato entra no citoplasma em troca com o malato, mediado pelo ciclo

citrato/malato.

Esta reacdo providencia grandes quantidades de acetil-CoA para a sintese de
acido graxo. O acetil-CoA é fornecido pela clivagem do citrato vindo da mitocéndria

pela ATP citrato liase (ATP-CL), enzima chave para o processo de acumulo de lipideo,
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formando o acetil-CoA e oxalacetato. A ATP-CL é um complexo enzimético que é
considerado o fator mais importante a ter em conta a producdo de lipideos dos varios
micro-organismos, estando ausente nas células microbianas ndo oleaginosas
(RATLEDGE, 1988).

O produto liquido da acdo de ATP-CL, portanto, € o acetil-CoA, que vai ser
adicionalmente convertido em &cidos graxos intracelulares. Se complexo enzimatico
ATP-CL ndo existe, a exaustdo de nitrogénio leva no acumulo de acido citrico no
interior do citoplasma. Neste caso, 0 &cido citrico sera excretado para 0 meio de cultura
ou ird provocar a inibicdo da 6-fosfofrutoquinase, tendo como resultado a acumulacédo
intracelular de polissacarideos. Devido a semelhanca bioquimica significativa entre a
acumulagao intracelular “de novo” de lipideos e a secrecdo extracelular e na producao
de &cido citrico, nos ultimos anos, as leveduras foram divididas e classificadas por
varios autores como sendo acumuladoras de lipideo ou produtoras de acido citrico. A

série de reacOes descritas acima pode ser resumida da seguinte forma:

Limitagdo de nitrogénio
Ativagdo da AMP desaminase

Degradagéo intracelular da AMP

-

Desativagdo da isocitrato desidrogenase

-

Actmulo de acido citrico na mitocondria

-

Transporte do acido citrico para o citoplasma em troca do malato

Clivagem do acido citrico e formacado do acetil-CoA. Reagdo catalisada pela
ATP citrato liase

Reagoes de condensagdo de acetil-CoA para a biossintese de acil-CoA - Inicio
da acumulagdo de acidos graxos

Figura I11. 5: Etapas que conduzem a biossintese “de novo” de lipideos em micro-organismos
oleaginosos que crescem sob condi¢des limitadas no nitrogénio (DAVIES e HOLDSWORTH 1992,
adaptado)

No caso da utilizagdo de glicerol como fonte de carbono, 0 mesmo passa pela

célula microbiana por difusdo facilitada e é assimilado por fosforilacdo, no qual as
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enzimas glicerol quinase e NAD" glicerol 3-fosfato desidrogenase sdo implicadas na sua
metabolizacdo, gerando diidroxiacetona 3-fosfato que entrard na via de Embden,
Meyerhof and Parnas (EMP) e formara o piruvato (MAKRI, FAKAS e AGGELLIS,
2010) (Figura 111.6).

>
iy
xC)’
GK \APO EMP
Glicerol/’Y Glicerol 3-fosfato NDiidroxiacetona 3-fosfato 7’?7§> Piruvato
ATP ADP NAD* NADH NAD NADH, ADP ATP

Figura Ill. 6: Etapas do metabolismo de glicerol

Além de acetil-CoA, a sintese do acido graxo livre requer um suprimento
continuo de malonil-CoA e NADPH. O malonil-CoA pode ser gerado pela enzima
acetil-CoA carboxilase, que ird atuar sobre a molécula de acido citrico. Em leveduras,
tal enzima sofre ativacdo alostérica em funcdo da concentracdo do citrato. O NADPH é
requerido para a funcdo da enzima 4&cido graxo sintase (AGS). Pensa-se que a
concentracdo de NADPH ¢ controlada pela atividade da enzima malica, gerando NAPH
a partir de malato e NADP+. Apds a geracdo de malonil-CoA e NAPDH, a biossintese
de 4cidos graxos é realizada com o auxilio do complexo multi-enzimatico acido graxo
sintetase (AGS). A sintese de acido graxo livre pode ser resumida pela utilizacdo do
acetil-CoA como a unidade biossintética inicial (ou primer) e do malonil-CoA como a
unidade de alongamento, atraves do fornecimento de dois 4&tomos de carbono em cada
etapa de formacdo. A série reacional pode ser resumida da seguinte forma (DAVIES e
HOLDSWORTH, 1992):

Acetil-CoA+7malonil-CoA+14NADPH —s Acido palmitico+7CO,+14NADP+8CoASH+6H,0

Figura I11. 7: Equacédo global da produgéo de &cido graxo.

Nesta via metabodlica, os acidos graxos livres gerados, sdo ativados pela
coenzima A e sdo, subsequentemente, usados para a acilacdo do esqueleto de glicerol

para sintetizar os TAGs. Na primeira etapa de montagem dos TAGs, glicerol-3-fosfato
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(G-3-P), oriundo do glicerol pela a¢do da enzima glicerol quinase, ¢ acilado por G-3-P
aciltranferase (GAT) na posicao sn-1, para se obter 1-acil-G-3-P (acido lisofosfatidico -
LPA), o qual é entdo adicionalmente acilado pelo acido lisofosfatidico aciltransferase
(também chamada 1-acil-G-3-P-aciltransferase - AGAT) na posi¢do sn-2, para se obter
0 é&cido fosfatidico (PA). A via é seguida pela desfosforilagdo de PA pelo acido
fosfatidico fosfoidrolase (PAP) para liberar diacilglicerol (DAG). Na etapa final, o
DAG ¢ acilado, ou por uma via dependente de acil-CoA (aonde o terceiro grupo acil é
fornecido pelo acil-CoA através da enzima diacilglicerol aciltransferase) ou por uma via
independente de acil-CoA (sendo fornecido por glicerolfosfolipidios pela diacilglicerol
aciltransferase) para produzir os TAGs (PAPANIKOLAOU e AGGELIS, 2011;
BEOPOULOS et al., 2009; CHRISTOPHE et al., 2012; ROSSI et al., 2011).

o g &
S & &
st & & e

X & & S o g

o P I & ¢

L\»Vlgé \5, §\g ._?,.S}e Q° > &
¥ & LS o
RCOSCoA+Gh'cerol—3-fosfato—T Acido ﬁsofosfatidicom Acido fosfatidico7—> diacﬂgh'cerolm TAG
CoA RCOSCoA  CoA H,0 RCOSCoA  CoA

Figura I1l. 8: Formag¢do de TAG intracelular através da via de acilag¢do do a-glicerol fosfato
(RATLEDGE, 1997).

111.6.2. Via ex novo

Um namero limitado de leveduras s@o registadas por serem capazes de crescer
em substratos hidrofébicos (SH) e ao mesmo tempo acumular quantidades significativas
de lipideos. Estas leveduras pertencem aos géneros Torulopsis (T. versatilis, Torulopsis
sp.), Candida (C. tropicalis, C. guilliermondii, Yarrowia (C.) lipolytica), Trichosporon,
Geortichum e as espécies Pichia methanolica, Apiotrichum curvatun e Rhodosporidium
toruloides (PAPANIKOLAQOU e AGGELLIS, 2011).

O catabolismo dos SH, tais como alcanos e triglicerideos, € um metabolismo
complexo que envolve varias vias metabolicas que ocorrem em diferentes

compartimentos celulares. O micro-organismo Yarrowia lipolytica tem sido utilizado
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como um sistema modelo para estudar os mecanismos envolvidos na degradacéo de SH.
Tal levedura desenvolveu estratégias elaboradas e mecanismos de adaptacdo para o uso
eficiente de tais compostos, possuindo varias familias multigénicas que atuam nesse
metabolismo. Essa adaptacdo foi dada pelo: (1) desenvolvimento de genes que
codificam agentes tensoativos para a solubilizacdo dos substratos; (2) modificacdo da
superficie celular pela formagdo de protuberancias, que parecem estar ligadas ao
aumento da caracteristica apolar da parede celular e que facilitam a aderéncia das gotas
hidrofobicas, maximizando assim o contato célula-substrato; (3) pelo desenvolvimento
de mecanismos de transporte complexos para a incorporacgao destes compostos na célula
e (4) pela producdo de varias lipases (extracelulares, ligados a membrana e
intracelulares) que véo realizar a hidrolise do SH em &cidos graxos livres e glicerol
(FICKERS.,, et al., 2005).

Os é&cidos graxos liberados pela atividade lipolitica devem entdo ser
transportados para dentro da célula. Em concentragdes mais elevadas, os mesmos séo
difundidos livremente pela membrana, porém em menores quantidades é necessario o
auxilio de um transportador transmembranar (KOHLWEIN e PALTAUF, 1984).

No caso dos alcanos, apesar de muitos esforcos, os principios basicos de sua
entrada na célula ainda nao foram elucidados. A maioria dos resultados apoia a ideia de
que a absorcdo de alcanos por células de levedura é um processo de difusdo passiva, 0
qual é facilitado pelas propriedades hidrofébicas especiais e estruturas da célula de
levedura. Estas observacGes levaram a hipOtese de que os alcanos ligados as
protuberancias na superficie da levedura devem migrar por meio de canais através da
membrana plasmatica para o reticulo endoplasmatico (ER), aonde 1a serd oxidado em
acidos graxos (FICKERS, et al., 2005).

Logo, o metabolismo dos SH é finalizado quando os &cidos graxos interiorizados
sdo degradados no peroxissomo pela via da beta-oxidacdo, gerando acetil-CoA que ird

ser incorporado no ciclo de Krebs ou ainda no ciclo do glioxilato, gerando glicose.

Além disso, em condicbes de excesso de SH e dependendo das condigdes
ambientais, as ceélulas de levedura sdo capazes de mobilizar os acidos graxos livres para
0 armazenamento na forma de triglicerideos (TAG) e esteril ésteres (STE) nos
corpusculos lipidicos e ao mesmo tempo podem modificar a composicdo dessas
substancias graxas utilizando-as como substrato. Os fendmenos que controlam a

composicao de acidos graxos sdo a taxa especifica de incorporacgéo de cadeias alifaticas
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de substrato no interior das células microbianas e as alteracdes intracelulares de &cidos
graxos definidos pelas capacidades enziméaticas do micro-organismo (BEOPOULOS et
al. 2009)..

Existem diferencas bioquimicas entre a biossintese de lipideos de novo e ex
novo; no ultimo caso, a acumulacdo de lipideos ocorre simultaneamente com o
crescimento celular, sendo totalmente independente da exaustdo de nitrogénio do meio
de cultura. Quando gorduras ou outros materiais hidrofébicos sdo utilizados como a
unica fonte de carbono e energia, o acumulo de reserva de lipideos € um processo
acoplado ao crescimento, na qual o lipideo é acumulado simultaneamente com a
formagdo de material celular na presenca nitrogénio assimildvel no meio de cultura
(PAPANIKOLAOU e AGGELLIS, 2011).

Quando as gorduras séo utilizadas como a Unica fonte de carbono e de energia,
ndo ha qualquer biossintese “de novo” de lipideos a partir do acetil-CoA, desde que a
acido graxo sintetase (FAS) e a ATP-citrato liase (ACL) sdo fortemente inibidas pela
presenca de cadeias alifaticas exdgenas. Portanto, a presenca de materiais hidrofobicos
no meio de cultura deve ser geralmente incompativel com a biogénese “de novo” dos
lipideos, mesmo se glicose ou outros materiais hidrofilicos estiverem presentes no meio
e forem co-metabolizados com os acidos graxos exdgenos (PAPANIKOLAOQOU e
AGGELLIS, 2011).

111.6.3. Degradacao do lipideo de reserva

Apos a exaustdo ou diminuicdo da taxa de captacdo da fonte de carbono do meio
de cultura os micro-organismos oleaginosos, de uma regra geral, consomem suas
préprias reservas lipidicas. Varios estudos foram realizados para este fim usando
leveduras oleaginosas, fungos e bactérias e, sob vérias condicbes ambientais, a
degradacéo e sintese dos materiais lipofilicos anteriormente produzidos foi conduzida
simultaneamente com a biossintese de novos compostos livre de lipideos.

A utilizacdo de TAG e de estéril-ésteres (STEs) (os principais compostos
lipidicos encontrados no CL) requer a acdo de um sistema de lipases e hidrolases
intracelulares que serdo responsaveis pela clivagem dos ésteres e producédo de acidos

graxos que serdo posteriormente catabolizados pelo processo da beta oxidacéo,
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produzindo acetil-CoA que serd posteriormente convertido pelos ciclos de Krebs e do
glioxilato.

A presenca de lipases e hidrolases de STE é um pré-requisito para que o inicio
do turnover de lipideos de armazenamento aconteca, e a0 mesmo tempo, sdo necessarias
condigdes de esgotamento de carbono. Outra caracteristica é que tal fendmeno de
degradacéo lipidica é independente do tipo de fonte de carbono assimilavel, uma vez
que tal turnover é observado, tanto no mecanismo “de novo” de acamulo de lipideo,
quando no “ex novo” (HOLDAWORTH e RATLEDGE, 1988; PAPANIKOLAOU e
AGGELIS, 2011).
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IV. METODOLOGIA

IV.1. Materiais

Os componentes dos meios de cultivo e reagentes utilizados neste trabalho

encontram-se listados abaixo.

e KH,PO, — VETEC — RJ, Brasil

e Na,HPO, - VETEC — RJ, Brasil

¢MgS0O,.7H,0 - VETEC — RJ, Brasil

¢ CaCl, - MERCK — RJ, Brasil

e FeCl; — MERCK — RJ, Brasil

¢ ZnS0,4.7H,0 - REAGEN — RJ, Brasil

¢ MnS0O4.H,0 - REAGEN - RJ, Brasil

¢EXTRATO DE LEVEDURA - VETEC - RJ, Brasil

¢ PEPTONA - OXOID — Hampshire, UK

¢GLICOSE - VETEC — RJ, Brasil

¢ AGAR-AGAR - VETEC - RJ, Brasil

¢ IODETO DE POTASSIL - VETEC — RJ, Brasil

¢« FORMALDEIDO - VETEC — RJ, Brasil

*BODIPY®  493/509 (4,4-difluoro-3a,4a,-diaza-s-indaceno) - LIFE
TECHNOLOGIES - Califérnia, US

O glicerol bruto (glicerina loira residual) utilizado, gentilmente fornecido pelo
CENPES/PETROBRAS, é proveniente de uma planta piloto de producéo de biodiesel a
partir de uma transesterificacdo alcalina (KOH) de 6leo de soja com metanol e apresenta

pureza de 82%.
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IV.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados no trabalho foram:
e Autoclave vertical Prismatec modelo CS;
¢ Balanca analitica Adventure
¢ pHmetro Digimed DM-22
e Capela de fluxo laminar equipada com luz UV — Bioflux 11 A1 90 AC;
e Capela de exaustdo de gases Quimis modelo Q216-11
e Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge5804R
¢ Espectrofotometro Bell modelo SP 2000 UV
e Estufa bacteriologica Novatécnica
e Incubador com agitacao Tecnal TE-420
e L eitor de placas SHIMADZU
e Ultrafreezer CodLab modelo CL120-800
o VVortex IKA modelo MS2 Minishaker

IV.3. Micro-organismos e manutencéo das culturas

Seis cepas de Yarrowia lipolytica foram avaliadas quanto a potencialidade de
acumulo de lipideo a partir do glicerol bruto, a saber: IMUFRJ 50682, IMUFRJ 50678,
IMUFRJ 51670T, IMUFRJ52301 (selecionadas de um estuario da Baia de Guanabara
no Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER e MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada
pelo Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Rio de Janeiro) W29 (ATCC® 20460) e PO1g (modificada geneticamente a
partir da linhagem W29 sendo desprovida de atividade proteolitica). As culturas estoque
foram mantidas a 4°C em tubos contendo meio YPD (Yeast Peptone Dextrose) sélido:
extrato de levedura 10 g.L™"; peptona 20 g.L™: glicose 20 g.L™"; agar 30 g.L™ e
repicadas a cada seis meses. Apds o repique os tubos foram incubados em estufa

bacterioldgica a 28 °C por dois dias e em seguida estocadas sob refrigeracéo.



30

IV.4. Preparo do in6culo

O indculo foi obtido a partir dos tubos de meio YPD solido contendo as celulas
preservadas (descrito no item 4.3). De forma estéril e com o auxilio de uma alca de
platina as células eram inoculadas em um frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 200
mL de meio YPD (extrato de levedura 10 g.L™; peptona 20 g.L™; glicose 20 g.L™),
previamente esterilizado por autoclavagdo por 15 minutos a 121°C e 1 atm. O frasco foi
mantido em um incubador com agitacdo a 160 rpm. Apos 72 horas, absorvancia a 570
nm de uma amostra do meio foi determinada, e seguida um volume do caldo suficiente
para obter-se uma concentracdo inicial de células de aproximadamente 1,0 g/L foi
centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos em tubos estéreis. O pellet de células foi

adicionado no meio de producdo de lipideos dos experimentos posteriores.

IV.5. Determinacéao do pH

O pH das amostras foi determinado utilizando-se um pHmetro Digimed DM-22

a temperatura ambiente (25°C).

IV.6. Determinacao do crescimento celular

O crescimento celular foi determinado através de medidas de absorvancia em
Espectrofotdmetro Bell modelo SP 2000 UV a 570 nm. Os valores foram convertidos
para g.L™" de biomassa utilizando um fator de converséo obtido pela curva de peso seco
(Figura 4.1). A obtencédo da curva peso seco versus absorvancia é feita utilizando uma
suspensdo de células em solucédo salina (agua destilada com 0,9% (p/v) NaCl). Uma
amostra desta suspensao (10 mL) € retirada e filtrada em papel de filtro Millipore 0,45
um (previamente pesado). O papel junto com as células ¢ seco em luz de infravermelho
por 30 minutos e, em seguida, pesado. Da mesma suspensdo de células sdo feitas
diferentes diluigdes de modo a obterem-se concentragdes celulares distintas e, entdo, o
valor de absorvancia para cada concentracdo é obtida em espectrofotdmetro a 570 nm.
Os valores de concentracdo celular (g.L") e seus valores correspondentes de

absorvancia foram plotados em um gréafico (Figura 1V.1).
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Figura IV.1. Curva de peso seco para quantificacdo do crescimento celular de Yarrowia lipolytica
através de medidas de absorvancia em Espectrofotdmetro Bell modelo SP 2000 UV.

IV.7. Analise de indice lipidico

Para quantificar a intensidade de lipideos intracelulares presente nas leveduras,
foi utilizado o método fluorimétrico de MORAIS et al. (2010) empregando o corante
lipofilico fluorescente BODIPY® (4,4-difluoro-3a,4a,-diaza-s-indaceno). A descrigao se

segue abaixo.

IVV.7.1.Fixacéo celular

As amostras retiradas do cultivo foram fixadas adicionando 1/9 do volume de
formaldeido e incubadas por 15 minutos. Em seguida, as células foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos, e entdo lavadas com agua destilada com posterior
centrifugacdo. As células foram novamente suspensas em agua destilada e ajustadas

para 5 D.O.g00 nm/ML.
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IV.7.2.Determinacéo do Indice de Corpusculo Lipidico (ICL)

O teor do corpusculo lipidico (CL) foi determinado pela recuperacdo da
fluorescéncia neutralizada do BODIPY apdés a adicdo das celulas fixadas. A
neutralizacdo € realizada para perseverar a fluorescéncia da sonda e permitir que a
emissdo detectada seja apenas das sondas que estejam ligadas aos corpudsculos lipidicos.
Isso é feito utilizando um neutralizador hidrofilico que impede a emissdo de
fluorescéncia do BODIPY quando o mesmo esta presente em solucdo, permitindo que a
emissdo ocorra apenas quando o fluor6foro é localizado no interior do corpulsculo

lipidico (Figura IV.2). O neutralizador utilizado foi o iodeto de potéassio (KI).

Figura IV. 1: Representacdo da recuperacao de fluorescéncia. A fluorescéncia do BODIPY ¢ inibida
em solucdo pelo Kl e recuperada quando as células sdo adicionadas. O BODIPY se junta ao
corpusculo lipidico no interior da célula, no qual o inibidor é excluido (MORAIS et al., 2010).

Inicialmente, as configura¢bes fluorimetro foram ajustadas para 480 nm de
excitacdo, 510 nm de emissdo e corte de filtro a 495 nm. Concomitante a cada leitura de
fluorescéncia, foi determinada a quantidade de células medindo a absorvancia a 600 nm.
Assim sendo, 200 pL de tampdo de leitura neutralizado contendo 5 UM de BODIPY e
500 mM de KI sdo adicionados na placa de leitura de 96 pocos preta de fundo claro e a
leitura deste branco do tampao foi realizada. Em seguida, 5 pL de uma suspenséo de
células previamente fixadas e com a DO ajustada sé@o adicionados em cada poco e €
feita a leitura. Cada uma das amostras foi lida quatro vezes a cada adi¢do subsequente

de aliquotas de 5 pL da suspenséo de células no mesmo pogo (Figura IV.3).
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Figura IV. 2: Esquematizago do ensaio de quantificacéo de lipideo pelo indice de Corpusculo
Lipidico (adaptado de MORAIS et al., 2010)

A qualidade dos dados foi analisada atraves da avaliagdo da linearidade das
medi¢Bes em comparacdo com a concentracdo de células. O coeficiente angular da
curva de fluorescéncia por concentracao de células foi determinado e denotado o Indice
de Corpusculo Lipidico (ICL), exemplificado pela Figura I1V.4. Se R® < 0,9, os dados

eram descartados.
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Figura 1V. 3: Exemplificacdo de como € obtido o ICL a partir do coeficiente angular da curva de
fluorescéncia por concentracgao de células.

IVV.8. Experimentos preliminares

Em um estudo anterior realizado por SANTOS et al. (2012), foi determinada
uma composicao adequada do meio de producéo de lipideos utilizando a cepa Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 (Tabela 1V.1). A fim de utilizar um meio de cultivo com
menores concentragdes de sais, 0 meio foi modificado empiricamente, reduzindo a
concentracdo dos sais presente no caldo para um valor cinco vezes menor que 0
utilizado originalmente (Tabela 1V.1). O acimulo de lipideos entre o meio descrito por
SANTOS et al. (2012) e o meio modificado foi comparado. A concentracdo de glicerol

residuo utilizado nesse e nos experimentos seguintes foi de 50 g/L.



Tabela V. 1: Composicao dos meios de cultivo de producao de lipideos.

Concentracdes (g.L ™)

Componente
Neste trabalho SANTOS et al. (2012)

Glicerol 50 50
Extrato de levedura 0,1 0,1
KH,PO, 14 7,0
Na,HPO, 0,5 2,5
MgS0O4.7H,0 0,3 1,5
CaCl,.2H,0 0,04 0,2
FeCl;.6H,0 0,018 0,15
ZnS04.7H,0 0,004 0,02
MnS0O4.H,0 0,012 0,06
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1 g.L* de biomassa de Yarrowia lipolitica obtido no inéculo foi adicionado de

modo estéril em 200 mL do meio de producdo de lipideos previamente esterilizado em

frasco Erlenmeyer de 500mL em triplicata. Os mesmos eram mantidos em incubador

rotatério a 250 rpm e 28 °C por 240 horas. Diariamente, amostragens eram realizadas

para verificar o pH do caldo, quantificar biomassa e 0 acimulo de lipideos.

IV.9. Uso da glicerina bruta no indculo

Visando observar a viabilidade da utilizacdo da glicerina bruta como fonte de

carbono no meio do inéculo, a glicose do meio YPD foi substituida por 20,4 g.L™ de

glicerol bruto, mantendo a mesma propor¢do de carbono nas composi¢cdo do meio. A

cepa utilizada nesse estudo foi a Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682.
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IV.10. Selecéo de cepas

Ap0s selecionar o meio de cultivo de producéo de lipideos (item 1V.8), este foi
utilizado no crescimento das 6 cepas de Yarrowia lipolitica previamente citadas (item

IV.3) para comparar o acumulo de lipideos.

IV.11. Estudo da influéncia dos sais do meio de cultivo no acumulo de

lipideos

Para verificar a influéncia dos sais do meio em relacdo ao acimulo de lipideos
intracelulares foi adotado o método de Plackett-Burman

Quando se precisa testar um grande numero de fatores para identificar quais
deles séo relevantes, ou seja, quais tem mais influéncia sobre as variaveis de interesse,
pode-se empregar um delineamento que permite testar o maior nimero de efeitos desses
fatores com o menor numero possivel de experimentos, como o Plackett-Burman. Este
tipo de experimento ¢ chamado de “experimento de filtragem” ou “screening
experiment” e permite a escolha das varidveis que sdo importantes na analise e descartar
as que nao tém influéncia na resposta que se pretende estudar (MATEUS; BARBIN;
CONAGIN, 2000).

Para selecdo das variaveis significativas foram estudadas como variaveis
independentes as concentragfes de KH,PO, Na,HPO, MgSO,.7H,0O, CaCl,.2H,0,
FeCl3.6H,0, ZnS04.7H,0 e MnS0O4.H,0, sendo testadas em diferentes niveis com doze
ensaios mais trés repeticdes no ponto central, de acordo com a Tabela IV.2. As

concentracdes das variaveis independentes estudadas estdo apresentadas na Tabela I1V.3.



KH,PO, NaHPO, MgSO47H20 CaC|2.2H20 FEC|3

Tabela V. 2: Matriz do planejamento Plackett-Burmann
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ZnSO4.HZO MnSO4.H20

1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1
4 +1 -1 +1 +1 -1 1 -1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0

Tabela V. 3: Niveis codificados e reais das variaveis estudadas

Niveis (g.L™)

Variaveis -1 0 1

KH,PO, 14 4,2 7

Na;HPO, 0,5 15 2,5
MgS04.7H,0 0,3 0,9 15
CaCl,.2H,0 0,04 0,12 0,2
FeCl;.6H,0 0,018 0,084 0,15
ZnS0,4.7H,0 0,004 0,012 0,02

MnSQO4.H,O 0,012 0,36 0,06
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Os ensaios foram conduzidos em frascos Erlenmeyers de 500mL com as
concentragdes de glicerol e extrato de levedura ja descritas e suplementados com as sete
variaveis do planejamento nas suas respectivas concentracoes +1, 0 e -1. Posteriormente
este foi autoclavado por 15 minutos a 121°C e 1 atm e adicionado o inoculo, conforme
previamente descrito no item 1V.4. O cultivo foi realizado a 28°C em incubadores com
agitacdo a 250 rpm por 240 horas. Apés a incubagdo, foi feita a quantificacdo da
biomassa e a analise do indice de Corpusculos Lipidicos, sendo estas as variaveis
respostas do planejamento. Os resultados foram tratados com o programa STATISTICA
v.10.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1. Experimentos preliminares.

O meio de cultivo utilizado em todos os experimentos de producédo de lipideo
teve sua concentracao de sais alterada em relacdo ao meio de cultivo ja modificado por
SANTOS et al. (2012), onde tal estudo resultou em um meio mineral ndo tamponado
com modifica¢Oes da concentracdo de glicerol e extrato de levedura e remocgéo da fonte
inorganica de nitrogénio (sulfato de amonio) em relacdo ao meio de cultivo original
desenvolvido por PAPANIKOLAOU et al. (2002). A mudanca aqui proposta foi a
reducdo dos sete sais para uma concentracdo cinco vezes menor que a original. Tal
alteracdo foi realizada de forma empirica a fim de diminuir os custos da producao.

O trabalho realizado por SANTOS et al. (2012) apresentou um resultado de
fluoréscencia para lipideos (ICL) de 4628 ao utilizar a cepa IMUFRJ 50682 em 54 horas
de fermentacdo empregando o meio de cultivo com os sais na seguinte quantidade em
g.L ™ KH,PO,: 12; NapHPO,.: 12; MgS04.7H,0: 1,5; CaCl,.2H,0: 0,2; FeCls.6H,0:
0,15; ZnS0,4.7H,0: 0,02; MnSO..H,0: 0,06, além de glicerol 50 g.L™" e extrato de
levedura 0,1 g.L™.

No presente estudo, diminuindo a quantidade dos sete sais acima citados para
um valor cinco vezes menor e mantendo a concentragdo de glicerol (50 g/L) e extrato de
levedura (0,1g/L) foram obtidos valores de ICL de 4332 e 6038 em 48 e 72 horas
respectivamente, utilizando a mesma linhagem de Y. lipolytica. Portanto, aparentemente
a diminuicdo da concentracdo dos sais do meio ndo afetou o acumulo de lipideos pela

levedura.

V.2. Selecdo de cepas potencialmente acumuladoras de lipideos

A partir do experimento preliminar de reducdo da concentragdo dos sais foi
definido o meio de cultivo a ser usado nos ensaios de escolha das cepas produtoras de
lipideos (item 1V.8, Tabela 1V.1) e as condi¢des de cultivo foram 200mL de meio
reacional (frasco de 500mL) sob agitacdo de 250 rpm em 28°C. Esta etapa consistiu
tanto na selecdo das linhagens de Y. lipolytica mais promissoras quanto ao acumulo de

lipideo e a relacdo desse fendbmeno com a multiplicacdo celular e a variagdo de pH do
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meio de cultivo. Os resultados podem ser verificados nas Figuras V.1. a V.6, e na
Tabela V.1.
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Figura V. 1: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentragdo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. As barras de erro correspondem ao desvio
padrdo da anélise.
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Figura V. 2: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentragéo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica IMUFRJ 50678. As barras de erro correspondem ao desvio

padréo da
analise.
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Figura V. 3: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentragéo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica IMUFRJ 51670T. As barras de erro correspondem ao desvio
padrao da andlise.
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Figura V. 4: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentracgédo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica IMUFRJ 52301. As barras de erro correspondem ao desvio
padrédo da analise.
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Figura V. 5: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentragéo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica W29. As barras de erro correspondem ao desvio padréo da
analise.
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Figura V. 6: Cinética do acumulo lipidico e do pH no meio de cultura (A) e concentragdo de
biomassa (B) da cepa de Y. lipolytica Polg. As barras de erro correspondem ao desvio padrdo da
analise.
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Tabela V. 1: Produtividade do acimulo de lipideo nos pontos onde ocorre o maximo de ICL

Cepa Produtividade (ICL.h™) ICL biomassa (g.L™)
50682 56,01 10754 4,69
50678 40,14 8670 5,07
51670T 58,34 9801 5,52
52301 70,44 11835 5,48

W29 71,09 13649 5,27

PO1g 54,82 10526 4,20

Através das Figuras que apresentam a cinética do processo, observa-se um
acumulo lipidico crescente em quase todo tempo experimental. O ponto méximo pode
ser verificado entre o tempo de 150 e 190 horas em praticamente quase todas as cepas,
sendo que apenas a IMUFRJ50678 teve seu pico de acimulo em 216 horas. Logo ap06s o
pico de acimulo de 6leo, observa-se uma queda na concentra¢do do mesmo.

A linhagem que apresentou o melhor desempenho no que se diz respeito ao
armazenamento lipidico foi Y. lipolytica W29, seguida da IMUFRJ 52301, ocorrendo o
valor maximo de fluorescéncia em 192 horas e 168 horas de experimento, alcancando
um valor de ICL de 13648,76 e 11340,52 respectivamente. Isso pode ser confirmado
pelos dados produtividade na Tabela V.1, em que observa-se que a cepa W29
apresentou maior produtividade de acimulo lipidico em 192 horas alcangando 71,09
ICL.h, seguida pela cepa IMUFRJ 52301 que atingiu 70,44 ICL.h™ em 168 horas. A
cepa que teve o pior desempenho foi a IMUFRJ 50678 que alcangou 40,14 ICL.h™ Por
apresentar maiores valores de ICL e produtividade, a cepa W29 foi a escolhida para ser
utilizada nos experimentos subsequentes.

A cepa Y. lipolytica W29 (ATCC® 20460™ ou CBS7504 ou CLIB89) foi
originalmente isolada por Gaillardin a partir de esgotos parisienses (GAILLARDIN,
1996), sendo hoje em dia amplamente estudada e caracterizada na literatura, utilizada
especialmente em estudos de engenharia metabdlica para a formacdo de produtos de
maior valor agregado (LIU & ALPER, 2014).

Nas Figuras de producdo de biomassa verifica-se um perfil de crescimento
celular semelhante com todas as cepas, aonde € constatada a transicdo da fase de

crescimento exponencial e o inicio da fase estacionaria em 48 horas de experimento.



43

Nos altimos dias de cultivo, algumas das cepas jA& comegam a apresentar uma
tendéncia a queda no valor de biomassa (Figuras V.1B, V.2B e V.6B) que pode ser
justificada por lise celular em razdo da possivel escassez dos componentes nutricionais
do meio ou mesmo pela influencia de uma diminuicdo no volume celular. Dentre as seis
linhagens estudadas, IMUFRJ50682 e Polg foram as que apresentaram 0S menores
valores de biomassa, alcancando valores maximos de 4,6g.L™ e 4,5g.L™" em 192 e 168
horas respectivamente.

Durante as 240 horas de experimento, também foi verificada a diminuicéo do pH
no meio de cultura. Os gréficos (Figuras V.1 a V.6, letras A) mostram os valores de pH,
aonde houve uma queda brusca logo no primeiro dia de amostragem, efeito esse
observado para todas as cepas estudadas. ApoOs esta queda inicial, o pH permaneceu
praticamente constante até o final do experimento. E possivel que a producio de outros
metabdlitos, como acidos organicos (RYWINSKA et al., 2013), seja a causa da reducgdo
do pH do meio.

Segundo BEOPOULOS et al. (2009), a transicdo do crescimento celular para o
acumulo de lipidios geralmente ocorre quando o excesso de carbono no meio esta
associado a uma limitacdo de nutrientes. Nestas condi¢cOes, a levedura Y. lipolytica
produz grandes quantidades de metabdlitos secundarios como o &cido citrico, isocitrico,
acido 2-cetoglutarico e &cido piravico e também pode converter o carbono em
triacilglicerol. Dependendo da relacdo carbono/nitrogénio (C/N), diferentes caminhos
metabdlicos podem ser observados. O primeiro corresponde a maxima taxa de
crescimento com o consumo das fontes em concentracGes 6timas de carbono e
nitrogénio. Isto resulta numa producdo maxima de biomassa. O segundo corresponde a
um influxo do excesso de carbono no meio, o qual tem uma elevada relacdo C/N,
resultando numa diminuicdo na producdo de biomassa e altos niveis de producdo de
lipideo. E o terceiro € resultado de uma relacdo C/N ainda maior, levando a diminuicao
do acimulo de lipidios a favor da producdo de metabdlitos secundarios. Além disso,
uma guantidade substancial de lipideo é acumulada normalmente na fase estacionaria de
crescimento, aonde o nitrogénio em limitacdo ja foi consumido para o desenvolvimento
da biomassa.

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar o pico de acumulo lipidico
alcancado em momentos tardios do experimento, justamente no momento da fase
estacionaria de crescimento. A escassez do nitrogénio proporciona a repressao de

algumas vias metabolicas (acido nucleico e a sintese de proteinas), ao passo que outras
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vias sdo induzidas (acidos graxos e sintese de triglicerideos) (RATLEDGE, 2002). A
queda acentuada do pH durante a fermentacdo é um indicio da producdo de metabdlitos
secundarios, como acidos organicos, em paralelo ao acimulo de lipideo, o que
possivelmente o carbono oriundo do glicerol foi destinado tanto a producdo de &cidos
quanto a sintese de lipideos. A relacdo C/N do meio de cultivo utilizado foi alta (C/N
1956:1), e todas as cepas estudas apresentaram um perfil compativel com esta
configuracdo do meio de cultivo, segundo as afirmacdes de BEOPOULOQOS et al. (2009).

A relacdo C/N do meio de cultivo utilizado (C/N 1956:1) apresenta um valor
muito maior do que os encontrados na literatura em estudos de acumulo lipidico, aonde,
por exemplo, foi demonstrado por Granger (1992) que valores excedentes de 350 da
razdo C/N foram prejudiciais ao acumulo lipidico de Rhodotorula glutinis cultivadas em
batelada ao utilizar glicose como fonte de carbono. J& PAPANIKOLAOU et al. (2003)
alcancaram um acumulo lipidico significante ao utilizar uma razdo de C/N de 175,
empregando esterarina e glicerol como co-substrato no cultivo de Y. lipolytica. Para o
presente trabalho, a elevada relacdo C/N utilizada aparentemente ndo apresentou
prejuizo durante o processo fermentativo.

Nos ultimos dois pontos de amostragem (216 e 240 horas) é observado para
praticamente todas as cepas (IMUFRJ50678 apenas em 240 horas) uma diminuigéo na
quantidade de lipideo acumulado. Supde-se a ocorréncia do consumo de suas proprias
reservas, apos a exaustdo ou diminuicdo da taxa de consumo da fonte de carbono do
meio de cultura. Portanto, pode-se sugerir que o acumulo de lipideos € dependente do
influxo do substrato carbonéaceo. Parece que essa regulacdo complexa dos niveis de C/N
para um elevado acumulo lipidico € dificil de alcancar em cultura em batelada. Em tal
condicdo, acredita-se que o acumulo de lipideos é sempre acompanhado pela producéo
de &cido citrico, sendo esse o fendmeno observado por PAPANIKOLAOU et al (2003).

Experimentos em frascos, realizados por PAPANIKOLAQOU e AGGELIS (2001)
utilizando Y. lipolytica LGAM S(7)1 na presenca de glicerol, foram acompanhados pelo
acumulo de lipideos restrito no interior da célula, supondo-se que o sistema enzimatico
envolvido em direcionar o metabolismo intracelular de &cido citrico para a reserva de

lipideos (por exemplo ATP citrato liase) néo teve plena ativagdo durante o cultivo.
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V.3.Uso de glicerol como fonte de carbono no meio do pré-indculo

Uma vez que a producdo de biodiesel disponibiliza uma quantidade
relativamente abundante de glicerol, é interessante o0 seu uso para além do meio de
producdo. Por este motivo, foi realizado paralelamente o cultivo da levedura Y.
lipolytica para obtencdo de biomassa em substituicdo da glicose, que é a fonte de
carbono usual do meio de cultura YPD, pelo glicerol residual.

Assim sendo, foi possivel observar o potencial do uso do glicerol bruto em todas
as etapas do processo fermentativo. A quantidade de glicerol utilizada foi a mesma que
a de glicose em relacdo a proporcdo de carbono, e a cepa utilizada foi a Y. lipolytica
IMUFRJ50682. O resultado obtido pode ser verificado na Figura V.7.
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Figura V. 7: Cinética de producéo de biomassa de Y.lipolytica IMUFRJ50682 crescidas ao utilizar
glicerol bruto como fonte de carbono (2,04% p/v), extrato de levedura (1% p/v) e peptona (2% p/v)

Na da Figura V.7 pode-se visualizar as fases do crescimento microbiano. A fase
lag (0-12 horas), que ocorre basicamente porque o indculo foi proveniente de uma
cultura antiga (em fase estacionaria) crescida em meio so6lido aonde as células
encontravam-se depletadas de varios constituintes essenciais, requerendo tempo para
sua biossintese, aléem de necessitar um tempo de adaptacdo a nova fonte de carbono,
como para a sintese de enzimas responsaveis pelo seu metabolismo; fase exponencial
(12-48 horas), momento em que as células encontravam-se nas condigdes mais
saudaveis e propicias ao crescimento e multiplicagdo; fase estacionaria (48-72 horas),
fase em que a taxa liquida de crescimento da populacéo é nula, ndo observando aumento

ou diminuicdo no numero de células.
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Os cultivos em YPD para obtencéo de biomassa (72 horas de cultivo) utilizados
no presente trabalho apresentaram valores de biomassa de aproximadamente 7,5 g.L™?,
ja o cultivo no meio YPG testado, a biomassa alcancada foi em torno de 5,3 g.L ™ ao fim
de 72 horas.

TACCARI et al. (2012) demonstraram que a utilizacdo de glicerol em culturas
com Y. lipolytica resultou em um nivel semelhante de biomassa se comparado a
utilizacdo de glicose, além de apresentar uma producdo de biomassa aumentada quando
a otimizacao do processo foi realizada. ANDRE et al. (2009) observaram uma faixa de
concentracdo de biomassa de 4,2 - 8,2 g.L™", quando linhagens de Y. lipolytica foram
cultivadas em meio contendo glicerol residual, e JUSZCZYK et al. (2013) apresentam
uma faixa de 6,9 — 7,4 g.L™ ao se utilizar glicerol puro como fonte de carbono, sendo a
quantidade de biomassa obtida no presente estudo (5,3 g.L™Y) préximo das
concentragOes previamente relatadas. Além disso, CHATZIFRAGKOU et al. (2011)
testou 15 espécies de fungos quanto a capacidade de assimilar glicerol residual e
converté-lo em produtos metabolicos de valor agregado. Dentre as espécies estudas pelo
autor, foi verificado que o aumento da concentragéo de glicerol bruto (de 30 a 90 g.L™)
ndo teve um efeito positivo sobre o crescimento a Yarrowia lipolytica, atingindo um
nivel da biomassa de 6,6 e 5,9 g.L™, respectivamente.

Uma vantagem que pode ser observada é viabilidade da utilizacdo do glicerol

bruto em todas as etapas do processo, inclusive na producao de biomassa.

V.4.Andlise da influéncia dos sais do meio de producdo na sintese de

lipideos e de biomassa

Apbs eleger a linhagem Y. lipolytica W29, que apresentou o melhor desempenho
no que se diz respeito ao acumulo lipidico, foi realizado um delineamento de Plackett-
Burman para avaliar a influéncia dos sais inorganicos na producdo de lipideos ao
empregar a cepa selecionada.

A matriz com os valores codificados das varidveis independentes e os resultados
do delineamento experimental de Plackett-Burman para as respostas de indice de
corpUsculos lipidicos e biomassa (g.L™) est&o representados na Tabela V.2.
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Tabela V. 2: Matriz do delineamento Plackett-Burman com os valores codificados e respostas em
ICL e biomassa.

Variaveis independentes* d;gaerriléd\é?\itse .
Ensaios | X, X X3 X4 Xs X X, ICL Bi((;TTIl_{flls)sa
1 7 05 15 004 0018 0004 0,06 11322 6,62
2 7 25 03 02 0018 0004 0,012 11119 6,50
3 14 25 15 004 015 0,004 0,012 11668 6,22
4 7 05 15 02 0018 002 0012 11694 6,75
5 7 25 03 02 015 0004 0,06 11380 6,15
6 7 25 15 004 015 002 0,012 11500 7,04
7 14 25 15 02 0,018 0,02 0,06 12460 6,14
8 14 05 15 02 015 0004 0,06 14322 6,90
9 14 05 03 02 015 002 0,012 11038 7,05
10 7 05 03 004 015 002 0,06 11035 5,87
1 14 25 03 004 0,018 0,02 0,06 11324 6,54
121 14 05 03 004 0018 0004 0012 | 12105 | 621
13 | 42 15 09 012 0084 0012 0,36 11804 6,34
14 1 42 15 09 012 0084 0012 036 12009 6,56
15 | 42 15 09 012 0084 0012 0,36 11912 6,50

*X]_:KH2PO4, X2:NaHPO4, X3:MgSO4.7H20, X4=CaC|2.2HZO, X5:FECI3, XGZZnSO4.H20,
X7:MnSO4.H20

O menor valor encontrado entre as respostas do delineamento experimental de
Plackett-Burman foi de 11035 e 5,87 g.L™* de ICL e biomassa respectivamente, ambos
observados no ensaio 10; o maior valor foi de 14322 de ICL no ensaio 8 e 7,05 g/L de
biomassa no ensaio 9.

Analisando os resultados da Tabela V.2 através do software Statistica v.10 foi
possivel calcular o efeito das sete variaveis estudadas frente ao acimulo de lipideos e
producéo de biomassa, 0s quais estdo apresentados nos diagramas de Pareto nas Figuras
V.8 e V.9 respectivamente.

O acumulo de lipideos na célula geralmente exige o esgotamento de nutrientes,
como nitrogénio (N), fosforo (P), zinco (Zn), ferro (Fe) ou magnesio (Mg) para permitir
que o excesso de carbono seja convertido em lipideos (HASSAN et al., 1995). Além

disso, ZHAO et al.(2008) afirmaram que uma concentragéo adequada de sais minerais
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como componentes de meio de cultura pode melhorar o acimulo de lipideos. Assim
sendo, é de interesse para conduzir a um aumento da producdo de Gleo intracelular

observar a influéncia dos sais presentes no meio de cultivo.

(6)2150, ;0 /////////%“//////// foons

ewareo.l 7 e
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Figura V. 8: Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores estudados sobre a varidvel resposta de
acumulo lipidico (ICL) no experimento de delineamento experimental de Plackett-Burman.

No diagrama de Pareto dos efeitos das sete variaveis sobre o acimulo de lipideos
(Figura V.8) pode-se observar que quase todas as variaveis avaliadas apresentaram
efeitos estatisticamente significativos (p < 0,05), sendo que apenas o sal FeCls; ndo
apresentou significancia estatistica na resposta analisada.

A composicdo dos sais utilizados no meio de cultivo de producédo de lipideo foi
originalmente descrito por PAPANIKOLAOU et al. (2002) sendo esse meio empregado
para a producdo de &cido citrico. O sal que apresentou maior influéncia positiva na
resposta de acumulo de 6leo foi 0 MgSQO,4.7H,0, ou seja, maiores concentragdes deste
sal pode levar a maior resposta na producéo de 6leo. Isto também foi observado por Qu
et al. (2006), onde este sal foi eficaz para melhorar o acumulo de lipidios quando
utilizado a levedura Lipomyces starkeyi.

Os resultados encontrados estdo de acordo com o que é apresentado na literatura,
em que se relata que o magnésio tem uma participagdo importante na sintese de lipideos

por ser necessario para o funcionamento da enzima &cido fosfatidico fosfoidrolase
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(PAP) que é responsavel pela desfosforilacdo do acido fosfatidico (PA) liberando
diacilglicerol (DAG) que posteriormente sera convertido a triacilglicerol, sendo portanto
um componente chave para a sintese “de novo” de lipideo (KOSA e RAGAUSKAS,
2011).

KRAISINTU et al. (2010) utilizaram uma faixa de concentracdo de KH,PO,
variando de 0,4 a 4,0 g.L? onde o melhor acimulo de lipideo pela levedura
Rhodosporidium toruloides apds 168 horas de cultivo foi com menor concentracdo do
sal. Este resultado foi similar a resposta encontrada aqui para Yarrowia lipolytica, o
qual apresenta uma influéncia negativa em relacdo a este sal frente a resposta de
acumulo de 6leo.

Em outro estudo realizado para avaliar a importancia dos sais metalicos na
producdo de lipideos, HASSAN et al. (1995) demonstraram que a producao de lipideos
ndo foi afetada pela condicdo limitante do ferro na cultura em batelada ao utilizar a
levedura Cryptococcus curvatus. Tal metal foi o inico componente do meio de cultura
que ndo teve influéncia no acumulo lipidico demonstrado no diagrama de pareto da
Figura V.8. A auséncia de efeito também foi verificada no estudo de HASSAN et al.
(1995) no que se diz respeito ao crescimento celular.

Portanto, para a producdo de lipideos pela linhagem Yarrowia lipolytica W29,
deve-se optar pela utilizacdo de MgS0O,.7H,0, CaCl,.2H,0 e MnSQO,4.H,0O nos maiores
niveis, e KH,PO4, NaHPO, FeCl; e ZnSO4.H,0 nos menores niveis.

Ja no caso da producdo de biomassa, verificou-se que nenhuma das variaveis

demonstrou efeito estatisticamente significativo (Figura V.9).
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Figura V. 9: Diagrama de Pareto dos efeitos dos fatores estudados sobre a producéo de biomassa no
experimento de delineamento experimental de Plackett-Burman.

Uma vez que ndo foi observada uma influéncia significativamente estatistica dos
sais presentes no meio na producdo de biomassa, pode ser entendido que o glicerol e 0
extrato de levedura (como fonte de nitrogénio e aminoacidos) no meio de cultivo devem
ser 0s principais componentes responsaveis pela multiplicacdo celular, além de que
possivelmente as enzimas responsaveis pelas principais vias de crescimento celular ndo
sdo reguladas por esses ions nessas concentracoes.

Segundo CRUEGER et al. (1990), o extrato de levedura é um excelente
substrato para 0s micro-organismos, visto que contém aminoacidos e peptideos,
vitaminas sollveis em &gua e carboidratos. Além disso, o glicerol residual pode conter
elementos nutricionais como fésforo, enxofre e nitrogénio que sdo possiveis de serem
utilizados pelos micro-organismos para 0 Seu crescimento durante 0S pProcessos
fermentativos (ITO et al., 2005).

Uma vantagem que pode ser observada em rela¢do a ndo influéncia dos sais na
producdo de biomassa é que ndo ird haver um possivel prejuizo dessa variavel resposta
mesmo modificando a concentracdo dos sais para uma otimizacdo do acumulo de

lipideos.
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VI. CONCLUSOES

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

Mesmo com a redugdo da concentragdo dos sais inorganicos do meio de
producdo de lipideos em um patamar cinco vezes menor comparado ao utilizado
por Santos, et al 2012, ndo foi verificado uma variacdo significativa de lipideo

acumulado pela levedura.

Das seis linhagens de Y. lipolytica utilizada no estudo, a W29 foi a que se
destacou quanto a producdo de lipideo, alcangando valores de ICL de 13648,76
em 192 horas de experimento, seguido pela cepa IMUFRJ 52301, que atingiu
11834,67 de ICL em 168 horas.

O meio de producdo de lipideos apresentou elevada relacdo carbono/nitrogénio,
e uma grande diminuicdo no pH do meio de cultura, esta podendo ser justificada

pela producdo de metabdlitos secundarios como o &cido citrico.

E viavel o uso da glicerina como principal fonte de carbono em todo o processo

desde a obtencdo do indculo até a producéo de lipideos.

Através do delineamento de Plackett-Burman realizado para avaliar a influéncia
dos sais presente no meio de cultivo utilizando a cepa W29, foi possivel
constatar que:

o Para a resposta ICL, apenas o FeCl; ndo apresentou significancia

estatistica.

o Para a resposta biomassa, nenhuma das varidveis demonstrou efeito

estatisticamente significativo.

o Foi definido através do planejamento as concentracbes ideais de
sais(g/L): 1,4 KH,PO,; 05 NaHPO,; 15 MgS0O,.7H,O, 0,2
CaCl,.2H,0, 0,018 FeCl3.6H,0, 0,004 ZnSO4.7H,0 e 0,06 MnSO4.H,0.
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VIl.  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Cultivar a levedura Y. lipolytica W29 em meios de producdo de lipideo que

apresentam diferentes e menores relaces carbono/nitrogénio.

e [Fazer o experimento de producdo de lipideos utilizando as células crescidas no
meio de pré-indculo YPG.

e Executar um planejamento experimental fatorial completo ja utilizando a
concentracdo selecionada dos sais e utilizando como varidvel os outros

componentes do meio de cultura.
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