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“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. Now is the time to understand
more, so that we may fear less.”
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Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aerdbia capaz de utilizar glicerol como fonte
de carbono para a producdo de uma gama de produtos extracelulares, tais como, acido citrico,
manitol e eritritol. Além disso, em determinadas condi¢des, pode acumular reservas lipidicas
dentro de suas células. A composicdo deste bio-6leo é similar ao do 6leo de soja, principal
matéria-prima da producdo de biodiesel no Brasil. Desta forma, esse trabalho se propds a
estudar os fatores que influenciam o acimulo de bio-6leo em Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682, principalmente em termos de transferéncia de oxigénio no sistema, com a finalidade
de reaproveitamento do glicerol, matéria-prima deste processo. Adicionalmente, os produtos
extracelulares do metabolismo (&cido citrico, manitol e eritritol) foram quantificados.
Utilizando uma estratégia de reducdo da vazdo de ar de 2,0 para 0,67 vvm na fase
estaciondria, obteve-se a maxima producdo de bio-6leo determinada por citometria de fluxo,
925,91 de fluorescéncia de Nile Red. Mantendo-se todo o cultivo com a menor vazéo de ar
estudada (0,67 vvm), a producdo de bio-6leo foi correspondente a 24% em peso seco de
biomassa gerada em 96 horas. Em relacédo a producéo de eritritol, o maior valor obtido (33,56
g.L™") foi alcancado apenas aumentando a razdo C/N, sem necessidade de estresse osmotico
por adicdo de alta concentracdo de NaCl. Deste modo, o estudo realizado mostrou-se
promissor tanto para o acumulo de bio-6leo quanto para a producdo de eritritol em cepa

selvagem de Y. lipolytica.
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Yarrowia lipolytica is strictly aerobic yeast and it is able to use glycerol as carbon source to
produce a range of extracellular products such as citric acid, mannitol and erythritol. In
addition, in certain conditions this yeast can accumulate lipids into their cells. This bio-oil
composition is similar to soybean oil that is the main feedstock for biodiesel production in
Brazil. Therefore, this work proposes to study factors that influence bio-oil accumulation in
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. One of main factor is oxygen transfer into the system in
order to reuse the glycerol as raw material for biofuel production. Moreover, extracellular
products (citric acid, mannitol and erythritol) from the process were also quantified. By using
a strategy of aeration reduction from 2,0 to 0,67 vvm during stationary phase, it was obtained
maximum production of bio-oil, 925.91 Nile Red fluorescence, measured by flow cytometry.
By keeping the lower aeration rate tested (0.67 vvm), bio-oil production corresponded to 24%
by dry weight of biomass generated for 96 hours. In relation to the erythritol production, the
highest value obtained (33.56 g.L™) was reached only by increasing the C/N ratio and there
was no need to add a high concentration of NaCl to induce osmotic stress. Thus, this study
was promising both for oil accumulation and for erythritol production by a Y. lipolytica wild

strain.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

ACC -acil-CoA carboxilase

Ac-CoA - acetil-CoenzimaA

ACL - ATP citrato liase

ADP — adenosina difosfato

AG — Acidos graxos

AMP — adenosina monofosfato

ATP — adenosina trifosfato

Ci: concentragdo de oxigénio dissolvido na interface gas-liquido
CL — corpusculo lipidico

C.: concentracdo de oxigénio dissolvido no seio do liquido
CS — citrato sintase

C/N — razdo carbono/nitrogénio

EMP — Embden Meyerhof Parnas pathway

G-3-P DH — 3-P-glicerol desidrogenase

GK — glicerol quinase

ICDH - isocitrato desidrogenase

IMP — inosina monofosfato

Na: fluxo de oxigénio por area

NAD - dinucleotideo de nicotinamida e adenina

OD - oxigénio dissolvido

PC — piruvato carboxilase

PD — piruvato desidrogenase

Pg: pressao parcial do oxigénio no seio da fase gasosa
Pi: pressdo parcial do oxigénio na interface gas-liquido
P\: pressao parcial do oxigénio no liquido

RE - reticulo endoplasmatico

SH — substrato hidrofébico

TAG — triacilglicerol

.. espessura do filme liquido

dv: espessura do filme gasoso

H: constante de Henry

C. - Concentragdo de oxigénio dissolvido na fase liquida
TTO - taxa de transferéncia de oxigénio

TCO - taxa de consumo de oxigénio

vvm — volume de ar por volume de meio por minuto
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1 Introducéo

Yarrowia lipolytica € uma levedura oleaginosa ndo convencional, estritamente aerobia e
que possui capacidade metabolica de assimilar diversas fontes de carbono, dentre elas
destaca-se o glicerol, coproduto do processo de transesterificacdo para producdo de biodiesel
(CHRISTOPHE et al., 2012). Em bioprocessos aerdbios, o coeficiente volumétrico global de
transferéncia de oxigénio (k a) é um dos mais importantes parametros estudados, uma vez que
a disponibilidade de oxigénio € um fator que influencia no metabolismo do micro-organismo
e consequentemente na produtividade do que se deseja produzir (LORENZINI, 2012).

Em condic¢des de limitagdo por nitrogénio, esta levedura é capaz de acumular bio-6leo
intracelular, cuja composicdo de &cidos graxos é similar a do 6leo de soja, matéria-prima
majoritariamente utilizada na producdo do biodiesel brasileiro (Figura 1) (EPE, 2015). Ou
seja, € capaz de utilizar o coproduto gerado (glicerol) para obter a matéria-prima (bio-6leo)
para producdo de biodiesel. Além da producgdo de bio-6leo, diversos outros produtos podem
ser obtidos por esta levedura como, por exemplo, acido citrico e polidéis como manitol e
eritritol (KUO et al., 2013).

2,0% _  2,4%
BN

mOleo de Soja
B Gordura Bovina
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Algodso

BCutros
Materiais
Graxos

Figura 1 Participacao percentual das matérias-primas para producao de biodiesel no Brasil.
Fonte: EPE, 2015.

Recente estudo publicado pela ABIOVE (2016) projeta que com a aprovagéo da Lei n°
13.263/2016, que estipula um aumento percentual gradativo de adi¢do de biodiesel ao diesel
brasileiro, se a producdo de soja permanecer proxima ao patamar de 2016 seria necessario o
comprometimento de aproximadamente 32% do 6leo de soja produzido no pais para suprir a
demanda de biodiesel em 2017 e chegando a cerca de 61% em 2030, conforme os dados

apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 Projecdes para o complexo de soja brasileiro.

Unidade A% 2016-30

Complexo Soja 2016 2020 2025 2030 (milhdes) (a.a)
Producéo de soja (safra) 96,6 114,7 133,3 164,9 T 4,2
Avrea plantada 32,4 36,2 39,2 44,6 Ha 2,5
Produtividade 3,0 3,2 3,4 3,7 t/ha 1,6
Quantidade de soja processada 40,7 55,1 77,3 107,2 T 7,7
Parcela da safra processada 40 48 58 65 % 3,8
Producéo de 6leo de soja 8,1 102 14,3 19,9 T 7,1
Oleo de soja destinado ao biodiesel 2,6 4,3 7,7 12,2 T 12,6
Oleo de soja consumo domeéstico 3.9 42 4.6 5.3 1 2.4
exceto biodiesel
Oleo de soja mercado externo 1,6 1,6 1,9 2,4 T 3,2

Fonte: adaptado ABIOVE, 2016.

Deste modo, para expandir a producdo de biodiesel visando atender & crescente
demanda, esta industria tem o desafio de escoar a producdo de glicerol bruto,
aproximadamente 10% da massa de biodiesel gerado, e buscar fontes alternativas de matéria-
prima. E com isso, diversos estudos foram e continuam sendo desenvolvidos objetivando o
aproveitamento do glicerol, que ja encontra uma saturacdo no mercado convencional, além de
novas matérias-primas com viabilidade para substituir o éleo de soja (CHHETRI et al., 2008;
KUMAR & SHARMA, 2016; HEJNA et al., 2016), de modo que 0S micro-organismos
podem ser bastante explorados neste contexto (AMARAL et al., 2009; SCHULTZ et al.,
2014).

Yarrowia lipolytica demonstra-se uma potencial candidata para atuar no
reaproveitamento do coproduto da transesterificacdo (glicerol), utilizando-o como fonte de
carbono e na substituicdo do dleo de soja por 6leo microbiano para producdo do
biocombustivel supracitado. Sendo assim, o trabalho aqui exposto tem por finalidade
apresentar um estudo sobre a influéncia da estratégia de aeracdo do sistema no acumulo de
bio-6leo e polidis extracelulares em Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando glicerol

como fonte de carbono.



2 Objetivos

O objetivo principal dessa dissertacdo € avaliar a influéncia da estratégia de aeracéo do

sistema no acumulo de bio-6leo intracelular por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada

em biorreator utilizando glicerol como fonte de carbono.

Os objetivos especificos sdo:

Determinar os valores do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(kLa) em diferentes condigcdes de processo. Variando a vazdo de ar de 0,67 a 4,0
vvm, agitacdo de 350 a 800 rpm e relacdo carbono/nitrogénio do meio de cultivo
de 50:1, 75:1 e 100:1.

Avaliar a influéncia dessas variaveis no valor do k; a obtido.

Avaliar a producdo de bio-6leo por Yarrowia lipolytica por citometria de fluxo e

espectrofluorimetria, ambas associadas a fluorescéncia do fluorocromo Nile Red.

Caracterizar e quantificar subprodutos extracelulares (acido citrico, manitol e

eritritol) formados ao longo do processo.

Avaliar e determinar os parametros cinéticos do processo.



3 Revisdo Bibliografica

3.1 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um micro-organismo pertencente ao reino Fungi, eucaridtico,
estritamente aerobio e pertencente & familia Hemiascomicetos. Foi isolada e identificada pela
primeira vez em 1928 e a este novo género foram atribuidos diversos nomes, tais como
Mycotorula, Monilia, Torula, Pseudomonilia, Proteomyces, Azymoprocandida, Candida,
Endomycopsis, Torulopsis ou Saccharomycopsis. (HARZEVILI, 2014). O nome genérico
Yarrowia foi proposto em 1980 por van der Walt e von Arx em homenagem aos trabalhos
desenvolvidos por David Yarrow (Delft Microbiology Laboratory) (YARROW, 1972). J& o
nome lipolytica remete a capacidade desta levedura de hidrolisar lipideos (NICAUD, 2012).

Leveduras consideradas “convencionais”, como Saccharomyces cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe, sdo definidas como micro-organismos unicelulares eucaridticos
que se reproduzem por brotamento ou fissdo. No entanto, varias espécies de leveduras, a
exemplo Yarrowia lipolytica, apresentam dimorfismo e produzem pseudo-hifas (Figura 2) em
determinadas condigdes, sendo entdo consideradas leveduras ‘“ndo-convencionais” (WOLF,
1996).

Fil*

Fil-

Figura 2 Morfologia celular e da coldnia em cepas de Y. lipolytica. (A) Morfologia da colénia da cepa selvagem
H222 (Fil+) e um mutante filamentoso (Fil-) em meio rico em YPD. (B) Morfologia celular leveduriforme em
YNB (imagem superior) forma filamentosa em presenca de soro (inferior).

Fonte: NICAUD, 2012.

As diferentes morfologias apresentadas por Y. lipolytica podem culminar em mudancas
tanto no perfil de producdo enzimatica e de metabdlitos quanto na transferéncia de energia e

massa do sistema. A forma hifada é favorecida em valores de pH proximos a neutralidade e é



praticamente ausente em pH acido (~3,0) (DO NASCIMENTO, 2016). MORIN et al. (2007)
avaliaram as mudancas metabolicas durante essa transicdo morfoldgica em Y. lipolytica e
identificaram 45 proteinas sendo expressas de forma diferente, nove destas com a expressdo
reduzida em celulas hifadas.

O mecanismo que resulta no dimorfismo em Y. lipolytica ocorre via cascata da MAPK
(mitogen-activated protein kinase ou proteina quinase ativada por mitdgeno). Essa via de
sinalizacdo consiste na fosforilacdo de proteinas quinase em uma sequéncia pré-determinada,
resultando na ativacdo do fator de transcricdo Cphl. Tal fator de transcricdo € capaz de se
ligar a sequéncias especificas do DNA, chamadas elementos de resposta a filamentag&o,
estimulando a transicdo morfoldgica (DUTRA, 2010).

As cepas de Yarrowia lipolytica podem ser isoladas de laticinios, salsichas, ambientes
ricos em lipideos, como esgotos e meios contaminados com 6leos, e também de ambientes
marinhos ou hipersalinos. Nao é considerada uma espécie patogénica, sendo classificada pela
American Food and Drug Administration (FDA) como Generally Regarded As Safe (GRAS)
(NICAUD, 2012). E uma espécie bastante estudada devido ao seu grande potencial
biotecnologico na producdo de uma gama de produtos de interesse comercial, como &cido
citrico (PAPANIKOLAOU et al., 2008), biossurfactantes (FONTES et al., 2012), vy-
decalactona (WACHE et al., 2002; KRZYCZKOWSKA, 2012), lipase (BRIGIDA, 2014),
lipideo intracelular (POLI, 2014), eritritol e manitol (TOMASZEWSKA et al., 2012), entre
outros.

Adicionalmente, Yarrowia lipolytica apresenta grande versatilidade também no
consumo de substratos, sendo capaz inclusive de assimilar substratos hidrofébicos
(GONCALVES et al., 2014). Alguns substratos utilizados no cultivo de Y. lipolytica, bem

como o produto de interesse obtido, sdo apresentados no Quadro 1.



Quadro 1 Substratos, fontes de nitrogénio, tipo de fermentag8o e produtos no cultivo de Yarrowia lipolytica.

Substrato Fonte de Nitrogénio Tipo de~ Produto
Fermentacio
Glicose Nitrato de amonio e extrato de Submersa Acido Citrico
levedura
Etanol Sulfato de amdnio e hidrolizado de Submersa Acido Citrico
levedura
n-parafina Nitrato de ferro (1) Submersa Acido Citrico
Glicerol Extrato de levedura Submersa Acido Citrico
Residuo de abacaxi Extrato de levedura Estado sélido Acido Citrico
Oleo de Girassol Nitrato de amonio e extrato de Submersa Acido Citrico
levedura
Metanol Peptona e extrato de levedura Submersa Lipideo
. Sulfato de amdnio e hidrolizado de Lipideo, lipase e
Estearina Submersa -
levedura biomassa
Oleo de coco Sulfato de amdnio Estado s6lido | Acido graxo saturado
Bagago de cana-de-agucar Peptona Submersa Lipideo
Oleo de ollva,_ 0leo de milho e Uréia Submersa Lipase
glicose

Fonte: adaptado GONCALVES et al., 2014.

3.2 Gilicerol

O glicerol (1,2,3-propanotriol), € um poliol viscoso, incolor e inodoro, naturalmente

presente na estrutura dos triglicerideos. Este nome lhe foi atribuido por apresentar paladar

adocicado, sendo glicerol derivado do grego glykys (doce). Também é conhecido como

glicerina, no entanto essa denominacdo se refere ao produto comercial, uma solucdo aquosa
de glicerol com 95,5 a 99% de pureza (PAGLIARO & ROSSI, 2008). A Tabela 2 apresenta

algumas propriedades fisico-quimicas deste composto.

Tabela 2 Propriedades fisico-quimicas do glicerol a 20 °C.

Férmula quimica C3H5(OH)3
Massa molecular 92,09382 g.mol™*
Densidade 1,261 g.cm®
Viscosidade 1,5Pas
Ponto de fuséo 18,2 °C
Ponto de ebulicdo 290 °C
Valor caldrico 4,32 kcal.g™
Tensdo superficial 64,00 mN.m™

Coeficiente de temperatura -0,0598 mN.(mK)™

Fonte: PAGLIARO & ROSSI, 2008




Suas propriedades lIhe conferem mdltiplas possibilidades de aplica¢do, podendo servir
de matéria-prima para a geragdo de diversos produtos tanto por via biotecnoldgica quanto por

via quimica (Figura 3).

i . Glicerol
Rota quimica ¢ termoquimica Rota bioquimica
|
|
|
Gis dedintese | lj.3:pr0|?anoqiol Acido ucét?cu
Acroleina Acido glicérico 2.3-butanodiol Lipideos
1.3 — dihidroxiacetona l’ropllénogllcol Etanol A;ldn fltl'lc()
Aditivos 1.2, 3-trimetoxapropanco Butanol ‘-Ac,ldo MUTIED
| .3-propanodiol Carbonato de glicerol H, 4 'J\.C'd“ ghc,"‘[,"w
| 2-propanodiol Tri-t-butil eteres de ”"’9“5 Acido “x“].lcf’
Propeno slicerol Mzmljul Acndn propionico
R otdincriling x Arabitol Acido succinico
Entritol

Figura 3 Produtos obtidos a partir de glicerol por via bioquimica, quimica e termoquimica.
Fonte: adaptado SCHULTZ et al., 2014.

A obtencdo do glicerol pode ser feita via saponificacdo (Figura 4), hidrélise (Figura 5)
ou reacdo de transesterificacdo, sendo esta Ultima de grande interesse por estar associada a
producdo de biodiesel (CIRIMINNA et al., 2014).

C|7H_1,_-.C0ﬂ'[|:']'[3 FH_{J‘H

CITHHCOD'[EH + INaOH —— 3CITH3SCOONa + FHDH

C7H::CO0CH, CH,OH
Soda -

Triglicerideos ciustica Sabio Glicerol

Figura 4 Reacdo de saponificacao.



CH:COO0R, RyCOOH CH>OH
fl_'H{_'UU]{J + 3HO0 *— R.OCO0OH 5 CHOH
CH>COO0R, B, C00H CH;OH

Tnglicerideos Agua Ac. graxo Glicerol

Figura 5 Reacdo de hidrélise de triglicerideos.
A reacgdo de transesterificacdo consiste na reacdo de um triglicerideo (gordura ou 6leo)
com alcool na presenca de um catalisador (acido, base ou enzima) gerando biodiesel e

glicerol. Estima-se que a cada 100 kg de biodiesel produzido, 10,5 kg de glicerol bruto sdo
gerados (Figura 6) (TAN etal., 2013).

100 Kg de éleo + 10,5 Kg MeOH = 100 Kg de biodiesel + 10,5 Kg de glicerol

o)
OH
0.0
Y 0/[\ R catalisador o) HO
& + 3ROH =—= 3RH4 +
j\ O-R; OH
0~ R
Triacilglicerol Alcool Biodiesel Glicerol

Figura 6 Reagdo de transesterificagdo. R — grupamento alquila contendo em média 18 a 22 carbonos. R1 —
grupamento alquila do alcool utilizado

Em 2005, foi aprovada no Brasil a Lei n° 11.097/2005, que tornou obrigatoria a adi¢éo
de um determinado percentual de biodiesel misturado ao diesel brasileiro, chegando a 7% em
novembro de 2012. E no ano passado entrou em vigor a Lei n° 13.623/2016, que projeta o
percentual de participacdo em 10% em marco de 2019. Essa obrigatoriedade estimulou a
producdo de biodiesel, acarretando em um aumento na producdo de aproximadamente 57
vezes em 2015 quando comparado a 2006 (Figura 7) (ANP, 2016).
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Figura 7 Producdo anual de biodiesel no Brasil.
Fonte: ANP, 2016.

RODRIGUES & LOSEKANN (2015) fizeram uma projecdo do consumo e producéo de
oleo diesel no Brasil até 2023 (Figura 8), que mostra uma perspectiva de aumento em ambos

0s casos, tendo um impacto direto na producéo de biodiesel.
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Figura 8 Projecdo de produgdo e consumo de éleo diesel no Brasil.
Fonte: RODRIGUES e LOSEKANN, 2015.

O crescente aumento na producdo de biodiesel gerou uma saturacdo de glicerol no
mercado, tornando-se um problema para as inddstrias produtoras de biodiesel, mas em
contrapartida estimulando o estudo para o desenvolvimento de novas aplicacfes para o
glicerol e otimizacdo de processos envolvendo este composto. Neste contexto, Yarrowia
lipolytica tem sido bastante reportada na literatura na valorizacdo do glicerol, conforme
mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 Produtos obtidos no cultivo de Yarrowia lipolytica utilizando glicerol como fonte de carbono.

glliizr%el Y. IicF:JZFI);tica fer;eerr?tgga%e(h) s Produto (;5/'51) Referéncia
Bruto PGC01003 72 0,40  Acido Succinico 0,24 GAO etal., 2016
Bruto JMY4086 450 - Lipideo 0,13 RAKICKA et al., 2015
Bruto "SC'(‘%'I" 236 02  Acido Citrico 044 AR
PUIo Wraﬂslla\/ia 73 . Eritritol 0,46 RAKICKA etal., 2016
Bruto Di?\zlf‘ c 56 0,16 Biomassa 0,882 TACCARI etal., 2012
Puro (+_azeite KKP.379 42 i Lipase 0,135°  FABISZEWSKA etal,
de oliva) extracelular 2015
Puro WSH-Z06 168 . a-ketAo;ilﬂ(t)arico 053 VUetal, 2012
Bruto ! I\5/I0L(JS|;§J 96 - Biossurfactantes ~ 81,3%° FONTES etal., 2010

Yrs — rendimento de substrato por grama de glicerol consumido
%Y x5 — rendimento de biomassa por grama de glicerol consumido
bAtividade enzimatica (U/mL)

°El (indice de emulsificagio)

3.3 Oleo Microbiano

Yarrowia lipolytica € considerado um micro-organismo oleaginoso, ou seja, apresenta a
capacidade de estocar contetdo lipidico intracelular podendo, em condi¢des de limitacdo de
nutrientes, acumular até 70% de lipideo em relagdo a biomassa. Os lipideos sdo armazenados
em compartimento chamado corpo lipidico, corpusculo lipidico ou goticula lipidica (Figura 9)
(LOPES, 2014).

Figura 9 Imagem de microscopia 6tica de fluorescéncia mostrando os corpos lipidicos de células de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 coradas com o fluorocromo Nile Red utilizando microscopio 6tico Nikon modelo
Eclipse E200 acoplado a cAmera Evolution VF (1000x de aumento). Fonte: MARTINS, 2013.
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A Tabela 4 apresenta a diferenga no perfil lipidico entre o 6leo produzido por micro-
organismos oleaginosos e 6leos vegetais. O 6leo produzido por Yarrowia lipolytica apresenta
um perfil similar ao do 6leo de soja, principal matéria-prima na producdo de biodiesel,
demostrando-se um promissor substituinte do 6leo vegetal na producdo deste biocombustivel.
(CHRISTOPHE et al., 2012).

Tabela 4 Composicao (% em peso) de metil ésteres de acidos graxos de 6leos vegetais e microbianos.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Espécies palmitico palmitoléico estearico oléico linoléico linolénico
(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1) (C18:2) (C18:3)
Lipomyces starkeyi 33-56 2-6 5-14 26-55 0,1-3 0,12
L. lipofera 37 4 7 48 3 -
Rhodosporidium
toruloides 18-37 1 3-36 19-60 2-13 0-3,5
Trichosporon
pullulans 15 Tracos 2-10 57 7-24 1
Cryptococcus
curvatus 17-25 - 12 55 8 2
Cunninghamella
echinulata 16-19 - 12-14 40-48 4 3
Mortierella
isabellina 20-27 1-4 2-6 44-54 4-18 3-8
Yarrowia lipolytica 11 6 1 28 51 1
Oleo de palma 32-59 - 1-8 27-52 5,14 Tragos
Girassol 3-10 - 1-10 14-65 20-75 Tracos
Soja 7-14 - 1-6 19-30 44-62 4-11
Amendoin 6-12,5 - 2,5-6 37-61 13-41 1
Oleo de semente de
algoddo 27-28 - 0,92 13-18 51-57 Tracos
Oleo de soja 11 - 4 22 53 8
Oleo de colza 3-14 - 0,9-2 56-64 22-26 8-10
Milho 12 - 0,9 25 61 0,48

Fonte: adaptado CHRISTOPHE et al., 2012.

3.3.1 Vias de acumulo de lipideos

O acumulo intracelular de lipideos pode ocorrer por duas vias metabdlicas: a via de
sintese de novo, que se baseia na producdo de precursores de &cidos graxos, como acetil e
malonil-CoA e sua integracdo com a biossintesse lipidica e a via de acumulagdo ex novo, que
envolve o acumulo de acidos graxos, 6leos e TAGs provenientes do meio de cultivo e o seu
armazenamento dentro da célula (BEOPOULOS et al., 2011).
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3.3.1.1 Via de sintese de novo

O fluxo de carbono, durante a fase de crescimento do micro-organismo, é distribuido
para atender a quatro demandas: carboidratos, lipideos, acidos nucleicos e proteinas.
Enquanto que o nitrogénio presente no sistema, geralmente adicionado sob a forma de sal de
amonio, é preferencialmente utilizado para a sintese de &cidos nucleicos e proteinas
necessarios ao crescimento e multiplicacdo celular. No entanto, diversos fatores como
concentracdo de substrato, composicdo do meio de cultivo, temperatura, pH, entre outros, sao
responsaveis pelo desvio e favorecimento de determinadas vias metabolicas em detrimento de

outras (FLORES et al., 2000). A Figura 10, a seguir, mostra a via de sintese lipidica de novo.

Glicerol Citrato Meio Extracelular
| 4
+ .
A Citosol
Glicerol
g ATP Fase de Produgéo de Acido Citrico
ADP
G3P Fase Lipogénica
A :IJESH Act TAG
G-3-B DR, Citrato —ro Ac-CoA—=LAG
K3

Oxaloacetato

EME
3-P-Diidroxiacetona Piruvato — Malato
Nz&om Aép §TP LS S ;
NADPH IADP
W |

g ¥ Mitocondria ™.
Piruvato |Malato '

-
Po [\ Fc

B-oxidacdo

v
Oxaloacetato Aé-CoA - =
\ Fase de Renovagao

\ ]
\ /] CS iDit

W J de Lipideos
Citrato

AMP
I ? Auséncia de Nitrogénio
Fase de

Iso-citrato ’CQH a-ketoglutarato — Ciclo de Krebs——  Formagéo
t; v de Biomassa
NAD NADH

Figura 10 Vias metabdlicas envolvidas no catabolismo de glicerol e biossintese de lipideo intracelular e acido
citrico extracelular por Y. lipolytica. Limitacdo de nitrogénio causa um rapido declinio na concentracdo de AMP,
que é clivada pela AMP-desaminase. Essa etapa resulta na inibicdo de NAD+-ICDH e consequente acimulo de
ac. citrico na mitocondria. Quando a concentracdo de &cido citrico atinge um valor critico, este € secretado para o
citosol. Na fase lipogénica o ac. citrico é clivado por ACL gerando oxaloacetato e Ac-CoA, precursor para a
biossintese de acidos graxos. Durante a transicao da fase lipogénica para a producao de &c. citrico, quantidades
significativas de glicerol sdo convertidas em acido citrico em simultaneo com a renovagdo (“turnover”) de
lipideos. TAG: triacilglicerol; AMP — adenosina monofosfato; ACL - ATP citrato liase; ICDH - isocitrato
desidrogenase; Ac-CoA — acetil coenzima A; ACC -acil-CoA carboxilase; CS — citrato sintase; PC — piruvato
carboxilase; PD — piruvato desidrogenase; NAD — dinucleotideo de nicotinamida e adenina; ATP — adenosina
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trifosfato; ADP — adenosina difosfato; EMP — Embden Meyerhof Parnas pathway; G-3-P DH — 3-P-glicerol
desidrogenase; GK — glicerol quinase. Fonte: adaptado Makri et al., 2010.

Em condicGes de limitagdo de nitrogénio no meio de cultivo, a taxa de crescimento se
reduz rapidamente e ocorre a ativacdo da enzima AMP-desaminase, responsavel pela
clivagem de AMP (adenosina monofosfato) em IMP (inosina monofosfato). A AMP regula a
atividade da ICDH (isocitrato desidrogenase), de forma que a clivagem deste composto
resulta na inativacdo dessa enzima. Estando inativada, a ICDH cessa a transformagéo de iso-
citrato em o-ketoglutarato, intermediario do ciclo de Krebs. Com isso, ha um acumulo de
citrato em equilibrio com iso-citrato na mitocondria, até que se atinja uma concentracéo tal
onde o citrato é transportado para o citosol com consequente entrada de malato na
mitocdndria. Esse citrato é levado a acetil-CoA mediante a acdo da enzima ACL (ATP citrato
liase), iniciando assim a fase lipogénica, ou seja, o acumulo de triacilglicerdis (TAGS)
(RYWINSKA et al., 2013). O acetil-CoA citosélico fornece os dois primeiros atomos de
carbono para a sintese lipidica, mas a cadeia de &cidos graxos cresce pela adi¢do de unidades
de malonil-CoA, do reticulo endoplasmético (RE), ou acetil-CoA da mitocondria. O acetil-
CoA utilizado para elongacao € obtido pelo processo de B-oxidagdo, que consiste na clivagem
de lipideos acumulados, ja 0 malonil-CoA ¢ gerado pela ACC (acil-CoA carboxilase), sendo a
principal fonte de carbono para a sintese de acidos graxos da via de novo (BEOPOULOS et
al., 2009a).

3.3.1.2 Via de acumulo ex novo

Em contrapartida, a via de acimulo ex novo se baseia na capacidade do micro-
organismo oleaginoso de assimilar substratos hidrofébicos como alcanos e lipideos. Yarrowia
lipolytica, que é comumente encontrada em ambientes ricos nesse tipo de substrato, € um
exemplo de micro-organismo capaz de assimila-los eficientemente, tendo sido utilizada por
THEVENIEAU et al. em 2007 como modelo para o estudo dos mecanismos envolvidos na
degradacdo de substratos hidrofébicos. A primeira etapa para utilizacdo desses substratos
como fonte de carbono consiste na inducdo de modificagBes no substrato de modo a torna-lo
mais acessivel a célula. Yarrowia lipolytica, por exemplo, pode produzir surfactantes para
reduzir o tamanho das goticulas deste substrato aumentando a superficie de contato entre este
e a levedura, assim como secretar lipase para a hidrolise de TAGs (RUFINO et al., 2014).
Quando o substrato € um n-alcano, este pode ser aderido a protrusdes ou a elevacOes

hidrofébicas que se formam na superficie da levedura e depois migrar para o reticulo
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endoplasméatico via membrana plasmatica por transporte interfacial direto. No reticulo
endoplasmatico, os n-alcanos sdo hidroxilados por citocromos P450, no processo de -
oxidacdo (Figura 11). No entanto, a via metabdlica envolvida na assimilacdo de n-alcanos
ainda nao esta completamente elucidada (BEOPOULOS et al., 2009b; FUKUDA, 2013).

Substratos Hidrofobicos

hpnsan
Alcanos, AG
-—
hpases
alcanos
R protruses
v membrana celular
RE 4 AG
= )
— sintese de TAG
w-oxidacao G
B-oxidacdo CL.
3 w

rumbilizal:_ﬁn?de TAG

Figura 11 Representacdo esquematica da assimila¢do de substratos hidrofébicos (SH) por Y. lipolytica (1a, 1b).
Liposan reduz o didmetro das emulsdes e goticulas hidrofébicas formadas pelo SH. (1b) TAGs séo clivados pela
lipase extracelular gerando acidos graxos (AGs). (2) Goticulas do substrato ligam-se a protrusdes da superficie
celular. (3) Transportadores mediam a entrada e saida dessas goticulas na membrana celular. (4) Modificagdo do
SH (w-oxidacdo). (5) Degradacédo por B-oxidagdo ou (6) estocagem nos corpusculos lipidicos como TAGs; (7)
mobilizacdo de TAG depois da hidrdlise por lipases. Protrusdes: estruturas da superficie celular que permitem a
ligacéo das goticulas hidrofobicas. Fonte: adaptado BEOPOULOS et al., 20009.

3.4 Produtos extracelulares

Yarrowia lipolytica ¢ uma levedura “ndo-convencional” bastante abordada na literatura,
principalmente devido a sua ampla possibilidade de aplicagdes biotecnoldgicas. Dentre essas
aplicacdes, destacam-se aquelas cujos produtos de interesse sdo secretados para 0 meio
extracelular, podendo assim ser mais facilmente separados como, por exemplo, acido citrico,

manitol, eritritol, lipase e outros (COELHO et al., 2010).

3.4.1 Acido Citrico

O é&cido citrico (acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico), também conhecido como
citrato de hidrogénio, nome que deriva do latim citrus, género das plantas cujas frutas

apresentam este acido mais expressivamente em sua composicdo, é considerado um acido
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fraco e apresenta a formula quimica CgHgO7, sendo a sua estrutura quimica representada

conforme mostra a Figura 12 (MAX et al., 2010).

O
0O

HO

OH
0O

OH

OH

Figura 12 Estrutura quimica do &cido citrico.

E aceito mundialmente como Generally Regarded As Safe (GRAS) e amplamente

utilizado nas industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos. Algumas das possiveis
aplicacdes do acido citrico estdo descritas no Quadro 2 (SOCCOL et al., 2006).

Quadro 2 Aplicagdes do acido citrico e suas fungdes em diferentes industrias.

Inddstria

Aplicacbes

Funcéo

Bebidas

Vinhos e Sidras

¢ Previne escurecimento em alguns vinhos
brancos

¢ Evita turbidez
e Ajuste de pH

Alimentos

Geleias, doces e
conservantes

o Ajuste de pH

e Atua como acidulante

e Aumenta eficicia de conservantes
antimicrobianos

e Fornece grau desejado de acidez e sabor.

Laticinios

e Emulsionante em sorvetes e queijos
processados

¢ Agente acidificante e antioxidante em diversos
produtos a base de queijo

¢ Minimiza inversdo da sacarose

e Previne cristalizacdo da sacarose

Farmacéutica

Farmacos

o Efervescente em pés e comprimidos em
combinacdo com bicarbonatos.

¢ Anticoagulante

o Acelera a dissolucdo de componentes ativos
¢ Acidulante em formulages ligeiramente
adstringentes

Cosmeéticos

Produtos cosméticos

¢ Quelante de ions metalicos
e Ajuste de pH
e Agente tamponante

FONTE: adaptado SOCCOL et al., 2006.

O acido citrico € um intermediario do ciclo de Krebs, sendo um composto de grande

importancia no metabolismo celular microbiano e sua producdo industrial majoritariamente

feita por via biotecnoldgica. Diversos micro-organismos como, bactérias, fungos e leveduras

sdo capazes de produzir este composto. Como o acido citrico participa do metabolismo
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energético, o seu acumulo em quantidades expressivas requer condi¢des drésticas de
desbalanceamento energético, de forma que muitos micro-organismos nao conseguem
alcancar  rendimentos economicamente  viaveis para a producdo industrial.
(VANDENBERGHE, 1999). Este rendimento estd associado a diversos fatores tais como,
micro-organismo utilizado, condi¢bes do processo, composicdo do meio de cultivo,
concentracdo de fons metalicos (principalmente Mn?*), limitacdo por nitrogénio, entre outros.
No entanto, no caso das leveduras, uma das maiores desvantagens consiste na producéo
simultanea de acido isocitrico, que pode chegar a até 50% do valor obtido de acido citrico
(SA, 2011; SHOW et al., 2015). DA SILVA (2010) atingiu a producdo 16,49 g.L™ de 4cido
citrico no cultivo submerso em frascos erlenmeyer de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682
utilizando glicerol como fonte de carbono e MOELLER et al. (2007) obtiveram uma producao
méxima de 41 g.L™ de &cido citrico no cultivo em biorreator de Yarrowia lipolytica H222 em

meio contendo glicose.
3.4.2 Eritritol

Eritritol (2S, 3R-butano-1,2,3,4-tetraol) (Figura 13) é um poliol (&lcool de aglcar) que
apresenta entre 60 a 80% do poder adogante da sacarose em 10% (p/v) de solucdo, néo
carcinogénico, tendo aplicacdo tanto na industria alimenticia quanto farmacéutica.
(RAKICKA et al., 2016). Na industria de alimentos € utilizado como um edulcorante de baixa
caloria, sendo disponibilizado em p6 ou incorporado a bebidas ou gomas de mascar. Além do
poder adocante, o eritritol também tem a capacidade de suprimir a formacao de biofilme de
algumas bactérias patogénicas causadoras da carie dentaria (MIRONCZUK et al., 2015) e
uma ligeira capacidade de alterar os niveis de insulina, podendo também ser consumido por
diabéticos. E também utilizado na indlstria de cosméticos como hidratante e possui
propriedades antioxidantes, devido a presenca de grupamentos hidroxil em sua estrutura
(RAKICKA et al., 2016).

OH

Ho\/‘\/\OH

OH

Figura 13 Estrutura quimica do eritritol.
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A producdo por via biotecnoldgica de eritritol pode ser feita por bactérias laticas
heterofermentativas como Leuconostoc oenos (VEIGA-DA-CUNHA et al., 1993), fungos
filamentosos ou leveduras, tais como Torula corallina (Lee et al., 2002), Trigonopsis
variabilis (KIM et al., 1997), Zygosaccharomyces acidifaciens (HAJNY et al., 1964) e
Yarrowia lipolytica (DA SILVA et. al., 2016). Em bactérias laticas, o eritritol é produzido
para oxidar moléculas de NADPH em excesso, de forma a balancear o potencial de
oxirreducdo celular. Entretanto em leveduras, principalmente as leveduras osmofilicas, essa
producdo ocorre em resposta a um estresse osmotico (DO NASCIMENTO, 2016). O estresse
osmatico ocorre devido a altas concentracbes de aglcar ou sais presentes no meio de cultivo,
podendo causar danos as estruturas celulares, pois provoca um efluxo de agua intracelular.
Fisiologicamente as leveduras possuem duas respostas para contornar essa situacdo: a
ativacdo de sistemas de transporte para expelir ions sodio e potassio e a sintese de solutos
compativeis para balancear a pressdo osmotica interna. Alguns exemplos de solutos
compativeis produzidos sdo em geral polidis como manitol, glicerol, eritritol ou também
trealose (DEAK, 2008). O direcionamento para a producdo de determinado poliél pode ser
feito mediante controle de determinadas variaveis como pH, estagio de estresse osmético e
concentracdo de sais. A Figura 14 mostra a via metabdlica proposta para a producdo de
poliois por Yarrowia lipolytica (DO NASCIMENTO, 2016).

Glicerol Manitol
TCA 3 nito! 3
| : | |

; Frutose Manitol-1-P
Glicerol-3-P Piravato T
2| : l5 s
' Vo
Dihidroxiacetona-3-P «<—> Gliceraldeido-3-P — Frutose-1,6-P — Frutose-6-P — Glicose-6-P
17 4
| Glicose
4 ¥
Xilulose «—— = Xilulose-5-P Eritrose-4-P —— |Eritrose
19 }-‘LE Sedoheptulose-5-P »
. p 10 v
Gliceraldeido-3-P 6-P-gluconolactona
Arabitol > Ribose-5-P !
}) Eritritol
v
Ribulose < Ribulose-5-P

Figura 14 Via metabdlica proposta para a producédo de polidis por Y. lipolytica. TCA: ciclo dos acidos
tricarboxilicos; (1) glicerol quinase; (2) NAD+ glicerol-3-P desidrogenase; (3) manitol desidrogenase; (4)
hexoquinase; (5) manitol-1-P desidrogenase; (6) manitol-1-fosfatase; (7) transcetolase; (8) transaldolase; (9)
arabitol desidrogenase; (10) eritrose redutase. Fonte: DO NASCIMENTO, 2016.
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3.4.3 Manitol

Manitol (Figura 15) é um polidl que assim como o eritritol possui ampla aplicacdo nas
industrias alimenticias e farmacéuticas. Em alimentos, sua propriedade de reduzir a tendéncia
de cristalizacdo de agUcares € bastante explorada a fim de aumentar o tempo de prateleira
desses produtos. Além disso, a sua forma cristalina apresenta baixa higroscopicidade, sendo
bastante utilizada em produtos que requerem estabilidade em condicGes de alta umidade.
Adicionalmente, apresenta baixo valor calérico (1,6 kcal.g™) e baixa solubilidade em 4gua. E
amplamente utilizado em gomas de mascar e sendo um composto quimicamente inerte,
aparece na formulacdo de diversos medicamentos, principalmente para impedir absorcéo de
umidade e mascarar eventuais sabores desagradaveis inerentes a alguns farmacos (SAHA &
RACINE, 2011).

OH OH

H
HO ©

OH OH

Figura 15 Estrutura quimica do manitol.

O manitol é industrialmente produzido por via quimica, mediante a hidrogenacdo de
frutose em altas condicOes de temperatura e pressdo. No entanto, também pode ser encontrado
em diversas algas, plantas e micro-organismos, sendo o processo biotecnolégico de producao
deste composto uma alternativa interessante (TOMASZEWSKA et al., 2012).

3.5 Respiragdo microbiana e a transferéncia de oxigénio em meios liquidos

A respiracdo microbiana € um processo bioguimico no qual compostos organicos ou
inorganicos reduzidos sdo oxidados por compostos inorgdnicos para geracdo de energia.
Quando o oxidante é o oxigénio (O,), esse processo &€ denominado respiracdo aerdbica e
sendo outro oxidante, respiracdo anaerobica. (BAILEY & OLLIS, 1986). Bactérias do género
Bacillus e Pseudomonas, por exemplo, sdo capazes de utilizar fon nitrato (NO*) como aceptor
final de elétrons, do género Desulfovibrio utilizam sulfato (SO4*), assim como algumas
bactérias utilizam carbonato (CO5*) (TORTORA et al.,2012).

O fornecimento de oxigénio ao micro-organismo para manutencdo de sua atividade

respiratdria pressupde a implementacdo de um sistema de aeracdo e agitacdo eficientes. De
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modo que a transferéncia do oxigénio da fase gasosa para a liquida seja efetiva e 0 oxigénio
dissolvido entre em contato com as células suspensas, penetrando-as e sendo disponibilizado
para as reacOes da cadeia respiratoria. Esse sistema de transferéncia de oxigénio consiste em
uma etapa critica e limitante de bioprocessos que utilizam micro-organismos aerébios devido
a baixa solubilidade do oxigénio em &gua. A Tabela 5 apresenta a solubilidade do oxigénio

em diferentes temperaturas a pressao de 1 atmosfera (atm).

Tabela 5 Solubilidade do oxigénio em &gua pura a 1 atm em diversas temperaturas.
Solubilidade do oxigénio

Temperatura (°C)

(mmol/L)
0 2,18
10 1,70
15 1,54
20 1,38
25 1,26
30 1,16
35 1,09
40 1,03

Fonte: BAILEY; OLLIS, 1986.

A atividade respiratéria de uma populacdo de leveduras pode alcancar a taxa de
consumo de oxigénio na ordem de 0,3 g de oxigénio por hora por grama de massa seca de
celulas. Existem diversos fatores que influenciam a transferéncia das moléculas de oxigénio
desde o inicio da aeracdo até o consumo final pelas células, ou seja, ha diversas formas de
resisténcia. (LORENZINI, 2012).
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Figura 16 Resisténcias relativas a dissolu¢do e consumo de oxigénio em sistemas aerdbicos. (1) Problema de
dissolucéo ou transferéncia do oxigénio do géas para o liquido; (2) Problema de eventual difusdo do oxigénio na
interface gas-liquido; (3) Problema de difusdo do oxigénio através de uma pelicula liquida estagnada; (4)
Resisténcia associada a difusdo do oxigénio até as células; (5) Resisténcia promovida pela pelicula liquida
estagnada ao redor da célula; (6) Resisténcia da membrana celular; (7) Resisténcia resultante da difuséo do
oxigénio no citoplasma; (8) Resisténcia relativa a velocidade da reag¢do de consumo do O..

Fonte: SCHMIDELL et. al, 2001.

A Figura 16 ilustra algumas das possiveis resisténcias a essa transferéncia que serdo
comentadas a seguir. A primeira resisténcia encontrada é referente a transferéncia do oxigénio
da fase gasosa para a liquida (1), provocada por uma pelicula gasosa estagnada pela qual o
oxigénio tem que se difundir. A préxima resisténcia (2) ocorre na interface gas-liquido e a
resisténcia 4 é relativa a difusdo do oxigénio ao longo do meio de cultivo. Considerando um
sistema com agitacdo adequada, as resisténcias 1 e 4 podem ser desprezadas, devido a
acentuada movimentacao das moléculas de oxigénio, assim como a resisténcia 2 na interface,
exceto em casos onde sejam utilizados componentes capazes de aderir a essa superficie como,
por exemplo, alguns antiespumantes (DAS NEVES, 2003).

Por outro lado, temos a resisténcia estabelecida pela pelicula liquida estagnada em torno
da bolha de gas, que leva em consideracéo a difusividade do oxigénio no liquido e a espessura
da pelicula (resisténcia 3) e a resisténcia 5, onde a pelicula liquida estagnada encontra-se ao
redor da célula. Como as dimens@es celulares sdo infimas, a area exposta ao meio liquido é
méaxima, podendo assim a resisténcia 5 ser desprezada.

Similarmente, a resisténcia 6 também pode ser desprezada. O oxigénio entra na célula
por difusdo simples, de forma que a membrana celular ndo deve promover grande resisténcia
a esse fluxo. A sétima resisténcia (7) também pode ser descartada pelo mesmo principio que a
resisténcia 5. Em células eucaridticas considerar a resisténcia enfrentada pelo oxigénio até

este atingir as membranas internas da mitocondria, onde ocorre a respiragdo, ndo teria
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expressividade. E principalmente, no caso de bactérias, em que o aparato respiratério
encontra-se no citoplasma, essa hipdtese de resisténcia pode ser prontamente descartada
(AMARAL, 2007).

Com isso, as mais significativas resisténcias sdo estabelecidas pela pelicula liquida
estagnada ao redor do gas (resisténcia 3) e pelas velocidades das reacBes enzimaticas que
compdem a respiracdo celular (resisténcia 8). Diversos fatores afetam a velocidade de uma
reacdo enzimatica como, por exemplo, a concentracdo e atividade enzimatica, concentracao
proteica, disponibilidade de elétrons a serem transportados na cadeia respiratoria e ATP
(adenosina trifosfato). Outro fator de resisténcia que deve ser considerado ocorre em situagoes
nas quais os micro-organismos crescem aglomerados, ou seja, onde a difusdo do oxigénio
para as células localizadas mais no interior do aglomerado € prejudicada. (SCHMIDELL et
al., 2001).

3.5.1 Coeficiente volumétrico global de transferéncia de oxigénio (k_a)

O principal modelo proposto a fim de equacionar a transferéncia de oxigénio dentro de
sistemas liquidos apresenta uma abordagem que considera a existéncia de peliculas
estagnadas. Ou seja, supbe-se que entre 0 seio gasoso e a interface gas-liquido haja uma
pelicula liquida estagnada, considerando o seio gasoso homogéneo e com pressao parcial de
O, constante. A resisténcia oferecida pela pelicula é representada pelo inverso do coeficiente
de transferéncia da pelicula gasosa (kg), que é funcdo da difusividade do oxigénio e da
espessura da pelicula. Como o efeito é difusional, deve haver um gradiente entre a pressao
parcial de O, no interior da bolha (Pg) e a presséo parcial de O, na interface (P;) (Figura 18).

Analogamente, para a fase liquida, supfe-se a presenca de uma pelicula estagnada em
torno da bolha oferecendo uma resisténcia definida pelo inverso do coeficiente de transporte
na pelicula liquida (ki) (Figura 17) (LORENZINI, 2012).
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Figura 17 Resisténcias a transferéncia de oxigénio da bolha até a célula em biossistemas aerados.
Fonte: LORENZINI, 2012.

De forma semelhante, o fluxo de oxigénio depende também de um gradiente, neste caso,
entre a concentracdo de O; na interface (C;) e no seio liquido (C.) (Figura 18).
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& Baid
|
Py : |
«——interface
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1
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| ¢—p}—a |
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Figura 18 Transferéncia de oxigénio na interface gas-liquido. Pg: pressao parcial do oxigénio no seio da fase
gasosa; Pi: pressdo parcial do oxigénio na interface; P,: pressao parcial do oxigénio no liquido; Ci: concentragdo
de oxigénio dissolvido na interface; C.: concentracdo de oxigénio dissolvido no seio do liquido; Na: fluxo de
oxigénio por érea; dv e 3, : espessura do filme gasoso e liquido, respectivamente.

Fonte: AMARAL, 2007.

Os fluxos de oxigénio por unidade de area nas fases gasosa e liquida (Nozc € NoaL,

respectivamente) s&o definidos conforme as Equacdes a seguir:

Nozc = kg * (Pg - P) (3.1)



23
Noz,L =k, x(C;—Cp) (3.2)
Onde:

Noz2 € NozL: [gO2.m?h™]

Pg e Pi : presséo parcial de oxigénio na fase gasosa e na interface[atm]

Ci e C.: concentracéo de oxigénio dissolvido na interface e no seio da fase liquida [gO,.m™]
ka: coeficiente de transferéncia de oxigénio local da fase gasosa [gO,.m?hatm™]

k.: coeficiente de transferéncia de oxigénio local da fase liquida [ms™]

Considerando um sistema aquoso diluido, as concentragdes na interface gas-liquido
encontram-se em estado estacionario. Desta forma, Pi e Ci estdo em equilibrio termodinamico

e podem ser correlacionados pela lei de Henry (Equacédo 3.3) (AMARAL, 2007).

Onde H é a constante de Henry (atm.m*.g0,™).

Devido a dificuldade em se medir as concentracGes na interface, definiu-se um fluxo

global de oxigénio da bolha de ar para a fase liquida (No,) (Equacéo 3.4):
No, = K = (C; — Cp) (3.4)

Onde C.* é a concentracdo de saturacdo do oxigénio na fase liquida que estd em
equilibrio com a pressdo parcial do oxigénio na fase gasosa, sendo entdo descrito conforme a

Equacéo 3.5:

" P
C; = Fg (3.5)

Considerando estado estacionério, temos que No2c = No2. = Noz e utilizando as

relagOes citadas anteriormente (3.1), (3.3) e (3.5), obtemos a Equacdo 3.6 (NIELSEN et al.,

2002). A Figura 19 mostra esquematicamente esta relagéo.

1 1 1
KL~ Hekg + . (3.6)
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Figura 19 Representacdo esquematica da interface gas-liquido, concentragdes e coeficientes de transferéncia de
massa K, k_ e kg. Fonte: GARCIA-OCHOA & GOMES, 2009.

A baixa resisténcia do oxigénio na fase gasosa faz com que kg seja muito maior que k.
Sendo assim, podemos dizer que o coeficiente global de transferéncia de oxigénio (K.) é
muito proximo do valor do coeficiente local (k.). E como o fluxo de oxigénio é expresso por
unidade de area interfacial, uma Ultima definicdo se faz necessaria (AMARAL, 2007), de

modo que essa area (a) € dita como:

area interfacial de transferéncia de massa (m?)
a=

volume total de liquido (m3)

De uma forma geral, a variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido na fase liquida é
definida como a diferenca entre a taxa de transferéncia de oxigénio e a taxa de consumo do

mesmo (Equacao 3.7).

% =TTO — TCO (3.7)

Onde:

TTO = k,a(C; — C,)  (3.8)

e
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TCO = qo,X (3.9)

C_ - Concentragdo de oxigénio dissolvido na fase liquida
t - tempo

TTO - taxa de transferéncia de oxigénio

TCO - taxa de consumo de oxigénio

o2 - taxa especifica de consumo de oxigénio

X - densidade celular

Substituindo (3.8) e (3.9) em (3.7), temos entdo que:

d *
L= ka(Ci— ) —qo,X  (3.10)

Em meio liquido sem células metabolicamente ativas, TCO = go2X = 0, entdo:

acy,

dt = kLa(CZ - CL) (311)

A Equacdo 3.11 serve como base para diversas metodologias para a determinacdo do

k. a, sendo estas divididas em dois grupos: métodos quimicos e métodos fisicos.

3.5.1.1 Determinacdo do k_a por métodos quimicos

Embora os métodos quimicos tenham sido os primeiros a se difundirem, apresentam a
grande desvantagem de ndo serem recomendados para biorreatores aerados, pois a adi¢do de
quimicos pode causar mudancas fisico-quimicas nas propriedades dos liquidos,
principalmente o efeito de coalescéncia (GARCIA-OCHOA & GOMES, 2009).

3.5.1.1.1Método da oxidacao de sulfito

Este método é baseado na reacdo do sulfito de s6dio com o oxigénio para geracdo de

sulfato na presenca de um catalisador, sento este em geral um cétion divalente.

catalisador

032 +20, —— 50;* (3.12)
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Essa reagdo ocorre com aeracdo e agitacdo, que de tempos em tempos séo desligadas
para retirada de aliquotas. Cada aliquota € misturada com um excesso de iodo para posterior
titulacdo com solucéo de tiosulfato de sddio (Na,S,03). Desta forma, obtém-se a concentragédo

de sulfito e o kLa pode ser calculado pela Equacéo 3.13.

— 2% = 2k aC” (3.13)

Uma grande limitacdo deste método se encontra no fato de que diferentes meios
fermentativos podem apresentar propriedades fisico-quimicas diversas, alterado a
hidrodindmica da solugdo, principalmente devido ao tamanho das bolhas de oxigénio. Isso
pode superestimar o valor experimental do kia (GARCIA-OCHOA & GOMES, 2009).

3.5.1.1.2 Método de absorcao de CO,

Este método consiste na absorcdo de dioxido de carbono em uma solucdo alcalina,

conforme as reacOes abaixo:
HCO3; — CO,— OH™ =0 (3.14)
HCO3; + H* — €0, — H,0 =0 (3.15)

E utilizando as relagdes (3.16) e (3.17) para mensurar o valor do kLa (TALBOT et al.,
1991).

1 dCCOZ
2 dt

- kLa. C* k CCOZ (316)

kLaIOZ _ DOZ
kpa|CO, Dco,

(3.17)

3.5.1.2 Determinacéo do kLa por métodos fisicos
3.5.1.2.1Método da desgaseificacdo

O método da desgaseificacdo, também conhecido de meétodo do balanco gasoso,

consiste no borbulhamento de nitrogénio (N2) no sistema até que a leitura do sensor de O, seja



27

nula. Neste momento, inicia-se a aera¢do e agitacdo do sistema nas condi¢Bes pré-
estabelecidas para determinacdo do kia, até que num dado momento a leitura no sensor de
oxigénio dissolvido vai atingir a saturacdo, mantendo-se constante, conforme mostra a Figura
20.

2
Inicio da 3
desgasefficagio F 4

£

__________________________ . Inicio da a?racao
e agitacao

Concentragdo de oxigénio dissolvido

Tempo

Figura 20 Demonstracao do perfil de concentracdo de oxigénio dissolvido no método da desgaseificacao.
Fonte: adaptado GARCIA-OCHOA & GOMES, 2009.

Desta forma, integrando a Equacédo 3.11, temos que:

CL
L

fOCL% = fot k,adt (3.18)e, portanto, In (1 —
L~LL

) =k,axt (3.19)

Os dados de concentracdo de oxigénio dissolvido sendo substituidos no termo neperiano
em funcdo do tempo geram entdo um grafico cujo coeficiente angular é o kia (Figura 21)
(AMARAL, 2007).
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Figura 21 Grafico de In(1-C/C_*) em func¢éo do tempo.
Fonte: Amaral, 2007.

No entanto, a dindmica do sensor s6 pode ser desprezada quando o tempo para a
transferéncia de oxigénio (1/k.a) for maior que 10 vezes o tempo de resposta (t,). Este tempo
de resposta fica geralmente em torno de 5 segundos. Quando a resposta do eletrodo ndo €
suficientemente rapida (10s < 1/k,a < 100s), o valor de ki a deve ser corrigido pela Equacéo
3.20 (GARCIA-OCHOA & GOMES, 2009).

C*—Co
1-tkLa

Cpe = C* +

[TrkLa exp C—:) — exp (—kLa)] (3.20)

Onde:

Cme: concentracdo de oxigénio dissolvido medida no eletrodo
Co: concentracdo de oxigénio dissolvido no inicio da aeracéo
C*: concentracdo de saturacdo de oxigénio dissolvido

T, . tempo de resposta do eletrodo.

3.5.1.2.2Método dindmico

O meétodo dindmico é similar ao método da desgaseificacdo, porém com o diferencial de
considerar o consumo de oxigénio pelo micro-organismo, ou seja, 0 ki a € mensurado durante
0 processo fermentativo. De um modo geral, este método consiste na interrupcao na aeragéo e

reducdo da agitacdo do processo, com posterior leitura da concentracdo de oxigénio dissolvido
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em determinados intervalos de tempo. Em alguns casos a reducgéo na agitacdo do biorreator
pode provocar um atraso no tempo de resposta do eletrodo, fazendo-se necesséaria a correcdo
do valor obtido. Utilizando-se como base a Equacdo 3.11, chega-se a relacdo mostrada na

Equacéo 3.21.

In (M) = —ka(t—t,)  (3.21)

Cro—CrL1
Onde:

C_0: concentracdo de oxigénio dissolvido no momento anterior a interrupcao da aeracao (to).

Cv.1: concentracdo de oxigénio dissolvido quando a aeracéo é reiniciada (ty).

Analogamente a0 método anterior, plotando-se um grafico In (C_o-C.)/(CLo-CL1) em
funcdo de (t-t;) obtém-se o valor do k_a pelo coeficiente angular da reta. Essa metodologia
pode ser encontrada de forma mais detalha nos trabalhos publicados por AMARAL (2007),
SCHMIDELL et al. (2001) e BORZANI et al. (1975).
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4 Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais utilizados nos experimentos realizados e as
metodologias aplicadas no monitoramento do bioprocesso empregando a levedura Yarrowia
lipolytica.

4.1 Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados neste trabalho estdo listados no Quadro

Quadro 3 Reagentes utilizados na composi¢do dos meios de cultivo e seus respectivos fabricantes.

Componente Fabricante
(NH,),SO, VETEC
KH,PO, ISOFAR
K,HPO, VETEC
MgSO,.7H,0 VETEC
NaCl VETEC
Ca(NO3),.4H,0 | SIGMA-ALDRICH
Glicerol SIGMA-ALDRICH
Glicose VETEC
Extrato de peptona OXOID
Extrato de levedo | SIGMA-ALDRICH

O reagente utilizado nos ensaios de quantificacdo de teor lipidico foi o fluorocromo Nile
Red, fabricado pela SIGMA-ALDRICH.

4.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no trabalho foram:

1) Autoclave vertical Prismatec modelo CS;

2) Balanca Analitica Adventurer Ohaus;

3) Biorreator Tecnal modelo Tec-bio-1,5;

4) Capela de fluxo laminar equipada com luz UV - BioFlux 11 A1 90 AC;
5) Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge5810R;

6) Citbmetro de fluxo Partec modelo CyFlow Space;



7)
8)
9
10)

4.3

4.4
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Espectrofotdmetro Spectra Max M2 — Molecular devices;

Incubadora com agitacdo Tecnal TE-4200;

Microscopio 6tico Nikon modelo Eclipse E200 acoplado a cdmera Evolution VF;
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), Shimadzu LC-20 AD SP.

Meios de cultivo

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

YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) — composicdo (em p/v): extrato de levedo 1%,

peptona 2% e glicose 2%.

Meio mineral minimo ou meio Reader modificado (ndo tamponado) — composicao (em
g.L™): (NH.),S0s, 3,0; KHoPO,4, 1,0; KoHPO,, 0,16; MgS0,4.7H,0, 0,70; NaCl, 0,5;
Ca(NO3),.4H,0, 0,40; Cloridrato de tiamina, 0,0003; Glicerol, 87,35, 130,92 ou 174,56
(adaptado KOVALCHUK, 2005).

Micro-organismo

O micro-organismo empregado no presente estudo foi a levedura Yarrowia lipolytica

582 IMUFRJ 50682. Trata-se de uma cepa selvagem de Y. lipolytica isolada de um estuério

da Baia de Guanabara no estado do Rio de Janeiro, Brasil, e caracterizada pelo Instituto de

Microbiologia do Centro de Ciéncia da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HAGLER e MENDONGCA-HAGLER, 1981).

4.4.1 Preservacao

Apbs 48 horas de crescimento em tubos de ensaio contendo meio YPD-Agar (descrito

no item 4.3), as células foram conservadas em freezer a 4°C.
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45 Meétodos analiticos

4.5.1 Determinacao de peso seco

As células de Yarrowia lipolytica foram cultivas em meio YPD de onde foi retirada uma
aliquota, posteriormente centrifugada a 8000 rpm e ressuspensa em solucdo salina NaCl 0,9%.
A centrifugacdo foi repetida de duas a trés vezes, a fim de eliminar quaisquer resquicios dos
componentes do meio de cultivo na nova suspensdo formada. Em seguida, retirou-se um
volume de 10 mL desta solucdo, sendo este filtrado em membrana Millipore 0,45 pm que fora
previamente pesada. A membrana contendo as células foi exposta a luz infravermelha por 30
minutos para secar e pesadas, repetindo-se o procedimento até a obtencdo de peso constante.
Sendo assim, desta mesma suspensao celular foram feitas diversas diluicGes de forma a obter-
se diferentes concentracOes celulares, cujas absorbancias foram obtidas em espectrofotémetro
a 570 nm. Plotando-se em um grafico os valores de concentracdo celular (massa seca) e seus
respectivos valores de absorbancia, o coeficiente angular obtido foi utilizado para
determinacéo do fator de converséo (f = 1/a) de absorbancia em concentracdo de biomassa.

Adicionalmente, foram utilizadas as EquacOes 4.1 e 4.2 para determinacdo da taxa

especifica de crescimento microbiano e rendimento de substrato em produto.

In X-In X
= QoX-InX) (4.1)
At
AP
YP/S = T as (4.2)

4.5.2 Determinacéo do kLa

A determinacéo do ka foi realizada pelo método da desgaseificacdo, conforme descrito
no item 3.5.1.2.1. A leitura da concentracdo de oxigénio dissolvido foi feita por um sensor
seletivo e os dados armazenados no software de controle e operagéo instalado no computador
acoplado ao biorreator. Foram utilizados dois sistemas da TECNAL®, um com o sistema de
aeracdo calibrado via software (Figura 22) e o segundo com um mddulo a parte (Figura 23),
em ambos os casos utilizando mesmos sensores de oxigénio e pH e mesmo biorreator. No
entanto, diferentes modulos de aeragdo, ambos de controle manual, foram utilizados para cada

configuracao.
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Figura 22 Biorreator TECNAL® em funcionamento. 1: Mddulo de aeracéo; 2: Mddulo de bombas; 3: Médulo de
controle; 4: Computador acoplado.

Figura 23 Mdédulo de calibragdo do sensor de oxigénio dissolvido.

A configuracdo dos impelidores e da saida de aeracdo para todos os experimentos
realizados neste trabalho é apresentada na Figura 24. O impelidor superior é do tipo hélice
turbina (Rushton) e o inferior hélice turbina de Iaminas curvadas. As distancias entre os
impelidores e entre a saida de ar foram definidas apds realizacdo de testes preliminares, onde
as condi¢oes escolhidas foram as que minimizaram a estagnacdo de bolhas de ar na superficie
do sensor de oxigénio dissolvido.
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Figura 24 Configuracdo do equipamento: distancia entre os impelidores e entre o impelidor e a saida de ar.

E o grafico obtido pelo software quando aplicado o0 método da desgaseificacdo, ou seja,

ciclo de borbulhamento alternado entre nitrogénio e oxigénio, é exemplificado na Figura 25.

Oxigénio

Figura 25 Grafico da resposta obtida pelo software quando aplicado o método da desgaseificacao.

4.5.3 Determinacao do teor lipidico por citometria de fluxo

A determinagdo do teor lipidico por citometria de fluxo associada ao corante Nile Red
foi realizada conforme protocolo estabelecido por MARTINS (2013). O citdmetro de fluxo
CyFlow Space € equipado com um laser de argbnio de 488 nm e, sob a excitacdo deste laser
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o Nile Red emite fluorescéncia a 580 nm e 610 nm quando dissolvido em lipidios neutros e
polares, respectivamente. Estes sdo detectados pelos detectores FL2 (590 + 25 nm) e FL3
(675 + 20 nm). As células foram marcadas com 3,0 x 10 uM Nile Red em 1 mL de volume
de reacdo e incubadas a 37°C por 7 minutos. Cada amostra contendo aproximadamente
60.000 células.mL™. Os dados de citometria de fluxo foram analisados utilizando o software

FloMax® versdo 2.7 (Partec GmbH, Munster, Alemanha).
4.5.4 Determinacdo do teor lipidico por espectrofluorimetria

A determinacéo do teor de lipideos neutros utilizando o padréao de trioleina foi realizada
por espectrofluorimetria associada ao corante Nile Red, conforme protocolo estabelecido por
OLIVEIRA; KAMEDA; COELHO (2016). A partir da leitura de absorbancia a 570 nm da
amostra a ser analisada, foi calculado o volume necessario para obter-se uma concentracdo
celular final de 0,3 ou 0,2 g.L™* em um volume total de 3 mL contendo o volume fixo de 30
ML (lpg/mL) de corante Nile Red, completando-se o volume com &gua destilada. Essa
solugéo foi homogeneizada e incubada a 37°C por 7 minutos na auséncia de luz e a leitura foi
realizada em espectrofluorimetro com comprimento de onda de excitagio 500 nm,
comprimento de onda de emissdo 582 nm e filtro de corte 570 nm. O valor de fluorescéncia
obtido foi correlacionado com a concentracdo equivalente de trioleina (padrdo) mediante o

grafico apresentado na Figura 26.

120

y=2,4225x+3,0414
R*=0,9946

100

Fluorescéncia do NR
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Concentragdo de Trioleina (mg/L)

Figura 26 Faixa de linearidade de fluorescéncia para diferentes concentracdes de trioleina.
A curva de correlacédo entre a intensidade de fluorescéncia do Nile Red e a concentracéo

de trioleina (padrdo lipidico) foi obtida mediante a leitura de amostras contendo 3 mL de
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solucdo aquosa com concentracdo de trioleina variando entre 0 e 40 mg.L? em

espectrofluorimetro utilizando os pard@metros descritos acima.

4.5.5 Quantificacdo de componentes extracelulares

A concentracéo de glicerol, &cido citrico, manitol e eritritol ao longo da batelada foram
obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com injecdo automatica e
deteccdo por medida de indice de refracdo a temperatura de 60°C, vazdo de 0,8 mL min™ da
fase movel (solucdo de acido sulfurico 5mM), utilizando a coluna Aminex HPX-87H 300 x
7,8 mm (Bio-Rad Laboratories Ltda), sendo os tempos de reten¢do observados para o &cido
citrico, manitol, eritritol e glicerol iguais a 6,1, 7,4, 8,6 e 9,8 minutos, respectivamente. As
amostras a serem analisadas foram centrifugadas para retirada das células e o sobrenadante
separado e filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) com poro de 0,45 pum

de diametro, sendo diluidas de 2 a 3 vezes conforme a necessidade.

4.6 Pré-inéculos

Os pré-indculos de todos os experimentos realizados foram feitos em volumes de 200
mL e 400 mL de meio YPD em frascos Erlenmeyer incubados por 72 horas a 28 °C com

agitacdo constante de 160 rpm.

4.7 Cultivos em Erlenmeyer

Foi feito um experimento preliminar em triplicata com um volume de 200 mL de meio
contendo glicerol puro na razdo carbono/nitrogénio 75:1 em frascos Erlenmeyer incubados
por 96 horas a 28° C, agitacdo de 250 rpm e concentracéo inicial de células de 1 g.L™. Esses
experimentos foram realizados no intuito de se observar as diferencas na producao de bio-6leo

em menor escala e sem sistema de aeracéo.

4.8 Cultivos em biorreator

Todos os cultivos em biorreator foram realizados em volume de 750 mL de meio
contendo glicerol em diferentes concentracGes para atingir a relagdo carbono-nitrogénio 50:1
e 100:1, essas relagbes foram escolhidas tendo por base os trabalhos desenvolvidos por
MARTINS (2013) e KAMEDA et al. (2014). A agitacdo foi mantida em 650 rpm em todos
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experimentos, parametro obtido ap6s analise dos resultados de k;a discutidos no presente
trabalho. Assim como, vazéo de ar foi estudada em trés valores 0,67, 1,33 e 2,0 vvm. J& 0
parametro temperatura foi fixado em 28°C e o cultivo realizado por 96 horas apds inoculacdo

de uma concentracéo inicial de células de 1 ou 5 g.L ™.
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Cultivos em Erlenmeyer

Os experimentos em Erlenmeyer realizados em triplicata com concentracdo inicial de
células de aproximadamente 1 g.L™ apresentaram um perfil de crescimento de celular
semelhante (Figura 27), chegando a aproximadamente 8 g.L™ ao fim de 96 horas de cultivo.

Ademais, a taxa especifica de crescimento () foi de 0,06 h™ nos trés cultivos.
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Figura 27 Crescimento celular em 96 horas de cultivo em erlenmeyer a 250 rpm e 28°C (triplicata).

Em relacdo a producdo de bio-6leo, observa-se em um perfil bastante similar nos
experimentos 1 (Figura 28) e 2 (Figura 29), com producdo de lipideos polares e neutros
proximo a um valor de 100 para fluorescéncia do corante Vermelho do Nilo (Nile Red). A
quantidade de lipideos polares foi ligeiramente superior a de neutros, e producdo de lipideos

totais apresentou valores em torno de 200 e 250 de fluorescéncia, respectivamente.
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Figura 28 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento de
biomassa a 28°C e 250 rpm (experimento 1).
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Figura 29 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento de
biomassa a 28°C e 250 rpm (experimento 2).
Em contrapartida, o terceiro experimento da triplicata apresentou um perfil bastante
diferente de producdo dos anteriores, 0 que posteriormente se mostrou ser mais semelhante
aos experimentos realizados em biorreator (Figura 30).
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Figura 30 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento de
biomassa a 28°C e 250 rpm (experimento 3).

Neste Gltimo caso, a producdo de 6leo em 24 horas € mais rapida, voltando a ascender
em 72 horas e ao fim de 96 horas a producao de lipideos totais apresenta praticamente o dobro
da fluorescéncia esperada. Uma razdo para esse resultado divergente pode estar nas diferencas
geométricas entre os frascos utilizados, acarretando diferentes perfis de transferéncia de
oxigénio no sistema. Considerando que diferengas sutis na confec¢do de frascos de mesmo

modelo e volume ocasionam diferencas significativas na transferéncia de oxigénio do sistema.

5.2 Determinacédo do kLa

Neste topico serdo discutidas a influéncia de diferentes variaveis no valor de k a obtido,
tais como, o equipamento utilizado, a vazédo de ar, velocidade de agitacdo e composi¢do do

meio de cultivo.

5.2.1 Influéncia do equipamento de aeracao

Nas medidas de ki a realizadas em equipamentos da mesma empresa (TECNAL®), cuja
diferenca foi apenas 0 modulo de aeracdo e o sistema de calibracdo do sensor de oxigénio
dissolvido (modulo embutido ou a parte do sistema), obteve-se valores bastante diferentes,
principalmente quando o meio utilizado na medig&o foi a 4&gua (Figura 31). Nesta condicdo, a
transferéncia de oxigénio foi muito superior no sistema acoplado, chegando a uma diferenca
em torno de 77 h™* no k.a medido (considerando o desvio padréo das medidas) na aeracéo de

0,67 vvm e 800 rpm de agitacdo.
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Figura 31 Determinacdo do k_a em &gua. (a) mddulo de calibracdo do sensor de OD embutido; (b) mddulo
separado.

Essa diferenga é minimizada quando se altera o meio de cultivo, onde na mesma
condicdo de 0,67 vwm e 800 rpm essa diferenca cai para aproximadamente 26 h™ em meio
mineral sem glicerol (Figura 32) e 48 h™ em meio mineral contendo glicerol na relagdo
carbono/nitrogénio 50:1 (Figura 33). Como o mesmo sensor foi utilizado, as Unicas
explicagOes para essa divergéncia de resultados podem estar na calibracdo do sensor, uma
feita via software e outra por um mdédulo especifico, ou na eficiéncia bomba de aeragdo. Em
relacdo a bomba de aeracdo, embora o controle da vazdo seja feito de forma manual e esteja
suscetivel a oscilacdes, as medidas de k a foram realizadas com acompanhamento continuo,
de modo que tais variagdes ndo poderiam ter tanta expressividade no resultado final. Ent&o, a
maior suspeita é de que a metodologia de calibracdo do sensor de oxigénio esteja atrelada a
essas verificagdes, fato que também explicaria a reducdo dessa diferenca em diferentes meios,
uma vez que as medidas foram realizadas em dias diferentes para cada sistema. Vale ressaltar
que diferentemente do software, 0 médulo de calibracdo ndo fornece as curvas de calibracédo

como resposta, ndo sendo possivel um ajuste se necessario.
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Figura 32 Determinagdo do k_a em meio mineral sem glicerol. (a) médulo de calibragéo do sensor de OD
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Figura 33 Determinagdo do k_a em meio mineral contendo glicerol na razdo C/N 50:1. (a) médulo de calibracdo

do sensor de OD embutido; (b) médulo separado.
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5.2.2 Influéncia da vazéo de ar e da velocidade de agitacéo

Como o sistema utilizando calibragdo embutida apresentou valores superiores de ki a,
serdo apresentados apenas os resultados de ka para esta configuracéo.

Neste sistema, conforme esperado, 0 aumento na agitacdo do sistema implicou
diretamente em um aumento no k_a. No entanto, mantendo-se a agitagéo constante e variando
a vazdo de ar de 0,67 vvm a 4,0 vvm, este efeito ndo foi observado e os valores de ki a se
mantiveram similares (Figuras 34, 35, 36 e 37). Na menor agitacdo estudada (350 rpm), 0s
valores de k.a se mantiveram entre 10 e 50 h™. O aumento na vazio de ar no sistema, provoca
um ligeiro aumento no k. a, sem reduzir de forma significativa a diferenga entre estes valores

comparando diferentes meios medidos (Figura 34).
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Figura 34 Determinagdo do k_a em agua, meio mineral sem glicerol e com glicerol nas razées C/N 50:1, 75:1 e
100:1 a 350 rpm.

Aumentando-se a agitacdo para 500 rpm, a influéncia dos componentes do meio no
valor de k_a fica mais evidente, enquanto em &gua atinge valores na faixa de 30 a 90 h™, os
outros meios ficam abaixo de 45 h™ e entre 60 e 45 h™ quando a vazdo é a méxima estudada,
4,0 vvm (Figura 35).
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Figura 35 Determinagdo do k a em agua, meio mineral sem glicerol e com glicerol nas razées C/N 50:1, 75:1 e

100:1 a 500 rpm.

Ja nas condicGes de maior agitacdo do sistema, 650 e 800 rpm, os efeitos dos

componentes foram amenizados e 0s valores se mantiveram préximos mesmo com o aumento

na aeracdo. A 650 rpm, o valor ficou em média em torno de 80 h™* (Figura 36) e a 800 rpm

essa média subiu para cerca de 100 h™ (Figura 37). No entanto, o desvio padrdo das medidas,

realizadas em triplicada, foram maiores do que as condicGes anteriores.
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Figura 36 Determinagdo do k a em &gua, meio mineral sem glicerol e com glicerol nas razées C/N 50:1, 75:1 e

100:1 a 650 rpm.
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Figura 37 Determinacdo do k a em agua, meio mineral sem glicerol e com glicerol nas razées C/N 50:1, 75:1 e
100:1 a 800 rpm.

Embora a maior agitacdo tenha resultado em maiores valores do kia, a agitacao
demonstrou-se muito rigorosa para o volume final de meio de 750 mL, inviabilizando sua
aplicacdo no cultivo de células de Y. lipolytica. Desta forma, a condicdo de 650 rpm foi
considerada a melhor dentre as estudadas para avaliar a producédo de bio-6leo nesta levedura.

A correcdo do valor de k a considerando o efeito da dindmica do sensor de oxigénio,
sugerida no subtdpico 3.5.1.2.1, ndo foi necessaria pois apenas sete das oitenta médias de k, a
obtidas dos experimentos em triplicata se enquadravam no caso em ela se aplicaria.

AMARAL (2007) estudou a influéncia da presenca de células inativas de Y. lipolytica,
em concentracdes de 5 e 10 g.L™", no valor do k.a medido. E observou que o aumento na

concentracéo celular reduziu, mas de forma pouco expressiva, o valor do k a em alguns casos.

5.3 Experimentos em biorreator

Os resultados obtidos nos cultivos realizados em biorreator variando a concentragao
inicial de biomassa, a vazdo de ar imposta ao sistema de 0,67 a 2,0 vwm e a relagdo
carbono/nitrogénio de 50:1 e 100:1, estdo apresentados na Tabela 6. Estes resultados serdo
discutidos separadamente do subtépico 5.4 ao 5.7, sendo a discussdo geral finalizada no

subtopico 5.8 de consideragdes finais.
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5.4 Determinacéo do teor lipidico por citometria de fluxo
5.4.1 Influéncia da vazéo de ar

Mantendo-se a relacdo C/N 50:1 e 650 rpm de agitagéo, avaliou-se o efeito da vazéo de
ar nesse sistema. Ou seja, como uma minima diferenca no k_a poderia beneficiar ou ndo a
producéo de bio-6leo. Comparando os resultados por citometria de fluxo em 1,33 vvm (Figura
38) e 2,0 vwm (Figura 39), observa-se que o perfil de producdo de lipideos € diferente.
Enquanto no primeiro caso o aumento do acumulo lipidico sé comece a partir de 48 horas de
cultivo, no segundo os valores estdo sempre aumentando com o tempo, exceto pela existéncia
de um platd entre 48 e 72 horas. Com isso, a resposta da fluorescéncia em Nile Red foi
aproximadamente 2,5 vezes maior em 96 horas com o aumento da aeracdo. Além disso, a 1,33
vvm (Figura 38), ao contrario de a 2,0 vvm (Figura 39), houve maior producdo em lipideos

neutros embora em ambos 0s casos essa diferenca nao seja muito grande.
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Figura 38 Determinacdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento
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Figura 39 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e concentragdo de
biomassa em 96h de cultivo a 2,00 vvm.
Avaliando a porcentagem de oxigénio dissolvido nestes sistemas ao longo do tempo,
observa-se que a 1,33 vvm até as primeiras 24 horas, ou seja, durante a fase exponencial de
crescimento, esse valor € minimo e proximo a zero. E ap6s 24 horas, entrando na fase

estacionaria, a concentracdo volta a aumentar atingindo a saturacdo em 100 % (Figura 40).
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Figura 40 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 1,33 vvm.

Entretanto, devido a problemas de contaminacdo no pré-indculo, o experimento de

maior aeragdo comegou com uma concentracdo inicial aproximadamente dez vezes menor que
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0 outro. Em termos de citometria, como esta é feita por média utilizando valores préximos de
contagem celular, a comparagdo continua sendo valida. Isso significa, como pode-se observar,
gue uma maior concentracao celular ndo necessariamente corresponde a um maior acumulo
de 6leo. No entanto, do ponto de vista biologico, a concentracdo celular vai influenciar na
disponibilidade de oxigénio e substrato para cada célula, podendo alterar o metabolismo do
micro-organismo em um mesmo meio de cultivo. Ja em relacdo ao perfil de oxigénio do
sistema, com menor concentracdo de biomassa inicial (0,43g.L™) e maior vazdo de ar (2,0
vvm), os valores obtidos foram todos superiores a 40% mesmo durante a fase exponencial de
crescimento e na fase estacionaria ndo foi possivel obter esses valores devido a frequentes
problemas na rede elétrica (dados ndo mostrados).

De um modo geral, o segundo experimento ndo apresenta dados confiaveis, tendo em
vista a sequéncia de eventos ndo planejados que ocorreram, ndo permitindo o total controle
das condigdes de processo. Entretanto, o fato da producédo de bio-6leo ter sido maior quando
na fase estaciondria a transferéncia de oxigénio foi prejudicada pelo repetido desligamento do
equipamento, possibilitou a tentativa de uma nova estratégia de aeracdo. Esta estratégia
consistiu na aeracdo a 2,0 vvm por 24 horas, sendo reduzida para 0,67 vvm no restante do
processo.

Conforme mostra a Figura 41, tanto o perfil de fluorescéncia quanto o de concentragao
celular foram diferentes dos observados nas Figuras 38 e 39. Neste caso, houve um répido
aumento de producdo nas primeiras 24 horas, mantendo-se estavel entre 24 e 72 horas e
tornando a ascender em 96 horas. Pode-se observar que o perfil de producdo de bio-6leo foi
similar ao de crescimento celular nas primeiras 48 horas, porém em 72 horas quando a
concentracdo celular deu um salto, esse aumento ndo foi acompanhado de um aumento no
acumulo de reservas lipidicas. Isso pode ter ocorrido provavelmente por efeito de -oxidacéo,

também chamada de fase de renovacao lipidica, ou seja, degradacéo de lipideos de reserva.
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Figura 41 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento de
biomassa em 96h de cultivo a 2,00 vvm por 24 horas e 0,67 vvm (24-96h).

A producéo de lipideos totais foi a maior obtida nas condi¢des estudadas, chegando a
um valor de fluorescéncia superior a 900 em 96 horas de cultivo. Além disso, a diferenca
entre lipideos polares e neutros também aumentou. Essa observacdo pode ser provavelmente
explicada pelo aumento de concentracdo celular e do nimero de corpusculos lipidicos, ja que
a fracdo polar corresponde a lipideos estruturais, como fosfolipideos, esfingolipideos e
glicolipideos (MARTINS, 2013). Sendo assim, esta estratégia se mostrou promissora, pois
além de aumentar a producdo de 6leo, a reducdo da aeracdo também implica em reducdo de
custos do processo.

O perfil de oxigénio dissolvido foi similar ao do cultivo a 1,33 vvm (Figura 40),
embora 0 aumento tenha ocorrido a partir de 8 horas de cultivo e na fase estacionaria a
saturacdo nao foi em 100% mas se manteve em valores superiores a 90% até o fim do

experimento (Figura 42).
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Figura 42 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 2,00 vvm por 24 horas e 0,67 vvm
(24-96h).

Nestes trés experimentos, o perfil de lipideos totais apresenta uma tendéncia de aumento
na producdo ap6s 96 horas. No entanto, em estudos desenvolvidos por KAMEDA et al.
(2014), verificou-se que para a cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada em meio similar,
esse valor entrava em declinio a partir deste instante. A Tabela 7 mostra de forma resumida, a

producéo total de lipideos nas diferentes condicdes de cultivo realizadas.

Tabela 6 VVazdo de ar, taxa especifica de crescimento (l), concentracao final de biomassa (Xf) e lipideos totais
em 96 horas de cultivo.

Lipideos totais em 96 horas

. ~ -1 -1

Experimento Vazéo de ar (vvm) m(h™)  X¢(g.LY) (Fluorescéncia de NR)
2 1,33 0,08 10,98 319,67
5 2,00 - 6,19 883,89
7 200 (24h) e 006 1012 925,01

0,67 (24-96h)

5.4.2 Influéncia da relagcdo C/N

Aumentando-se a relacdo C/N de 50:1 para 100:1 e impondo uma aeragdo de 2,00 vvm
(Figura 43), a producdo de lipideos totais foi praticamente a mesma observada a 1,33 vvm
com relacdo C/N 50:1 (Figura 38). Ou seja, 0 excesso de substrato no meio desviou a rota
metabdlica desfavorecendo o acUmulo de reserva lipidica. Ademais, esse experimento
apresentou taxa especifica de crescimento de 0,09 h™ e concentracéo final de células de 9,90
gL
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Figura 43 Determinagdo de lipideos polares, neutros e totais por fluorescéncia de Nile Red e crescimento de

biomassa em 96h de cultivo a 2,0 vvm e C/N 100:1.

A porcentagem de oxigénio dissolvido permaneceu superior a 50% ao longo de todo

processo (Figura 44).
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Figura 44 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 2,00 vvm e relagdo C/N 100:1.
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5.5 Determinacdo do teor lipidico por espectrofluorimetria
5.5.1 Influéncia da vazao de ar

Quantificando a producéo de bio-6leo por espectrofluorimetria, mantendo a relacdo C/N
50:1, agitacdo 650 rpm e variando a vazédo de ar, observa-se que a producdo de bio-6leo foi
muito superior na menor vazao (0,67 vvm) (Figura 45). A priori, essa producéo de 2,38 g.L™
pode parecer baixa, mas ela representa 24% em peso seco da biomassa gerada, valor
interessante por se tratar de uma cepa selvagem. Esse resultado é similar ao obtido no
trabalho de POLI et al. (2014) utilizado a cepa Yarrowia lipolytica QU21, onde esse
percentual ficou em torno de 18 e 25%.

——0,67vwvm —#—1,33vvm 2,00 vwvm

" /N J

Concentracgdo equivalente de trioleina (g.L?)

24 48 72 96

tempo (h)

Figura 45 Concentracéo equivalente de trioleina em 96 horas de cultivo a 650 rpm, relagdo C/N 50:1 e variando
avazdo de ar.

Aparentemente, 0 aumento na vazao de ar no sistema tem efeito negativo no acimulo de
bio-0leo. Este efeito também foi observado por KAVSCEK et al. (2015) no cultivo em regime
de batelada alimentada com cepa de Y. lipolytica geneticamente modificada. Apds 48 horas de
cultivo, foi observado um conteudo lipidico 67% maior (39% em peso seco) na condi¢do de
esgotamento simultdneo de fonte de nitrogénio e oxigénio quando comparado a condicdo de
limitag&o apenas por nitrogénio.

O percentual de oxigénio dissolvido foi similar nas vazées 1,33 vvm (Figura 47) e 2,0

vvm (Figura 48), o que pode explicar o perfil parecido de producéo de bio-6leo, enquanto que
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na condigdo de 0,67 vvm esses percentuais se mantiveram mais baixos durante a fase

estacionaria (Figura 46).
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Figura 46 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 0,67 vvm, relagdo C/N 50:1 e 650
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Figura 47 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 1,33 vwm, relagdo C/N 50:1 e 650

rpm.
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Figura 48 Porcentagem de oxigénio dissolvido ao longo do tempo no cultivo a 2,0 vvm, relagcdo C/N 50:1 e 650
rpm.

A Tabela 8 mostra as principais diferencgas observadas no cultivo ao se aumentar a
vazdo de ar.

Tabela 7 Vazéo de ar, taxa especifica de crescimento (), concentracao final de biomassa (Xf), rendimento de
substrato em produto (Yps) e concentracdo de equivalente de trioleina em 96 horas de cultivo.

. Vazéo de ar Xo-X _Concentragéo de
Experimento i (h™h ot Yes(ggh)  trioleina em 96 horas
(Wm) (gl— ) (mg.L'l)
1 0,67 0,11 4,21-9,79 0,004 2382,1
4 1,33 0,13 3,81-11,01 0,010 198,9
6 2,00 0,10  4,64-10,00 0,005 242,5

5.6 Comparacdo entre a determinacdo do teor lipidico por citometria de fluxo e
espectrofluorimetria

Ao se comparar de forma qualitativa o perfil de producéo de bio-6leo a 1,33 vvm, 650
rom de agitacdo e relagdo C/N 50:1 por andlise de citometria de fluxo e por
espectrofluorimetria (Figura 49), observa-se uma grande diferenga 0s resultados destas

metodologias. O aumento e declinio nos valores obtidos ndo ocorrem de forma anéloga.
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Figura 49 Perfil de producdo de lipideos neutros por citometria de fluxo e espectrofluriorimetria para uma
mesma condicao de processo.

Removendo-se o valor obtido em 48 horas foi possivel obter uma correlagdo de R?
préximo a 0,9 entre a concentracdo equivalente de trioleina obtida por espectrofluorimetria e a

fluorescéncia de Nile Red gerada em analise por citometria de fluxo para lipideos neutros
(Figura 50).
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Figura 50 Curva de correlagdo entre a metodologia de citometria de fluxo e espectrofluorimetria em cultivo a
1,33 vwm, 650 rpm e relagdo C/N 50:1.

A analise espectrofluorimétrica possui uma metodologia de simples implementacdo e
demonstrou-se um sistema linear para a quantificacdo de lipideos neutros, sendo uma
alternativa interessante para a determinacdo lipidica sem necessidade de extracdo do Oleo

intracelular acumulado. Ja a anlise por citometria de fluxo possui a vantagem de analisar
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individualmente as células marcadas com o fluorocromo Nile Red gerando como resposta a
média dessas quantificacGes, aumentando a acurécia da medicdo. Ademais, esta metodologia
apresenta resultados mais completos, diferenciando lipideos neutros e polares e permitindo
outras analises da fisiologia celular. No entanto, ao comparar os resultados obtidos nas
diferentes andlises, ndo foi possivel obter uma correlacdo satisfatoria entre a analise

espectrofluorimétrica e por citometria de fluxo.

5.7 Quantificacdo de componentes extracelulares
5.7.1 Consumo de glicerol
A Tabela 9 mostra o perfil de consumo de glicerol nas diferentes condi¢Ges estudas.

Tabela 8 Perfil de consumo de glicerol para diferentes concentragfes iniciais de biomassa e vaz@es de ar em
sistema agitado a 650 rpm, 28°C e relagdo C/N 50:1.

[Glicerol]

Experimento  Vazdo de ar (vwm) ();"Lxlg [G(glci.rf;l]o rem?gnis_(l:)ente gﬁggﬁ;n(g Eﬁ)

1 0,67 4,21-9,79 79,27 6,14 73,13

2 1,33 4,71-10,98 70,38 58,74 11,64

3 1,33 1,85-5,78 79,11 48,33 30,78

4 1,33 3,8-11,01 85,46 67,40 18,06

5 2,00 0,43-6,19 77,20 56,55 20,65

6 2,00 4,6-10,00 89,60 78,80 10,8

7 20 p(°2r42_32h§ 067 3611012 97,20 74,37 22,83

8? 2,0 vwm 2,88-9,90 196,86 148,44 48,42
aC/N 100:1

A partir destes dados, observa-se que 0s maiores valores de consumo foram da condi¢do
de menor aeracdo, onde houve estimulo a producdo de bio-6leo e da condicdo como maior
relacdo carbono nitrogénio, que resultou uma das maiores producbes de manitol e eritritol
deste trabalho. No entanto, 0 mesmo efeito ndo foi observado para o experimento 72, que

também apresentou alta producéo lipidica.

5.7.2 Producao de acido citrico/isocitrico

A producdo de acido citrico/isocitrico extracelular foi inferior a 1 g.L™ e similar na

maioria dos experimentos, exceto nos experimentos 1, 3 e 8 (Tabela 10). Os experimentos 3 e
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8 apresentaram uma baixa producgéo de bio-6leo, ou seja, houve acimulo desse composto ao

invés da utilizagdo do mesmo na via lipogénica.

Tabela 9 Concentracdo final de acido citrico/isocitrico em diferentes condicdes de processo.

X.-X Vazdo de ar de processo  Concentracao final de
Experimento OL_lF (vwm) para C/N 50:1 e ac. citrico/isocitrico

QL) 650 rpm (9L

1 4,21-9,79 0,67 35

2 4,71-10,98 1,33 0,52

3 1855,78 1,33 3,04

4 38-11,01 1,33 0,67

5 0,43-6,19 2,00 0,63

6 4,6-10,00 2,00 0,84

3,61-10,12 2,0 por 24h e
! 0,67 (24-96h) 0.75
g2 2,88-9,90 2.0 1.9
2C/N 100:1

5.7.3 Producédo de manitol e eritritol
5.7.3.1 Experimento a 0,67 vvm.

No menor valor de vazédo de ar estudado, a via de producdo de solutos compativeis foi
favorecida em relacdo a producdo de bio-6leo. Os dois produtos apresentaram um perfil de
producdo associada ao crescimento. A producdo de manitol e eritritol ao final de 96 horas foi
de 15,91 e 8,78 g.L™, respectivamente (Figura 51). Esta foi a maior producdo de manitol
observada nos experimentos deste trabalho, com rendimento de glicerol em manitol de 0,22

9.9, enquanto que o rendimento em eritritol foi de 0,11 g.g™*.
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Figura 51 Concentracdo de manitol, eritritol e biomassa no cultivo de Y. lipolytica a 0,67 vvm, 650 rpm e C/N
50:1 por 96 horas.

5.7.3.2 Experimentos a 1,33 vvm

Aumentando a vazdo de ar para 1,33 vvm a via de producdo de polidis passa a ser
desfavorecida. Os experimentos 2 (Figura 52) e 4 (Figura 54) apresentaram o mesmo perfil de
producdo destes compostos e assim como no caso anterior, associada ao crescimento. A
concentracdo final de ambos compostos ficou em torno de 5 g.L™. Em contrapartida, no
experimento 3 foram produzidos 11,39 e 7,19 g.L™ de manitol e eritritol, respectivamente.
Essa maior producdo pode ser uma reposta a concentracao inicial de substrato, uma vez que a
carga microbiana inicial foi aproximadamente duas vezes menor que as demais. A Tabela 11

mostra um comparativo destes trés experimentos.

Tabela 10 Concentracao inicial de células, concentragdo final de eritritol e manitol e rendimento de glicerol
em manitol e eritritol nos experimentos a 1,33 vvm, 650 rpm e C/N 50:1.

Experimento XO-)_(lF [ManitOI]f [EritritOI]f Ymanitol/glicerol Yeritritol/glicerol
@L) (GLY (gL (9g-D) (9g-D)
2 4,71-10,98 4,75 4,62 0,388 0,390
1,85-5,78 11,39 7,19 0,370 0,219

4 3,8-11,01 4,97 5,08 0,274 0,257
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Figura 52 Concentracao de manitol, eritritol e biomassa no cultivo de Y. lipolytica a 1,33 vvm, 650 rpm e C/N
50:1 por 96 horas (Experimento 2%).
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Figura 53 Concentracdo de manitol, eritritol e biomassa no cultivo de Y. lipolytica a 1,33 vvm, 650 rpm e C/N
50:1 por 96 horas (Experimento 3°).
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Figura 54 Concentracdo de manitol, eritritol e biomassa no cultivo de Y. lipolytica a 1,33 vvm, 650 rpm e C/N
50:1 por 96 horas (Experimento 4°).

5.7.3.3 Experimentos a 2,0 vvm e 2,0 vvm por 24 horas e 0,67 vvm (24-96h).

A producdo de manitol e eritritol a 2,00 vwm (6; Tabela 12) e 2,00 vwvm na fase
exponencial e 0,67 vvmna fase estacionaria (7; Tabela 12) foi similiar em termos de
concentracéo final obtida. No entanto, o rendimento de glicerol nesses produtos foi superior
na primeira estratégia, devido a producdo de bio-6leo ter sido maior quando aplicada a
estratégia de reducdo da aeracdo na fase estacionaria. Ja para o experimento 5 (Tabela 12), a
baixa concentracdo inicial de células intensificou o efeito da concentracdo inicial de substrato

no metabolismo microbiano, favorecendo uma maior producdo destes compostos.

Tabela 11 Concentracdo inicial de células, concentracdo final de eritritol e manitol e rendimento de glicerol em
manitol e eritritol nos experimentos a 2,00 vvm , 650 rpm e C/N 50:1.

conmne (¢ Ul SN Ve Vg
5 0,43-6,19 5,35 7,73 0,258 0,372
6 4,6-10,00 2,93 4,41 0,237 0,365
7 3,61-10,12 2,06 3,97 0,090 0,155

#2,00 e 0,67 vvm (24-96h)

5.7.3.4 Efeito do aumento da relagcdo C/N

De um modo geral, para favorecer a producdo de manitol e eritritol, submete-se a
levedura a um estresse osmatico provocado por altas cargas iniciais de substrato e de um sal,

comumente NaCl. Entretanto, nas condi¢Oes de processo do presente trabalho, apenas a alta
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concentracéo inicial de glicerol (196,86 g.L™) foi suficiente para desviar a rota metabélica no
sentido de producdo destes compostos. Ao final de 96 horas de cultivo obteve-se 33,56 g.L™

de eritritol e 8,03 g.L ™ manitol no meio extracelular (Figura 55).
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Figura 55 Concentracdo de manitol, eritritol e biomassa no cultivo de Y. lipolytica a 2,0 vvm, 650 rpm e C/N
100:1 por 96 horas.

DO NASCIMENTO (2016) utilizando a mesma cepa de Y. lipolytica em cultivo em
microplaca, obteve um rendimento de glicerol em manitol e eritritol inferior ao observado

neste trabalho mesmo utilizando quantidade similar de glicerol inicial (Tabela 13).

Tabela 12 Comparagdo de rendimento de glicerol em manitol e eritritol para diferentes concentra¢des de NaCl.

A Iicerol] [NaCI]O Ymanitol/ licerol Yeritritol/manitol
Referéncia [glicerol], g | I
(gL (gL CI'®) CI'®)
Este trabalho 196,86 0,5 0,165 0,693
DO NASCIMENTO (2016) 200 32 0,010 0,477

Esse resultado sugere que uma diferente combinagdo de componentes no meio de
cultivo pode favorecer a producdo de solutos compativeis sem a necessidade de inducéo de
estresse osmotico por altas concentragcdes de NaCl. O Quadro 4 mostra os componentes de

meio de cultivo dos dois trabalhos.
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Quadro 4 Diferentes meios de cultivo para produgdo de eritritol e manitol.

Este trabalho DO NASCIMENTO (2016)

(NH,)2S0, NH,CI

KH,PO, CuS0,.5H,0

KoHPO, MnSO,.H,0

MgS0,.7H,0O MgS0,4.7H,0
NaCl NaCl

Ca(NO3),.4H,0 Extrato de lévedo
Cloridrato de tiamina -

TOMASZEWSKA et al. (2014), estudaram a influéncia da adicdo de tiamina e biotina
na producao de eritritol por Y. lipolytica, obtendo uma producéo de 73 g.L™* desse poliél com
a adicdo 0,2 mg.L™ de tiamina suplementada com 0,04 mg.L™ de biotina. Assim como,
utilizando apenas 0,2 mg.L™* de tiamina a producdo foi de 16,5 g.L™ de eritritol,
aproximadamente metade da concentracdo obtida neste trabalho, onde a concentracdo de
tiamina utilizada foi de 0,3 mg.L™.

Além disso, neste trabalho o meio utilizado ndo foi tamponado, diferentemente do meio
utilizado por DO NASCIMENTO (2016) (pH 3,0). A producéo de citrato extracelular foi
suficiente para reducéo do pH, que permaneceu na faixa de 3,0 e 4,0 ap06s 24 horas de cultivo
(Figura 56).

a 12 24 36 48 &0 7z 84 96
tempo(h)

Figura 56 Variacéo de pH no cultivo de Y. lipolytica a 2,0 vvm, C/N 100:1 e 650 rpm.

Em outro trabalho similar, TOMASZEWSKA; RYWINSKA & GLADKOWSKI (2012)

estudaram a producéo de poliois em diferentes cepas de Y. lipolytica em biorreator com meio
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sem suplementagdo com NaCl. Estes experimentos foram conduzidos a 0,6 vvm de vazédo de
ar, 800 rpm de agitacdo e com concentracdo final de glicerol puro de 150 g.L™*, condicdes de
cultivo similiares a deste trabalho. As cepas mutantes A UV’l, mutagdo decorrente de
exposicao a luz ultravioleta, e Wratislavia K1, mutante acetato negativa, produziram 59,3 e 42
g.L™ de eritritol e 27, 6 e 12,8 g.L™" de manitol, respectivamente. J4 a cepa selvagem A 15,
produziu 28 g.L™* de eritritol e 23 g.L™" de manitol. Comparando este Gltimo resultado com o
do presente trabalho, também utilizando cepa selvagem, observamos que a producdo de
manitol foi aproximadamente 3 vezes maior e a producéo de eritritol relativamente proxima.
No entanto, o experimento realizado por Tomaszewska, Rywinska e Gladkowski foi
conduzido até que toda fonte de carbono fosse consumida enquanto que neste estudo ainda
havia 148 g.L™* de glicerol remanescente no meio ao fim de 96 horas, ou seja, praticamente a

concentracdo inicial de substrato utilizada pelo trabalho citado.

5.8 Consideracdes Finais

De forma geral, o presente trabalho estudou a influéncia da vazdo de ar imposta ao
sistema na producdo de bio-6leo e outros produtos metabolicos, tais como acido citrico (em
equilibrio com &cido isocitrico), manitol e eritritol. Para tal, o parametro de agitacdo do
sistema foi fixado em 650 rpm, condi¢do que apresentou maiores valores de k a sem agitagédo
demasiadamente rigorosa. Além disso, com a relacdo carbono/nitrogénio mantida em 50:1,
variou-se a vazao de ar de 0,67 a 2,0 vvm, utilizando-se também uma estratégia de reducédo da
aeracdo em fase estacionaria. Nestas condicdes, os valores de k. a permaneceram na faixa de
80 a 110 h™'. Graficamente, pode-se observar que os valores obtidos nas diferentes vazées de

ar estudadas sao relativamente iguais considerando o desvio padrdo das medidas (Figura 57).
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Figura 57 kLa do sistema a 650 rpm em diferentes aeracdes e relacdo carbono/nitrogénio inicial.
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Outra condicéo estudada consistiu no aumento da relagdo carbono/nitrogénio para 100:1
mantendo-se a vazdo de ar a 2,0 vvm. Neste caso, 0 valor de k.a foi bem proximo ao
observado em meio 50:1 a 1,33 vvm.

Embora a variacdo do k a tenha sido sutil comparando-se as diferentes condicdes, 0
aumento da vazdo de ar do sistema resultou no favorecimento de diferentes rotas metabdlicas
e consequentes mudancas no perfil dos produtos gerados. A Tabela 14 mostra de forma

resumida os melhores resultados obtidos nas condig¢des de processo estudadas.

Tabela 13 Concentracao inicial de glicerol e células e producéo de acido citrico/isocitrico, manitol, eritritol e
bio-6leo em diferentes vazdes de ar. Experimentos com C/N 50:1 , 650 rpm e a 28° C.

Experimento Va?j\(l)n(]i; ar (); OL)ES [l'sAc?ctl:tlrtlr(I:g(])f/ [I\ZIarll_i_tlo N [EritrLi_tlo N (II:_II(/)IFeI\;ceéTC?aG rc]ie Cfr: S(Jlér':l)
. (gL g.L") (9.L7) NR) (gLY
1 067 421979 350 15,01 878 i 2,38
3 133 185578 304 11,39 719 . 0,60
7 2(20499%%7 i 075 2,06 3,07 926/366 .
5 20 288990 19 8,03 33,56 359/200 .
*CIN 100:1

CET - Concentracdo equivalente de trioleina
LT — lipideos totais
LN — lipideos neutros

Estes resultados sugerem que o aumento da aeracdo tem efeito negativo na producao
bio-6leo, uma vez que os melhores resultados obtidos foram na condi¢do de menor aeracéo
(0,67 vvm), com producdo de lipideos neutros representando 24% em peso seco de biomassa
gerada, e utilizando a estratégia de reducdo na vazdo de ar para 0,67 vvm na fase estacionaria,
resultando em 926 de fluorescéncia de Nile Red para lipideos totais em 96 horas de cultivo.

Ademais, na condicdo de 0,67 vvm também foram obtidas concentracGes de &cido
citrico/isocitrico, manitol e eritritol, 3,5, 1591 e 8,78 g.L?, respectivamente. Esta
concentragdo de manitol foi a maior obtida neste trabalho em 96 horas de cultivo. Resultado
semelhante foi observado em um dos experimentos a 1,33 vvm, 3,04, 11,39 e 7,19 g.L™,
respectivamente. No entanto, ndo ¢é possivel afirmar que o aumento na aeragdo para 1,33 vvm
tenha estimulado esse perfil de produgdo, uma vez que outros dois experimentos nesta mesma
vaz&o de ar apresentaram valores inferiores a estes e similares entre si (Tabela 6). Um fator
que pode explicar este desvio de perfil € a diferenca na razdo entre concentracéo inicial de
substrato e concentracdo inicial de células, que neste caso foi praticamente duas vezes maior

gue nos casos anteriormente citados.
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Por fim, a imposicdo de alta concentragéo inicial de substrato (aproximadamente 200
g.L™") aumentou a pressdo osmotica do meio de cultivo favorecendo a producéo de solutos
compativeis em detrimento da producdo de bio-0leo, sem necessidade de inducdo de estresse
osmatico por adicdo de NaCl. A producéo de manitol foi de 8,03 g.L™ e a de eritritol foi de

33,56 g.L™, a maior observada neste trabalho.
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6 Conclusodes

Mediante as observagdes feitas ao longo deste trabalho, pode-se concluir que:

e A determinagdo do k,a depende do equipamento utilizado, sendo observadas
diferencas no valor deste parametro da ordem de 77 h™ em 4gua a 0,67 vvm de aeracéo

e 800 rpm de agitacao.

e Para sistemas com agitacao superior a 500 rpm, o aumento de vazdo de ar pouco

influéncia no valor de k; a obtido.

e Embora a vazao de ar provoque mudancas sutis no valor de kia, essa variacao ja é

suficiente para favorecimento de determinada via metabdlica.

e Na determinacdo de teor lipidico por citometria de fluxo, a estratégia de manter o
cultivo a 2,0 vvm durante a fase exponencial com posterior reducgdo para 0,67 vvm na
fase estacionaria mostrou-se promissora, provocando um aumento de aproximadamente
3 vezes (925,91) no sinal de fluorescéncia obtido para lipideos totais em 96 horas de

cultivo quando comparado ao cultivo a 1,33 vvm ou a 2,0 vvm e relagédo C/N 100:1.

¢ Na determinacdo por espectrofluorimetria, a melhor producéo de 6leo foi observada
na menor condicéo de aeracdo (0,67 vvm), chegando em torno de 24 % em peso seco de

biomassa gerada.

e Com os experimentos realizados ndo foi possivel obter uma boa correlagdo entre as

duas metodologias aplicadas para determinacéo do teor lipidico.

e Para as mesmas condi¢des de processo, a adicdo de carga microbiana duas vezes

menor no indculo induz a producdo de manitol e eritritol.

e A adicdo de alta concentracdo inicial de glicerol (~200 g.L™) com suplementacéo de
0,3 mg.L™ de tiamina foi suficiente para induzir a producdo de eritritol sem inducéo de
estresse osmético por altas concentracdes de NaCl, chegando a producéo de 33,56 g.L™

de eritritol em 96 horas de cultivo.
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Sugestdes para trabalhos futuros

e Avaliar a producéo de bio-6leo substituindo glicerol PA por glicerol bruto como fonte

de carbono.

e Avaliar a influéncia de menores valores de k. a na producéo de bio-6leo.

e Avaliar o efeito da relacdo carbono/nitrogénio para razdes inferiores a 50:1 na

producdo de bio-dleo.

e Testar adaptacbes no meio de cultivo utilizado neste trabalho visando a producdo de

eritritol e manitol.

e Aumentar o tempo de cultivo para verificar o perfil de producdo de polidis ap6s 96
horas.
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