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RESUMO

DA SILVA, Luana Vieira. Producéo de &cido citrico por Yarrowia lipolytica a partir de
glicerol e anélise protedmica. Orientadoras: Priscilla Filomena Fonseca Amaral, Maria Alice
Zarur Coelho e Marcia Regina Soares da Silva. Rio de Janeiro. 2014. Tese (Doutorado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos).

Este trabalho teve como objetivo melhorar o rendimento e aperfeigoar a produtividade do
processo de produgdo de acido citrico, que é um produto amplamente usado em produtos
alimenticios, farmacéuticos, cosméticos e em outros produtos industriais, via fermentacao
microbioldgica por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 e estudar o proteoma mitocondrial
desta cepa. Foram realizados experimentos utilizando glicerol PA e duas fontes de glicerol
bruto proveniente da producdo de biodiesel como fonte de carbono. No estudo sobre a
influéncia da fonte de glicerol bruto, foi observado que a quantidade de &acido citrico e
biomassa produzidas por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 é influenciada pelo processo
que gera a matéria-prima usada. A influéncia na producéo de &cido citrico por limitacdo do
crescimento celular foi investigada variando a concentragdo de extrato de lévedo inicial como
fonte de nitrogénio e, em concentracdo inicial de extrato de levedura de 0,1705 g/L, a
producéo do composto de interesse foi de 4,35 g/L, sendo ligeiramente maior em relagdo aos
outras concentragdes de extrato de lévedo testadas. A influéncia da presenca de sulfato de
amonio no meio de cultivo foi avaliada e constatou-se que houve maior consumo de glicerol
(72% em 94 h), reducdo da concentracdo e produtividade de &cido citrico e estimulo da
producdo do &cido isocitrico em 1,74 vezes nesta condigdo, comparando com 0 ensaio
realizado na auséncia de sulfato de amdnio. A reducdo da concentracdo dos ions ferro e
manganés ndo favoreceu a producédo de &cido citrico. A concentracdo de &cido isocitrico foi
reduzida para 3 g/L em 98 h de fermentagdo quando a concentragéo do sal FeCl; foi reduzida
para 0,006 g/L. Em biorreator, a maior producéo de &cido citrico ocorreu com agitagdo do
sistema em 550 rpm. O composto sesamol na concentragdo 1,5 mM reduziu a producéo de
acido citrico, a concentracéo celular e a quantidade de lipideo total da célula. Para verificar o
proteoma mitocondrial de células de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, foram propostos o0s
meios de cultivo YPG como experimento controle e o meio composto por 30 g/L de glicerol
PA, 01705 g/L de extrato de lévedo e meio mineral tamponado, no qual a levedura do
presente estudo tem habilidade de produzir &cido citrico. O protocolo de isolamento de
mitocdndria proposto por Meisinger et al. (2005) foi adaptado para essa levedura devido as
caracteristicas especificas dessa espécie. Apds a eletroforese unidimensional das proteinas
presentes no extrato mitocondrial puro de células cultivadas em meio YPG e meio que
favorece a produgéo de &cido citrico, verificou-se uma diferenca na abundéancia de proteinas
na regido proxima a 45 kDa, 30 kDa e 14 kDa. Os peptideos provenientes das bandas dos géis
1D foram analisados no espectrometro de massas do tipo ESI-Q/TOF, permitindo a
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identificacdo de 45 e 47 proteinas para a fragdo mitocondrial obtida de células cultivadas em
YPG e no meio que favorece a producéo de acido citrico, respectivamente, sendo 13 proteinas
comuns as duas condicdes de cultivo.

Palavras-Chave: 1. Glicerol. 2. Acido Citrico. 3. Yarrowia lipolytica. 4. Proteoma

Mitocondrial
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ABSTRACT

DA SILVA, Luana Vieira. Citric acid production by Yarrowia lipolytica from glycerol and
proteomic analysis. Advisors: Priscilla Filomena Fonseca Amaral, Maria Alice Zarur Coelho
e Marcia Regina Soares da Silva. Rio de Janeiro. 2014. D.Sc. Thesis (Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos).

This study aimed to enhance the yield and the productivity of citric acid production process,
which is a product widely used in food, pharmaceutical, cosmetics and other industrial
products via microbial fermentation by Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 and to study the
mitochondrial proteome of this strain. Glycerol PA and two sources of crude glycerol from
biodiesel production as a carbon source were performed. In the study on the influence of the
source of crude glycerol, it was observed that the amount of citric acid and biomass produced
by Yarrowia lipolytica 50682 IMUFRJ is influenced by the process that generates the raw
material used. The influence on citric acid production by limiting cell growth was investigated
by varying the initial concentration of yeast extract as nitrogen source and in an initial
concentration of yeast extract 0.1705 g/L, the production of the compound of interest was
4,35 g/L, slightly higher compared to other yeast extract concentrations tested. The influence
of the presence of ammonium in the culture medium was evaluated and it was found that there
was greater consumption of glycerol in this condition (72% in 94 h), reduction in the
concentration and productivity of citric acid and stimulating the production of isocitric acid to
1.74 times this condition, compared with the assay performed in the absence of ammonium
sulfate. The reduction in the concentration of iron and manganese ions did not favor the
production of citric acid. Isocitric acid concentration was reduced to 3 g/L at 98 h of
fermentation when the salt concentration was reduced to FeCI3 0.006 g/L. In bioreactor, the
highest production of citric acid was at 550 rpm. The sesamol in the concentration 1.5 mM
reduced citric acid production, the cell concentration and the amount of lipid content of the
cell. To check the mitochondrial proteome of Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, have
proposed the YPG medium as a control experiment and medium composed of 30 g/L
glycerol PA 01705 g/L yeast extract and mineral buffered medium in which the yeast this
study has ability to produce citric acid. The protocol for isolation of mitochondria proposed
by Meisinger et al. (2005) was adapted for this yeast due to the specific characteristics of this
species. After the one-dimensional electrophoresis of proteins in pure mitochondrial extract of
cells cultured in YPG medium and medium which advance the production of citric acid, there
was a difference in protein abundance in the region close to the 45 kDa, 30 kDa and 14 kDa.
The peptides of the bands from the gels 1D were analyzed in a mass spectrometer Q-type
ESI/TOF, allowing the identification of 45 and 47 proteins to the mitochondrial fraction



obtained from cells cultured in YPG medium and medium which advance the production of
citric acid, respectively, and 13 proteins common to both culture conditions.

Keyword: Glycerol. 2. Citric acid. 3. Yarrowia lipolytica. 4. Mitochondrial Proteome
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1 INTRODUCAO

A alta demanda de energia no mundo industrializado e no setor doméstico, bem como
os problemas de polui¢do causados devido ao vasto uso de combustiveis, tém resultado em
uma crescente necessidade de desenvolver fontes de energias renovaveis sem limites de
duracdo e de menor impacto ambiental que os meios tradicionais existentes, estimulando,
assim, a busca de fontes alternativas para producéo de combustiveis (GERIS et al., 2007).

Como exemplo, tem-se o biodiesel, que pode ser obtido por diferentes processos tais
como o cragueamento, a esterificacdo ou pela transesterificacdo de 6leos vegetais. Com um
gerenciamento seguro da colheita dessa matéria-prima renovéavel, é possivel obter um
suprimento continuo de biodiesel. A produgdo industrial deste biocombustivel, contudo, leva
a obtencdo de grandes quantidades de glicerol como um subproduto.

Alguns pesquisadores demonstraram que glicerol bruto pode ser usado como fonte
tnica de carbono para a producio de &cido citrico por Yarrowia lipolytica ( RYWINSKA et
al., 2013). Logo, a bioconverséo deste subproduto adiciona significativo valor a produtividade
do biodiesel pelas industrias (PAPANIKOLAOQOU et al., 2002; RYMOWICZ et al., 2006; DA
SILVA et al., 2009) e pode ser considerado importante matéria-prima para a producgéo de
acidos orgéanicos.

O é4cido citrico é um &cido organico tricarboxilico fraco e encontrado como um
constituinte natural de uma variedade de frutas citricas (GREWAL e KALRA, 1995). Este
acido é utilizado em larga escala nas industrias alimenticia, farmacéutica e de cosméticos
devido as suas propriedades como acidulante, conservante, regulador de pH e antioxidante,
possuindo assim grande valor comercial (TRAN et al., 1998; WANG, 1998; RYMOWICZ et
al., 2008; LAZAR et al., 2011).

Industrialmente, o &cido citrico é produzido por fermentagdo submersa por cepas do
fungo filamentoso Aspergillus niger, tendo sacarose como fonte de carbono
(PAPANIKOLAOU et al., 2002; RYMOWICZ et al., 2006; LEVINSON et al., 2007;
RYMOWICZ et al., 2008; DA SILVA et al., 2009). O volume de producao deste acido por
fermentacdo estd aumentando continuamente em uma taxa anual de 5% (FINOGENOVA et
al., 2005; FRANCIELO et al., 2008). Em 2013, sua producdo alcancou 1,7 milhGes de
toneladas (ZHANG et al., 2014).

Devido as suas inumeras aplicagdes e aumento da demanda e consumo do acido
citrico, processos alternativos de cultivo envolvendo espécies de levedura produtoras de acido
citrico estdo sendo desenvolvidos, como por exemplo, o uso da levedura Y. lipolytica
(KARASU-YALCIN et al.,, 2010). Como o &cido citrico é uma comoditie é necessario
utilizar matéria-prima barata e disponivel na producéo industrial, como o glicerol bruto.

A condigéo necesséria para a producdo de &cido citrico por Y. lipolytica é a limitagdo
do seu crescimento celular sob condicdes de excesso de carbono e deficiéncia de nitrogénio
no meio de cultivo (PAPANIKOLAOQOU et al., 2002; FICKERS et al., 2005; RYMOWICZ et
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al.,, 2006). A escolha da cepa, o tipo de substrato, as condi¢cbes de crescimento como
temperatura, aeracdo, concentragéo e fontes de carbono e nitrogénio, fosfato, elementos tragos
e pH sdo fatores que influenciam diretamente a produgéo de &cido citrico (PAPAGIANNI,
2004; KARASU-YALCIN et al., 2010). A desvantagem do uso de Y. lipolytica,
especialmente cepas selvagens, para a produgdo comercial de &cido citrico é a secrecdo
simultdnea de &cido isocitrico, que pode atingir niveis acima de 50% do total de &cido
produzido.

O é&cido citrico € um metabdlito intermediario do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA),
que ocorre na matriz mitocondrial e uma grande quantidade de trabalho tem se concentrado
nesse ciclo para explicar o seu acumulo. Pesquisadores tém afirmado que a inativacdo de uma
enzima que degrada o citrato, por exemplo, a aconitase ou a isocitrato desidrogenase, é
essencial para ao acumulo de &cido citrico. No entanto, a presenga de um conjunto completo
de enzimas dos ciclos do &cido citrico e do glioxilato durante a fermentacdo do &cido citrico
tem sido demonstrada (FINOGENOVA et al., 2002; PAPAGIANNI, 2007).

Dentro deste contexto, o presente trabalho visou o estudo da produgéo de &cido citrico
por Yarrowia lipolytica em diferentes condigdes de cultivo a partir de glicerol PA e glicerol
bruto proveniente da producéo de biodiesel por via biotecnoldgica. Inicialmente, verificou-se
a influéncia da relacdo carbono-nitrogénio, presenca de sulfato de amonio e das concentragdes
dos ions manganés e ferro na obtengdo de &cido citrico em shaker e a partir da melhor
condic&o iniciou-se o estudo em biorreator a fim de identificar a velocidade de agitacdo mais
promissora. A andlise protebmica da mitocdndria da levedura cultivada em duas condi¢des
diferentes de cultivo foi proposta a fim de verificar a sua relagdo com a producdo de &cido
citrico no sistema fermentativo, possibilitando posterior manipulacdo nas vias mais
relevantes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Acido Citrico

2.1.1 Evolucéo Historica

A descoberta do acido citrico foi atribuida ao alquimista islamico Jabir Ibn Hayyan no
oitavo século depois de Cristo e foi isolado e cristalizado pela primeira vez a partir de suco de
lim&o pelo quimico sueco Karl Wilhelm Scheele em 1784. Sua producdo comercial comegou
na Inglaterra em 1860 na forma de citrato de célcio extraido de lim&o importado da It4lia
(GREWAL e KALRA, 1995; PAPAGIANNI, 2007).

Em 1880, Grimoux e Adams sintetizaram o 4cido citrico a partir de glicerol e Wehmer
(1893) relatou que certos fungos do género Citromyces (hoje incluidos no género Penicillium)
eram capazes de elaborar e secretar 4cido citrico a partir de actcar (LIMA et al., 2001,
SOCCOL et al., 2006; PAPAGIANNI, 2007).

Em 1917, o quimico americano James Currie descobriu que certos cultivos de
Aspergillus niger podiam ser produtores eficientes de &cido citrico em processo de
fermentacdo em superficie. Aspergillus niger era conhecido como produtor de &cido oxalico,
mas o baixo pH (2,5 - 3,5) usado no trabalho de Currie suprimiu a formacdo dos acidos
oxalico e gluconico. Em 1923, a indUstria Pfizer nos Estados Unidos iniciou a producéo em
escala industrial usando esta técnica (GREWAL e KALRA, 1995; PAPAGIANNI, 2007). Na
década de 1950, foi desenvolvida nos Estados Unidos uma técnica mais eficiente que o
processo anterior, a fermentacdo submersa (GREWAL e KALRA, 1995), que é atualmente o
modo de condugéo mais utilizado no processo de obtengdo de 4cido citrico em larga escala.

2.1.2 Caracteristicas e AplicacOes

O é&cido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial acido 2-hidroxi-1,2,3-
propanotricarboxilico, € um &cido orgéanico tricarboxilico fraco com peso molecular de 210,14
Da (PAPAGIANNI, 2007). Esse &cido é um metabodlito intermediério pertencente ao ciclo de
Krebs e é encontrado como um constituinte natural de uma variedade de frutas citricas como
limdo, laranja, abacaxi, péra, péssego e figo (GREWAL e KALRA, 1995). Sua férmula
quimica é CgHgO- conforme ilustrado na Figura 2.1.

Acido Cltrico

Figura 2.1 - Representacdo da estrutura quimica do acido citrico (LIMA et al., 2010).



Devido a presenca de trés grupamentos carboxilicos, o &cido citrico possui trés valores
de pKa: pH 3,1, 4,7, e 6,4 (PAPAGIANNI, 2007) e sua acidez € gerada por estes trés grupos
carboxilas (-COOH), que podem perder um préton em solucdes. Como conseqliéncia, forma-
se 0 ion citrato, que é um bom controlador de pH de solugBes &cidas. Os ions citrato formam
sais com cations. O citrato de calcio, por exemplo, é um importante sal, geralmente utilizado
na preservacdo e condimentacdo dos alimentos. Além disso, citratos podem quelar ions
metalicos e, portanto, podendo ser utilizado como conservantes e suavizadores de agua
(NELSON e COX, 2002).

Na temperatura ambiente, o acido citrico € um pé cristalino branco. Pode existir na
forma anidra e como monohidrato, que contém uma molécula de &gua para cada molécula de
acido citrico. A forma anidra se cristaliza em &gua quente, enquanto que a forma
monohidratada do &cido citrico se cristaliza em agua fria. O monohidrato pode ser convertido
na forma anidra aquecendo-se acima de 74 °C. Quimicamente, o cido citrico compartilha as
caracteristicas de outros &cidos carboxilicos. Quando aquecido acima de 175 °C, se decompde
produzindo dioxido de carbono e 4gua (NELSON e COX, 2002).

O é&cido citrico é amplamente utilizado em produtos alimenticios (70%), farmacéuticos
(12%), cosméticos e em outros produtos industriais (18%) devido as suas propriedades como
acidulante, conservante, regulador de pH, aromatizante e antioxidante. E utilizado também
como aditivo funcional em detergentes e cosméticos (TRAN et al., 1998; WANG, 1998;
RYMOWICZ et al., 2008; LAZAR et al., 2011). Seu emprego em alimentos representa 55 a
65% do mercado total de acidulantes, contra 20 a 25% pelo &cido fosférico e 5%
correspondendo ao acido malico (MAGNUSON e LASURE, 2004).

E comumente utilizado como conservante natural (antioxidante), conhecido também
como acidulante INS 330, dando um sabor acido e refrescante em alimentos e bebidas
(RYMOWICZ et al., 2008). O 4cido citrico é um aditivo alimentar versatil e indcuo. E aceito
mundialmente como GRAS (Generally Recognized As Safe/ Geralmente Reconhecido como
Seguro) pela United States Food and Drug Administration e aditivo alimenticio seguro pelo
“Experts Committee FAO (Food and Agriculture Organization/ Organizagdo para
Alimentacdo e Agricultura) e WHO (World Health Organization/Organizacdo Mundial da
Saude), sem restri¢des & quantidade (SOCCOL et al., 2006).

Na industria de alimentos, esse acido é usado em larga escala na fabricagdo de
refrigerantes, sobremesas, conservas de frutas, geléias, doces, vinhos, na composicdo de
sabores artificiais de refrescos em pd e na preparacdo de alimentos gelatinosos (GREWAL e
KALRA, 1995).

Devido & sua capacidade de complexacdo com metais pesados como o ferro e o cobre,
é utilizado em instala¢Ges industriais. Essa propriedade tem conduzido a crescente utilizagéo
como estabilizante de 6leos e gorduras para reduzir a sua oxidacao catalisada por esses metais



e esta propriedade aliada ao baixo grau de corrosividade a certos metais, tem permitido seu
uso na limpeza de caldeiras e instalagdes especiais (GREWAL e KALRA, 1995).

Na indUstria farmacéutica, é usado como estabilizante do &cido ascérbico devido a sua
acdo quelante. Nos antiacidos e analgésicos efervescentes, o &cido citrico é usado juntamente
com carbonatos e bicarbonatos para gerar CO, (GREWAL e KALRA, 1995) e atua como
coagulante em transfusdo sanguinea (LIMA et al., 2001).

Na industria de cosméticos é usado para ajustar o pH de logBes adstringentes, como
sequestrante em cremes de lavagem (“rinse”) e fixadores de cabelo (LIMA et al., 2001). No
setor de embalagens, ésteres de acido citrico, como trietil, tributil e acetildibutil, sdo usados
como plastificantes ndo toxicos nas peliculas pléasticas de embalagens de alimentos
(RODRIGUES, 2006). Em galvanoplastia, o acido citrico é usado em curtumes e na
reativacdo de pocos de petrdleo, sendo empregado como agente sequestrante (LIMA et al.,
2001).

Ha um interesse crescente em aumentar a producdo de acido citrico devido a muitas
aplicacbes. Os estudos revelam o potencial uso de acido citrico em biopolimeros, em drug
delivery, em engenharia de tecidos para o cultivo de uma variedade de células e em muitas
outras aplicacbes biomédicas e ambientalmente sustentaveis, como o uso de &cido citrico para
a remocdo eficiente de residuos de fluxo pos-solda por militares (ROBIN et al., 1995;
ASHKAN et al., 2010; GUILLERMO et al., 2010).

2.1.3 Mercado mundial de Acido Citrico

O é&cido citrico € uma comoditie, produzida e consumida em todo 0 mundo. Devido as
suas inimeras aplicagdes e aumento da demanda e consumo, 0 volume de produgdo de &cido
citrico por fermentacdo estd aumentando continuamente em uma taxa anual de 5%
(FINOGENOVA et al., 2005; FRANCIELO et al., 2008). Embora seja uma das fermentacoes
industriais mais antigas, a produ¢do mundial continua em rapida crescente. Em 1997, foi
registrada uma producéo global de 736.000 toneladas (QUIMICA e DERIVADOS, 1997,
apud VANDENBERGHE et al., 1999), mais de 1,4 milhGes de toneladas em 2007
(ANASTASSIADIS et al., 2008) e 1,7 milhGes de toneladas em 2013 (ZHANG et al., 2014).
Este valor excede a producéo de qualquer outro &cido organico obtido por micro-organismo e
0 consumo deste acido cresce principalmente devido ao seu emprego em alimentos e bebidas
(GOLDBERG et al., 2006; RYMOWICZ et al., 2008).

Os principais produtores de &cido citrico na América do Norte e na Europa Ocidental
incluem ADM, Cargill, Tate & Lyle, DSM e Junbunzlauer. Gadot Biochemical Industries de
Israel e Anhui BBCA Biochemical da China também sdo grandes fornecedores. A intensa
competicdo e pregos relativamente baixos fizeram com que muitos fabricantes pequenos de
acido citrico da América do Norte e da Europa fechassem seus negdcios na ultima década.



Consequentemente, grandes produtores se beneficiaram com a economia de escala (SOCCOL
et al., 2006).

O mercado de &cido citrico esteve sob pressdo por mais de dois anos e continua
oscilando com a queda dos pregos de $2/kg para $0,70-0.80/kg. Vérios produtores, incluindo
a ADM e a Tate & Lyle, diminuiram os niveis de producéo e ha dois anos Aktiva fechou uma
fabrica na Republica Checa, como resultado das condicbes adversas de mercado.
Fornecedores chineses comercializam a sua produgdo de &cido citrico no menor preco
possivel, a fim de trazer divisas e isso faz com que seja extremamente dificil para os
fornecedores europeus competirem (SOCCOL et al., 2006).

Com o proposito de atender a demanda do mercado consumidor latino-americano, a
CARGILL inaugurou no Brasil em 2000, no complexo industrial de Uberlandia (MG), uma
unidade para a producdo de acido citrico (SANTOS, 2008), com capacidade de 48 mil
toneladas/ano (REVISTA CARGILL, 2011). A previsdo é que a fabrica em Minas Gerais
receba investimentos de mais de 75 milhdes de reais para elevar a producdo de &cido citrico,
amidos modificados e racdo animal (http://www.cargill.com.br/pt/noticias/NA31306201.jsp,
publicada pela Reuters em 19/03/2014 e acessada em 15 de julho de 2014).

A Asia é o maior consumidor de A&cido citrico, sendo responsavel por
aproximadamente 28% do consumo mundial em 2012. China é o maior participante no
mercado do &cido citrico, sendo responsavel por 59% da produgdo mundial em 2012. Este
pais também foi responsavel por 69%, 74% e 12% da capacidade mundial, exportacéo e
consumo, respectivamente, em 2012. Esta tendéncia devera continuar no periodo de 2013 a
2018, com crescimento significativo no consumo chinés. O consumo de &cido citrico em
outros paises asiaticos devera crescer a uma taxa média anual de cerca de 4% de 2012 a 2018,
em grande parte como resultado do uso em bebidas e alimentos. Em outros paises da Asia,
india, Indonésia e Tailandia sdo 0S maiores consumidores
(http://www.ihs.com/products/chemical/planning/ceh/citric-acid.aspx, publicada em 2013 e
acessada em 21 de julho de 2014).

A América do Norte é o segundo maior mercado de &cido citrico, sendo responsavel
por 24% do consumo mundial em 2012. Durante o periodo de 2012 a 2018, a expectativa para
0 aumento do consumo de &cido citrico é de 2,5% de taxa média anual e o resultado do
aumento é decorrente do consumo de bebidas, principalmente no México e Estados Unidos
(http://www.ihs.com/products/chemical/planning/ceh/citric-acid.aspx, publicada em 2013 e
acessada em 21 de julho de 2014).

A Europa Ocidental é o terceiro maior mercado de acido citrico, respondendo por
quase 23% do consumo mundial em 2012. Esta previso um consumo a uma taxa média anual
de 1,7% durante 2012-2018 (http://www.ihs.com/products/chemical/planning/ceh/citric-
acid.aspx, publicada em 2013 e acessada em 21 de julho de 2014).




Um crescimento elevado estd previsto para os mercados em desenvolvimento em
2012-2018. O consumo de &cido citrico na Africa e no Oriente Médio deve crescer a taxas
médias anuais de 2,7% e 3,3%, respectivamente. J4 0 consumo na América Central e na
América do Sul deverd crescer a uma taxa média anual de 3,9%. Em todos os mercados em
desenvolvimento, bebidas e alimentos respondem pela maior parte do crescimento
(http://www.ihs.com/products/chemical/planning/ceh/citric-acid.aspx, publicada em 2013 e
acessada em 21 de julho de 2014).

2.2 Producdo de Acido Citrico

2.2.1 Micro-organismos Produtores de Acido Citrico

Um grande nimero de micro-organismos como bactérias, fungos filamentosos e
leveduras tem sido utilizado em uma variedade de substratos para a producéo bioldgica de
4cido citrico, sendo indicados na Tabela 2.1 (CROLLA e KENNEDY, 2004; ANDRE et al.,
2007; FORSTER, 2007; PAPAGIANNI, 2007).

Tabela 2.1 - Micro-organismos produtores de acido citrico
Fungos filamentosos Aspergillus niger, A. awamori, A. clavatus, A. nidulans, A.
fonsecaeus, A. luchensis, A. phoenicus, A. wentii, A. saitoi, A.
flavus, Absidia sp., Acremonium sp., Botrytis sp.,
Eupenicillium sp., Mucor piriformis, Penicillium citrinum, P.
janthinellu, P. luteum, P. restrictum Talaromyces sp,.
Trichoderma viride, Ustulina vulgaris

Leveduras Candida tropicalis, C. catenula, C. guilliermondii, C.
intermédia, Pichia, Debaromyces, Kloekera, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Yarrowia lipolytica, Hansenula, Torula,
Torulopsis,

Bactérias Arthrobacter paraffinens, Bacillus licheniformis,
Corynebacterium ssp

Fonte: DHILLON et al. (2011)

Entretanto, a maior parte destes micro-organismos ndo é capaz de produzir
rendimentos comercialmente aceitaveis devido ao fato de que o acido citrico € um metabolito
do metabolismo de energia e o seu acimulo em quantidades aprecidveis é o resultado de
severas irregularidades no metabolismo causado por deficiéncias genéticas ou desequilibrios
metabolicos (SANCHEZ-RIERA, 2010). Entre as estirpes referidas, o fungo A. niger
permanece em destague como micro-organismo para a produgdo comercial porque produz
mais &cido citrico por unidade de tempo (SOCCOL et al., 2006).

Linhagens de A. niger que sdo utilizadas industrialmente na producdo de &cido citrico
ndo estdo disponiveis gratuitamente e apenas algumas podem ser obtidas a partir de colecfes



de cultura internacionais (SOCCOL et al., 2006). Cepas mutantes de Aspergillus niger
também sdo usadas na producdo comercial de &cido citrico (JJANLONG et al., 2000). Entre
as técnicas utilizadas para esta modificagdo tem-se y-radiacdo, radiacdo UV e quimicos
mutagénicos (SOCCOL et al., 2006).

Embora em escala industrial, o procedimento convencional de produgdo de é&cido
citrico utilize Aspergillus niger e melagcos como substrato (LOTFY et al., 2007), durante os
altimos 30 anos, o interesse de pesquisadores em usar processos alternativos de cultivo
envolvendo espécies de levedura produtoras de &cido citrico cresceu (KARASU-YALCIN et
al., 2010) uma vez que a demanda por &cido citrico tem aumentado. Os géneros de leveduras
que sdo conhecidos por produzir &cido citrico a partir de vérias fontes de carbono incluem
Candida, Hansenula, Pichia, Debaromyces, Torula, Torulopsis, Kloekera, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces e Yarrowia (SOCCOL et al., 2006; PAPAGIANNI, 2007).

A produgdo de 4&cido citrico por levedura é realizada em cultura submersa
(SANCHEZ-RIERA, 2010), utilizando principalmente processos batelada, mas também em
cultura continua e com células imobilizadas (ARZUMANOYV et al., 2000).

Existem varios estudos demonstrando a capacidade de cepas de leveduras em produzir
grande quantidade de &cido citrico a partir de n-alcanos e carboidratos (AKIYAMA et al.,
1973; RANE e SIMS, 1996; CROLLA e KENNEDY, 2004). Durante as décadas de 1960 e
1970, os hidrocarbonetos eram relativamente baratos e, por isso, foram usados na producéo
comercial de &cido citrico por leveduras. Porém esta produgéo ndo € mais econbmica, mas as
leveduras estdo sendo estudadas para produzir &cido citrico a partir de outras matérias-primas.

Especificamente Yarrowia lipolytica, Candida guillermondii e Candida oleophila tém
sido aplicadas para a producéo de acido citrico usando Vvérias fontes renovaveis ou residuos
como matérias-primas (FINOGENOVA et al., 2005; RYMOWICZ et al., 2006). Contudo, as
Unicas especies conhecidas que sdo capazes de maximizar a producdo de &cido citrico destes
substratos sdo as cepas selvagens e mutantes de Y. lipolytica. Essa levedura bem como o
fungo A. niger séo considerados como produtores potenciais de &cido citrico (RYMOWICZ et
al., 2008).

O uso de leveduras do género Candida ou Yarrowia apresenta algumas vantagens em
relagéo ao fungo filamentoso, como: maior resisténcia a elevadas concentragdes de substratos,
maior taxa de conversdo, maior produtividade, melhor controle do processo devido a natureza
unicelular da levedura (FICKERS et al., 2005) e maior tolerancia a ions metalicos, permitindo
0 uso de matéria-prima menos refinada (RANE e SIMS, 1993; KAMZOLOVA et al., 2006).
A producéo de &cido citrico pela levedura poderd ser no futuro uma alternativa ao A. niger,
especialmente se a biomassa de levedura tornar-se um aditivo & alimentagdo dos animais e
ndo um subproduto do processo (ROBAK et al., 2007).

A producéo convencional de &cido citrico € um processo complexo e ecologicamente
inseguro devido as caracteristicas do melago utilizado como matéria-prima, que exige pré-



tratatamento para remogdo dos metais Fe*? ou Mn'? com ferrocianeto, por exemplo,
concentrados de acidos e alcalis que sdo usados durante todo o processo (FINOGENOVA et
al., 2005).

Uma desvantagem do uso da levedura Yarrowia lipolytica é a producédo simultanea de
acido isocitrico durante a fermentacéo, sendo que a proporcéo de producdo entre os &cidos
citrico e isocitrico pode variar de 1:1 para 20:1 de acordo com a estirpe de levedura, fonte de
carbono e concentracdo de micronutrientes (RANE e SIMS, 1993). O &cido isocitrico possui
habilidade tamponante e quelante inferior em comparacgéo ao &cido citrico e a cristalizacdo do
acido citrico durante o processo de purificagdo € prejudicada por contaminagdes com acido
isocitrico em niveis acima de 5% (RYWINSKA et al., 2011).

A selecdo de uma cepa de levedura com alta razdo de producdo de &cido citrico: &cido
isocitrico tem sido relatada como a principal etapa de um processo de producdo de &cido
citrico por Yarrowia lipolytica (YALCIN et al., 2010). Roehr et al. (1996) constataram que a
razdo entre producdo de &cido citrico: &cido isocitrico é influenciada pelo tipo de micro-
organismo, fonte de carbono e concentracdo dos micronutrientes acessiveis a levedura. A
selecéo de cepas mutantes de levedura com baixa atividade de aconitase tem sido usada na
tentativa de reduzir a producdo de acido isocitrico (PAPAGIANNI, 2007).

2.2.2 Matéria-prima e Substrato

Atualmente, a producédo de acido citrico em escala industrial por A. niger € realizada
utilizando meios de producédo contendo sacarose (VENTER et al., 2004; RYMOWICZ et al.,
2006; LAZAR, et al., 2011), milho hidrolisado, caldo de cana, melago decationizado e agucar
cristal usando fermentagdo submersa (LEANGON et al., 2000; KUMAR et al., 2003) por
empresas como ADM (Archer, Daniels, Midland Company), Cargill, Tate & Lyle, DSM
Nutritional Products, Junbunzlauer, Israel’s Gadot Biochemical Industries, China’s Anhui
BBCA Biochemical.

No Brasil, o melago é preferencialmente utilizado como fonte de carbono para a
producdo microbiana de &cido citrico devido ao seu custo relativamente baixo e elevado teor
de agucar (40-55%). Porém, a presenca de elementos tracos nesta matéria-prima influencia
fortemente o acimulo de &cido citrico por A. niger e a producgdo elevada deste acido somente
é possivel se houver um controle rigoroso da disponibilidade destes elementos,
principalmente na fermentagdo submersa (SOCCOL et al., 2006).

A composicdo do melago depende de vérios fatores como a variedade da beterraba e
da cana utilizadas como matéria-prima na obtencéo de agucar, os métodos de cultivo destas
matérias-primas, as condicbes de armazenagem e 0 manuseio (transporte, variacbes de
temperatura), etc. Ambos os melagos, de cana e beterraba, sdo adequados para a produgdo de
acido citrico. No entanto, 0 melaco de beterraba é preferivel ao de cana de agucar devido ao
seu baixo conteldo de tracos de metais, fornecendo melhores rendimentos de producdo do



que 0 melaco de cana. Entretanto, existem variacGes consideraveis de rendimento dentro de
cada tipo. Geralmente, 0 melago de cana contém metais (ferro, calcio, magnésio, manganés,
zinco) que retardam a sintese do &cido citrico e, portanto, hd necessidade de algum pré-
tratamento para redugdo dos mesmos para ser utilizado como matéria-prima (SOCCOL et al.,
2006). Vérios processos de tratamento e purificacdo de melaco foram desenvolvidos para a
remocao de tragos de metais (SOCCOL et al., 2006). Por exemplo, utiliza-se ferrocianeto e
4cido fosforico ou EDTA em resinas permutadoras de fons para diminuir os teores de Fe*? ou
Mn*? em melaco (LEANGON et al., 2000; KUMAR et al., 2003). Portanto, alguns fatores
devem ser considerados no momento da escolha da matéria-prima tais como o seu custo e a
necessidade de um pré-tratamento que a torne adequada para uso na fermentacéo.

Em escala laboratorial, estdo sendo utilizados como matérias-primas hidrocarbonetos,
residuos agroindustrias, e materiais ricos em amido (HANG e WOODAMS, 1998;
JIANLONG et al. 2000; MOURYA e JAUHRI, 2000; VANDENBERGHE et al., 2000;
AMBATI e AYYANNA, 2001).

Uma variedade de residuos agro-industriais e subprodutos também tem sido
investigada como matéria-prima para a producgdo de acido citrico, como bagaco de mandioca,
casca de café, farelo de trigo, bagaco de maca, residuos de abacaxi, casca de kiwi, bagaco de
uva, residuos de citrinos, etc, utilizando técnicas de fermentagdo em estado sélido (SOCCOL
et al., 2006).

A procura crescente de produgdo de biodiesel conduz a producdo de quantidades
abundantes de glicerol bruto como um produto secundario (WEN et al., 2009). Este
subproduto apresenta potencial como matéria prima para a producgdo de &cido citrico (MAKRI
et al., 2010). Estudos realizados por Papanikolaou e Aggelis (2009), Makri et al. (2010) e
Rymowicz et al. (2010) mostraram que Y. lipolytica cultivada em glicerol bruto produziu altas
quantidade de &cido citrico. O baixo custo do glicerol devido a grande quatidade gerada no
processo de obtencdo de biodiesel pode alavancar a producéo industrial de &cido citrico por Y.
lipolytica no futuro (DHILLON et al., 2011).

2.2.3 Fatores que influenciam a producéo de &cido citrico

A producéo de acido citrico por A. niger é influenciada por uma série de parametros de
cultura, dentre eles tracos de ions metélicos, concentragdo de nitrogénio e alcoois inferiores
(MATTEY, 1999).

A. niger exige certos metais traco para o crescimento (MATTEY, 1999), porém alguns
fons metélicos (Fe?* Mn®*, Zn?*, Cu®") sdo conhecidos por serem inibidores da producéo de
acido citrico por A. niger em fermentacdo submersa, mesmo com uma concentragdo muito
baixa (KAPOOR et al., 1987).

Como exemplo entre os elementos tragos, os sais de ferro sdo essenciais para a
producdo de &cido citrico, pois ativam a producdo de acetil-CoA, que é importante para a
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producdo de &cido citrico (MILSOM e MEERS 1985). Porém, a concentragdo excessiva de
ferro ativa a aconitato hidratase (aconitase), enzima responsavel pela producdo de &cido
isocitrico, sendo que a producéo deste subproduto na fermentacdo é indesejada uma vez que
reduz o rendimento do acido citrico (DHILLON et al., 2011).

A presenca do jon manganés (Mn?*) no meio nutriente desempenha um papel chave no
acumulo de uma grande quantidade de citrato por A. niger. Uma pesquisa feita por Roehr et
al. (1996) confirmou o papel regulador chave do ion Mn?*. O anabolismo celular de A. niger é
prejudicado em condi¢Ges com deficiéncia total de manganés e/ou limitagdo de nitrogénio e
de fosfato. O manganés também demonstrou ser importante em muitas outras funcdes
celulares, mais notavelmente na sintese da parede celular, na esporulagdo e produgdo de
metabolitos secundéarios (SHU e JOHNSON, 1948).

A producéo de &cido citrico também é influenciada pela concentracdo de nitrogénio,
que em valor elevado, propicia o crescimento fngico e o consumo de substrato, diminuindo o
acumulo de &cido citrico (VANDENBERGHE et al., 1999).

Alcoois inferiores adicionados em matérias-primas brutas que contém carboidratos
aumentam a producéo de acido citrico. Metanol, etanol, n-propanol, isopropanol ou acetato de
metila neutralizam o efeito negativo dos metais na producéo de &cido citrico em quantidades
cerca de 1 a 5% (KUBICEK e ROHR, 1986). Contudo, a quantidade 6tima de metanol e
etanol depende da estirpe e da composi¢édo do meio (INGRAM e BUTTKE, 1984).

Haq et al. (2003), Sikander e Haqg (2005), Rivas et al. (2008), Suzelle et al. (2009) e
Nadeem et al. (2010) investigaram o papel de metanol ou etanol no rendimento de &cido
citrico produzido por A. niger e observaram que o aumento da producdo de &cido citrico
através da adigcdo de etanol pode ser atribuido a degradacéo lenta de &cido citrico, devido a
reducdo da atividade aconitase. A adigcdo de etanol também resulta no ligeiro aumento na
atividade de outras enzimas pertencentes ao ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Outra
explicacdo para o aumento da produgdo de acido citrico é a possibilidade de etanol ser
convertido para acetil- CoA, um substrato metabdlico necessério para a formagdo do &cido
citrico (DHILLON et al., 2011).

O papel exato do metanol no aumento da producdo de &cido citrico ainda ndo esta
claro. Este alcool ndo é metabolizado/assimilado por A. niger e o seu efeito estimulante na
producdo de &cido citrico pode ser explicado, pois aumenta a permeabilidade da membrana da
célula provocando mais excre¢do de acido citrico a partir de células do micélio. Além disso, a
adicdo de metanol alterou um pouco a atividade de algumas enzimas do ciclo de &cido
tricarboxilico, favorecendo o acimulo de &cido citrico (DHILLON et al., 2011).

2.2.4 Formas de conducéo do processo
A sintese de &cido citrico através da fermentacdo é o processo mais econdmico e
amplamente utilizado para obtengdo deste produto. Noventa e nove por cento do &cido citrico
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produzido mundialmente s&o obtidos por fermentacdo (KUFORIJI et al., 2010). O processo
de obtencdo de &cido citrico por fermentagdo apresenta vantagens como operagdo simples e
estavel, requerimento de sistemas de controle menos sofisticados, menor consumo de energia
e pouca influéncia de falhas de energia no funcionamento da planta (SOCCOL et al., 2006).
O fungo filamentoso A. niger é preferencialmente utilizado, pois possui alto potencial de
producdo de &cido citrico (DHILLON et al., 2011).

A producdo industrial de &cido citrico por fermentacdo pode ser conduzida por trés
formas: fermentacdo em estado solido, fermentagdo em superficie e fermentagdo submersa
(YOKOYA, 1992; VANDENBERGHE, 2000).

A fermentacdo em estado solido, originalmente desenvolvido no Jap&o, consiste em
uma bioconversdo em meio sélido empregando-se geralmente farelo de arroz ou residuos de
frutas, que apds tratamento, sdo inoculados com uma suspensdo de esporos, sendo utilizada
uma linhagem especifica de Aspergillus niger (YOKOYA, 1992; VANDENBERGHE, 2000).

O processo de fermentacdo em superficie foi o primeiro método empregado para
obtencdo biotecnoldgica de acido citrico em grande escala (GREWAL e KALRA, 1995).
Nesta operacdo, o micélio do fungo A. niger cresce sobre a superficie do meio de cultura
liquido e estatico, que se encontra em bandejas de aluminio de elevada pureza contendo uma
camada de meio de 5 a 20 cm de altura. Estas bandejas sdo colocadas em camaras ventiladas,
onde hé circulagdo de ar esterilizado, o qual é responsavel pelo fornecimento de oxigénio
assim como pela retirada do calor produzido durante o processo fermentativo e a temperatura
é mantida entre 28 — 30°C (GREWAL e KALRA, 1995).

A fermentacdo submersa é a técnica mais utilizada para a produgdo de acido citrico,
onde o fungo se desenvolve inteiramente submerso no meio de cultura liquido sob agitagéo,
que serve para assegurar a homogeneidade tanto da distribui¢do dos micro-organismos quanto
dos nutrientes. Estima-se que cerca de 80% da producéo mundial é obtida através deste modo
de conducdo (SOCCOL et al., 2006) utilizando A. niger crescido em meio contendo glicose
ou sacarose (VANDENBERGHE et al., 1999; KUMAR et al., 2003) em tanques agitados de
40-200 m® ou fermentadores airlift de 200-900 m® de capacidade (WAITES et al., 2001).
Este processo de fermentagdo empregado em larga escala requer instalagdes mais sofisticadas
e controle rigoroso. Por outro lado, apresenta diversas vantagens, como maior produtividade e
rendimento, custos operacionais mais baixos e menor risco de contaminagéo. A fermentacéo
submersa pode ser realizada em batelada simples, batelada alimentada ou sistemas continuos,
embora seja mais freqliente o uso da batelada simples (SOCCOL et al., 2006). Normalmente,
a fermentacdo submersa para obtencdo de &cido citrico ocorre entre 5 e 12 dias, dependendo
das condigdes de processo.

O método de fermentacéo utilizado influencia no rendimento de producdo de &cido
citrico com a mesma estirpe do fungo A. niger. Assim, uma estirpe que produz bons
rendimentos na fermentagdo sélida ou superficie liquida ndo é necessariamente um bom
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produtor na fermentagdo submersa. Desse modo, cada um dos métodos e de matéria-prima de
interesse industrial deve ser testado com a estirpe de estudo (YOKOYA, 1992) e uma ampla
gama de substratos pode ser empregada para a producéo eficiente e viavel de &cido citrico de
acordo com o tipo de fermentagdo (DHILLON et al., 2011).

2.2.5 Recuperacéo do Produto

Um dos processos convencionais de recuperacdo e purificacdo de &cido citrico
produzido por fermentagdo é a precipitacdo com carbonato de célcio e acido sulfdrico
(PAZOUKI e PANDA, 1998).

Neste processo, apos separacédo por filtragdo do micélio presente no caldo fermentado,
a recuperacdo do &cido citrico produzido por A. niger € realizada por precipitagdo ao adicionar
carbonato de célcio para formar citrato de célcio tetrahidratado. O precipitado é recuperado
por filtracdo e tratado com &cido sulfurico, formando sulfato de célcio (gesso), que é filtrado.
O licor obtido com &cido citrico regenerado é tratado com carvao ativado e resinas de troca
idnica para eliminacdo das impurezas. O licor é concentrado em cristalizadores a vacuo a 20 -
25°C e centrifugado para a separacdo dos cristais. Estes cristais sdo colocados em camaras de
secagem, trabalhando a temperatura de até 36,5°C, para obter-se o acido citrico
monohidratado. Acima desta temperatura, obtém-se o acido citrico anidro (SOCCOL et al.,
2006).

Este processo convencional de recuperagdo e purificagdo necessita de grandes
quantidades de produtos quimicos, aumentando o custo do processo e gera quantidades
consideraveis de residuos prejudiciais ao meio ambiente: para 1x10° Kg de &cido citrico
produzido, aproximadamente 30 m* de CO,, 40x10° Kg de 4guas residuais e 2x10° kg de
gesso séo gerados (JINGLAN et al., 2009).

Para eliminar a producgdo de CO, e gesso como subprodutos poluentes, muitas técnicas
de separagdo como extracdo por solventes (PAZOUKI e PANDA 1998), extracdo supercritica
com CO; (SHISHIKURA et al., 1992, apud DHILLON et al., 2011), eletrodialise (PINTO et
al., 2002; WIDIASA et al., 2004; apud DHILLON et al., 2011) e separagdo por membrana
(FRIESEN et al., 1991) foram estudadas como possiveis métodos para recuperacdo e
purificacéo de acido citrico.

2.3 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um micro-organismo estritamente aerdbio, eucariotico, do reino
Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos. Foi originalmente
classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica. Esta levedura pode ser
isolada de substratos ricos em proteinas e lipideos, como produtos das industrias de laticinios,
de shoyu, produtos de saladas que contenham carne ou camardo (BARTH e GAILLARDIN,
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1997), queijos ou salsichas, linguicas e chourigos (FICKERS et al., 2005) e também em
produtos avicolas crus (ISMAIL et al., 2001). Y. lipolytica é uma das espécies predominantes
em queijos Camembert e blue-veined. Seu crescimento nestes produtos esta relacionado com
as suas atividades extracelulares proteoliticas e lipoliticas e com a sua capacidade de crescer
nas temperaturas de 5 a 10 °C. Algumas cepas também tém sido isoladas de solos, 4gua de
esgoto e ambientes poluidos com petréleo (KIM et al., 2000; FICKERS et al., 2005).

Um grupo designado por leveduras “ndo-convencionais” foi adotado para diferenciar
as leveduras pertencentes a este grupo das leveduras mais comumente utilizadas como, por
exemplo, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, que s&o, portanto,
consideradas leveduras “convencionais” (BARTH e GAILLARDIN, 1997; FICKERS et al.,
2005). Estes dois grupos se diferenciam em relacédo a fisiologia, genética, biologia molecular
e aplicacdo biotecnoldgica (ZINJARDE, 2014). A levedura Yarrowia lipolytica é a espécie
mais estudada do grupo das leveduras “nédo-convencionais” principalmente por néo apresentar
patogenicidade (BARTH e GAILLARDIN, 1997; FICKERS et al., 2005) e tem sido utilizada
como modelo para o estudo de secrecdo protéica, biogénese de peroxisomas, dimorfismo
(KAWASSE et al., 2003), degradacdo de substratos hidrofébicos (FERREIRA, 2009),
complexos mitocondriais, acimulo de lipideos, producdo de lipase, sintese de &cidos
organicos (ZINJARDE, 2014) e em muitos outros campos (FICKERS et al., 2005). A
sequiéncia total dos seis cromossomos de Y. lipolytica foi determinada permitindo sua
admisséo nos estudos de genoma, transcriptoma e proteoma (FICKERS et al., 2005).

O interesse por Y. lipolytica, em meados dos anos 1960, foi devido & sua capacidade
em utilizar substratos hidrofobicos, especialmente alcanos como fonte de carbono para a
producdo de proteina microbiana (SCP — Single Cell Protein) bem como os metabdlitos do
ciclo do &cido citrico como os acidos citrico e a-cetoglutarico. Isto resultou em um amplo
conhecimento de seu cultivo em fermentadores de larga escala (FICKERS et al., 2005,
FINOGENOVA et al., 2005).

Y. lipolytica foi classificada como Generally Regarded As Safe (GRAS) pela
American Food and Drug Administration (FDA), apresentando potenciais de aplicagéo
industrial tais como na producgdo de proteinas de micro-organismos unicelulares (SCP), single
cell oil (SCO), aromas de péssego, damasco e morango e &cido citrico (TSUGAWA, et al.,
1969; FICKERS et al., 2005). Além disso, Y. lipolytica secreta varias enzimas para 0 meio,
como proteases, lipases, RNases, esterases e fosfatases, em quantidades interessantes para
aplicacbes industriais e todas de grande interesse biotecnologico (NICAUD et al., 2002;
ZINJARDE, 2014).

2.3.1 Produc&o de Acidos Organicos por Yarrowia lipolytica
A levedura Y. lipolytica tem a capacidade de produzir e secretar no meio de cultura
uma ampla variedade de &cidos organicos em condi¢des limitantes de crescimento e excesso
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de carbono (ZINJARDE, 2014). Dentre estes acidos, incluem-se os intermediarios do ciclo do
acido tricarboxilico, tais como o acido citrico, o &cido isocitrico, o0 acido a-cetoglutarico e
acido piravico (BARTH e GAILLARDIN, 1997; KAMZOLOVA et al., 2003; FICKERS et
al., 2005; RYMOWICZ et al., 2008). Sendo esses acidos de grande interesse comercial, 0s
estudos para aumento de produgdo por via microbioldgica utilizando tais leveduras,
continuam até hoje.

As fontes de carbono utilizadas neste processo sdo alcanos, 6leos vegetais, gorduras,
etanol, melagos, amidos hidrolisados e glicerol, por serem fontes de baixo custo
(PAPANIKOLAOU et al., 2002; FICKERS et al., 2005; RYMOWICZ et al., 2006). O
processo ocorre em condigdes limitantes de crescimento celular causado por diferentes fatores
de nutricdo, tais como a fonte de nitrogénio, tiamina, fosfato ou sais de compostos minerais
(fésforo, enxofre e magnésio). Em condigdes de esgotamento de nitrogénio, hé secrecéo de
acido citrico e isocitrico, enquanto que a limitacdo de tiamina (uma vitamina que ndo é
sintetizada por essa levedura, mas é necessaria para a atividade da a-cetoglutarato
desidrogenase) em baixo pH causa secre¢do principalmente de acido a-cetoglutarico e cido
piravico (FICKERS et al., 2005).

Otto et al. (2013) abordam o estado atual do campo de producdo de &cidos orgénicos
por Yarrowia lipolytica. Seu estudo relata que cepas selvagens de Yarrowia lipolytica tem
habilidade de produzir acido fumarico e acido malico em certas condigcdes, a partir de
diferentes fontes de carbono, porém ainda em baixa concentracdo (inferior a 10 g/L). Varios
mutantes estdo sendo selecionados e as cepas recombinantes construidas de modo a melhorar
as quantidades de &cido produzidas ou mudar o espectro de &cidos secretados.

2.3.1.1 Producéo de Acido Citrico por Yarrowia lipolytica

O bioprocesso para produgdo de acido citrico utilizando Y. lipolytica tem vérias
vantagens em relacdo a producdo usando A. niger, que inclui a utilizagdo de uma variedade
maior de substrato (logo seria possivel a selecéo de substratos de baixo preco) e uma menor
sensibilidade & baixa concentragdo de oxigénio dissolvidos e metais, permitindo assim o uso
de substratos menos refinado e maior rendimento do produto (LIU et al., 2010). Estas
capacidades podem levar a uma redugéo significativa nos custos do tratamento de matérias-
primas e de residuos e nos custos de recuperagdo do produto (ANTONUCCI et al., 2001).
Portanto, a levedura Y. lipolytica apresenta uma alternativa a tradicional producdo de acido
citrico por A. niger a partir de melaco, que acumula grandes quantidades de rejeitos solidos e
liquidos (CROLLA e KENNEDY, 2004; VENTER et al., 2004; FINOGENOVA et al ., 2005;
RYMOWICZ, et al ., 2008).

A escolha do micro-organismo, o tipo de substrato, as condigdes de crescimento como
temperatura, aeracdo, concentragéo e fontes de carbono e nitrogénio, fosfato, elementos tragos
e pH sdo fatores que influenciam diretamente a producgéo de &cido citrico (PAPAGIANNI,
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2004; KARASU-YALCIN et al., 2010). Logo, a otimizacdo destes pardmetros é de
fundamental importancia para avaliar o desempenho da cepa em diferentes condi¢bes de
processo (SOCCOL et al., 2006). O uso de aditivos, cepas mutantes (para aumentar a
producdo de &cido citrico ou melhorar a razdo citrato: isocitrato) e geragdo de linhagens
recombinantes (para aumentar os rendimentos ou aumentar a faixa de substratos utilizados)
também séo alguns dos pardmetros pesquisados na tentativa de aumentar a sintese de &cido
citrico por Y. lipolytica (ZINJARDE, 2014).

Como j& mencionado anteriormente, a desvantagem do uso de cepas de Y. lipolytica na
producdo comercial de 4cido citrico € a produgdo simultanea de éacido isocitrico, o qual € um
metabolito indesejado no processo. Portanto, pesquisadores estdo buscando solucbes para
minimizar ou erradicar a producéo deste composto. A maximizacgéo de &cido citrico pode ser
alcancada atraves da otimizacdo das condigdes de meio de cultivo e operacionais, otimizando
a cinética de crescimento celular e de producdo de &cido citrico e estudando as vias
bioquimicas envolvidas na regulacdo da producdo dos &acidos citrico e isocitrico por Y.
lipolytica.

Influéncia da fonte de carbono na producéo de &cido citrico por Y. lipolytica:

Células de Y. lipolytica séo capazes de sintetizar &cido citrico a partir de varias fontes
de carbono como alcanos, glicose, etanol, 6leos vegetais, glicerol (CROLLA e KENNEDY,
2004; VENTER et al., 2004; FINOGENOVA et al., 2005; RYMOWICZ et al., 2008), frutose,
glicerol bruto (ARZUMANOV et al., 2000; PAPANIKOLAOU et al., 2008) e &guas residuais
da producéo de azeite (SARRIS et al., 2011).

Um processo de producéo de &cido citrico a partir de 6leo de colza foi introduzido pela
companhia Archer Daniels Midland (Decatur, 11l., USA) (BARTH et al., 2003; FICKERS et
al., 2005). Stottmeister et al. (1982) e Kruse et al. (2004) obtiveram uma producéo de até 250
g/L de &cido citrico pelo processo de fermentacdo em batelada alimentada utilizando 20% de
alcanos ou 6leo de girassol como fonte de carbono e utilizando Y. lipolytica. O rendimento da
producdo de &cido citrico por Y. lipolytica (NRRL Y-1095) em glicose variou de 0,38-0,77
g/g, dependendo da concentracéo de biomassa e de nitrogénio utilizada (NH,Cl e extrato de
Iévedo) (RANE e SIMS, 1996).

Altas concentrag@es finais de &cido citrico entre 105,4 g/L e 116,8 g/L foram obtidas
por Arzumanov et al. (2000) em batelada e em bateladas sucessivas utilizando Y. lipolytica e
etanol como substrato e 120 g/L de éacido citrico foram produzidas usando etanol por
Kamzolova et al. (2003). Kamzolova et al. (2005) produziram cerca de 135 g/L de &cido
citrico com a cepa Y. lipolytica 187/1 a partir de 6leo vegetal como matéria-prima. Neste caso,
quantidades significativas de lipase extracelular foram produzidas simultaneamente.

Em um meio de cultivo contendo 200 g/L de glicerol bruto, foi possivel produzir 0,69
g de &cido citrico/g de glicerol consumido utilizando a cepa mutante Y. lipolytica Wratislavia
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AWGY7. O rendimento em &cido citrico obtido para a cepa Y. lipolytica Wratislavia K1 foi
menor e igual a 0,45g/g, que também produziu eritritol em rendimento elevado. Logo,
reduzindo a produgéo de &cido citrico (RYWINSKA et al., 2009).

As condicdes para obtencdo méxima de éacido citrico por Y. lipolytica, utilizando
petr6leo como matéria-prima, foram estudadas e o rendimento do processo foi influenciado
pelo método de alimentacdo do hidrocarboneto, pela concentracdo de componentes minerais,
pela aeracdo (pO,) e pH do meio. Os estudos permitiram desenvolver um método para a
producdo de citratos (misturas de citrato de sddio e isocitrato de sddio) e a sua concentracdo
total foi de 102 g/L (rendimento de 142% do hidrocarboneto introduzido) (FINOGENOVA,
1982).

Influéncia da fonte de nitrogénio na producéo de 4cido citrico por Y. lipolytica:
A producdo de &cido citrico € influenciada pela natureza e concentracdo da fonte de

nitrogénio utilizada no meio de cultivo, sendo uréia e sais de aménio as fontes mais utilizadas.
As fontes de nitrogénio organica e inérganica mais utilizadas por Y. lipolytica séo extrato de
Iévedo e cloreto de aménio, respectivamente (YALCIN et al., 2010).

De acordo com Papanikolaou e Aggelis (2009), a producdo de &cido citrico ocorre
principalmente quando a concentracdo de nitrogénio no meio de cultura torna-se limitada. A
limitac&o de nitrogénio provoca diminuicdo rapida na concentracdo de AMP (monofosfato de
adenosina), um regulador da enzima aloestérica NAD" (nicotinamida adenina dinucleotideo)
isocitrato-desidrogenase. Esta enzima catalisa a reagdo de transformacdo de acido isocitrico
em &cido alfa-cetoglutarico. Como conseqliéncia, o acimulo de acido citrico na mitocondria
da célula, ao atingir um nivel critico, é secretado no citosol.

Karasu-Yalcin et al. (2010) utilizaram NH;Cl como fonte de nitrogénio e as
concentragdes testadas variaram de 0 a 6 g/L. A méaxima producdo e produtividade de 4cido
citrico foram obtidas com 2 g/L de NH,CI para as duas cepas estudadas: Y. lipolytica NBRC
1658 e Y. lipolytica 57. A diminuicdo da producdo de &cido citrico foi observada
especialmente para Y. lipolytica NBRC 1658 em concentragdes de NH,Cl acima da
concentragdo ideal.

Imandi et al. (2007) investigaram a producdo de acido citrico por Y. lipolytica a partir
de glicerol bruto usando extrato de lévedo como fonte de nitrogénio com uma concentragéo
6tima em 0,2682 g/L.

Efeito da temperatura e pH na producéo de &cido citrico por Y. lipolytica:
Sabe-se que a temperatura Otima para o crescimento celular e formagdo do produto

pode ser diferente em alguns processos de fermentagdo. A temperatura ideal para a producdo
de &cido citrico pode mudar em relacdo & cepa utilizada e das condigdes de fermentacéo. A
faixa de temperatura relatada em vérias pesquisas sobre a producdo de &cido citrico por
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leveduras esta entre 22-35°C. Karasu-Yalcin et al. (2010) observaram produgdo de é&cido
citrico por Y. lipolytica NBRC 1658 e Y. lipolyica 57 na temperatura de 35°C, porém os
melhores resultados foram observados a 30°C no mesmo estudo para ambas as cepas. A
maxima concentragdo celular foi obtida a 20°C para as duas linhagens.

O pH do meio de fermentacdo é conhecido como um dos pardmetros mais criticos para
0s processos de producgdo de &cido citrico por leveduras. Relata-se que o pH inicial do meio
de fermentagéo deve ser bem definido e otimizado em relagdo ao micro-organismo, substrato
e técnica de producdo utilizados (YALCIN et al., 2010).

Karasu-Yalcin et al. (2010) estudaram o efeito do pH no crescimento e na producéo de
acido citrico por duas cepas de Yarrowia lipolytica: Y. lipolytica NBRC 1658 e Y. lipolytica
57, utilizando glicose como fonte de carbono. A faixa de pH inicial no meio de cultivo variou
de 4,2 a 8,5. Para ambas as cepas, a concentracdo de acido citrico obtida foi elevada para a
faixa de pH inicial de 5,2-7,0, reduzindo quando o pH inicial utilizado foi pH 8,5. A produgéo
de acido citrico foi prejudicada no meio com o pH inicial de 4,2, sendo mais expressivo para a
cepa Y. lipolytica NBRC 1658. A maxima producédo de &cido citrico obtida por Y. lipolytica
NBRC 1658 foi 30,02 g/L no pH inicial 6,0, reduzindo para 1,21 g/L quando o pH inicial do
meio era 4,2.

A concentragdo de ions hidrogénio exerce efeito sobre as atividades enziméticas da
célula e, consequentemente, influéncia a taxa especifica de crescimento. Quando a
fermentacdo para producéo de &cido citrico ocorre por leveduras, deve-se utilizar valor de pH
inicial superior a 5, pois a concentracdo deste acido decresce em pH inferior a 5 devido ao
direcionamento do metabolismo das células para a formagdo de alguns polialcoois como
eritritol, arabitol e manitol em vez de acido citrico (MATTEY, 1992; ROEHR et al.,1993).

Anastassiadis e Rehm (2005) estudaram o efeito do pH na liberacéo do &cido citrico
por um sistema de transporte ativo especifico presente na membrana de Candida oleophila e
foi verificado que o sistema de transporte era um mecanismo pH-dependente e a méxima
concentracdo de &cido citrico foi obtida em pH 5.

Kamzolova et al. (2008) relataram que a producédo de &cido citrico e a proporgdo de
acido citrico:acido isocitrico dependia do pH do meio. Neste estudo, a cepa selvagem Y.
lipolytica VKM Y-2373 produziu quantidades quase iguais de &cidos citrico e isocitrico no
pH 4,5, enquanto predominantemente acumulou acido isocitrico no pH 6,0, utilizando 6leo de
girassol como fonte de carbono.

Indutores e Inibidores da producéo de acido citrico por Y. lipolytica:

A concentracdo dos elementos tracos, tais como zinco, manganés, ferro, cobre e
magneésio, no meio de cultivo também deve ser controlada, pois afetam a producédo de acido
citrico (SOCCOL et al., 2006).
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Karasu-Yalcin et al. (2010) estudaram o efeito de diferentes elementos tragos na
producdo de &cido citrico por Y. lipolytica NBRC 1658 e Y. lipolytica 57, utilizando glicose
como fonte de carbono. Verificou-se que a producdo de &cido citrico foi inibida para as
concentragdes utilizadas de ferro e cobre, enquanto o crescimento celular foi positivamente
afetado pela adicdo destes minerais. Quando foi usado sal de manganés, um efeito negativo
consideravel sobre a producéo de éacido citrico foi observada especialmente para a cepa
NBRC 1658. A producéo de &cido citrico pelas duas cepas foi afetada negativamente pela
presenca de sulfato de zinco no meio de cultivo, sendo mais evidente para a cepa NBRC
1658. O meio de cultivo utilizado neste estudo continha extrato de I1évedo, que possui todos 0s
micronutrientes necessarios para crescimento, incluindo os ions metais (DYAL e NARINE,
2005). Logo, este componente de meio provavelmente forneceu a quantidade destes ions
necessaria para a producdo de 4cido citrico por estas cepas.

Quando a concentragdo de manganés ultrapassou 2 pug/L, houve diminuigdo de 20% na
producdo de 4cido citrico (KUBICEK, 2001). As concentracdes destes ions dependem da sua
proporcdo em relagdo a outros nutrientes, especialmente fosfato. A presenga do ion ferro é
essencial, pois ativa a producdo de acetil-CoA, um precursor do &cido citrico. Porém o
excesso de ferro ativa a enzima aconitase, que catalisa a isomerizacdo do citrato a isocitrato,
portanto reduzindo a produgéo de acido citrico (CROLLA e KENNEDY, 2001).

Finogenova et al. (2002) descreveram que o principal fator determinante da producdo
de &cido citrico em Y. lipolytica foi a limitacdo do crescimento celular por nitrogénio,
enquanto a limitagdo em zinco ou ferro resultou em um insignificante crescimento celular sem
a producédo de 4cido citrico. Adicionando zinco ao meio, aumentou-se a produgdo de &cido
citrico. No mesmo estudo, também foi referido que a produgdo de &cido citrico por Y.
lipolytica cultivada em etanol e em condi¢fes de limitagdo de crescimento celular por
deficiéncia de nitrogénio no meio necessitou de elevadas quantidades de ferro intracelulares
na gama de 0,2-2,5 mg/g. Em um teor de ferro intracelular de 7,0 mg/g, a producao de acido
citrico foi completamente inibida.

Nos ultimos anos, varios grupos de pesquisa tentaram alterar o meio de crescimento da
cepa Y. lipolytica a fim de aumentar a producgdo de &cido citrico (VENTER et al., 2004).
Através da adicao de acetato de sddio na proporcéo de 1 para 3 em relacdo & massa de 6leo de
girassol, sendo esta a fonte de carbono utilizada, foi possivel aumentar a proporcéo de 4cido
citrico:acido isocitrico significativamente de 1,7:1 na auséncia de acetato para 3,7:1 na
presenca de acetato ap0s 240 h de crescimento de Yarrowia lipolytica UOFS Y-1701
(VENTER et al., 2004).

Akiyama et al. (1973) estudaram a producgdo de &cido citrico e isocitrico por cepas
selvagens de Y. lipolytica e verificaram que esta levedura secreta uma mistura dos dois &cidos
com rendimento total de 130% em relag&o ao consumo de n-parafina, utilizado como fonte de
carbono, e uma razdo de 60:40 (4cido citrico:&cido isocitrico) quando foi testada a cepa Y.
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lipolytica ATCC 20114. Suplementando o meio de cultivo desta cepa com
monofluoroacetato, este composto foi transformado em monofluorocitrato, que inibiu
competitivamente a enzima aconitase, aumentando a proporcdo entre os &cidos citrico e
isocitrico para 85:15. Os pesquisadores isolaram uma cepa mutante incapaz de utilizar citrato
como fonte de carbono, que passou por processo de mutagénese para se tornar uma cepa
sensivel ao composto fluoracetato com o objetivo de torna-la uma estirpe com baixa atividade
para a enzima aconitase e o resultado obtido foi aumento de 145% do rendimento em relacéo
ao substrato e aumento na raz&o entre 0s acidos citrico e isocitrico para 97:3.

Surfactantes quimicos, como Triton X-100, afetam a permeabilidade das células de
levedura e a producgdo de é&cido citrico. Em Y. lipolytica DSM 3286 e M7 permeabilizadas
com o surfactante, a formacdo de acido citrico aumentou 1,4 a 1,8 vezes (MIRBAGHERI et
al., 2011). As concentracdes finais variaram entre 75 e 85 g/L (0,80-0,84 g/g em termos de
rendimento de conversdo). Concluiu-se que o Triton X-100 pode ser utilizado para aumentar a
eficiéncia da producéo de &cido citrico por cepas de Y. lipolytica.

Influencia de oxigénio na producéo de acido citrico por Y. lipolytica:

O efeito da pressdo parcial de oxigénio (pO,) foi testado na producéo de &cido citrico
por Y. lipolytica Y1095 em batelada utilizando glicose como fonte de carbono e o aumento de
pO, de 20% para 80% de saturacdo durante a fase ativa de producéo de &cido citrico resultou
em um aumento tanto na taxa especifica de sintese de cido citrico (de 17 para 29 mg de 4cido
citrico (g célula h)™) quanto na produtividade volumétrica (de 520 para 900 mg 4cido citrico
(L.h)™"), enquanto que o rendimento de &cido citrico ndo foi afetado pela pO, (RANE e SIMS,
1994).

Finogenova et al. (1991) relataram que, reduzindo a pO, de 90-95% para 28-30% de
saturacdo, o metabolismo de Y. lipolytica 704, um produtor de &cido isocitrico, foi alterado.
Em valores elevados de pO, (60-95% de saturagdo), a levedura apresentou maxima taxa
especifica de crescimento celular e de rendimento do &cido isocitrico, enquanto em pO, de 28-
30% de saturacdo, a taxa especifica de crescimento de células reduziu a metade e néo foi
observado acimulo do &cido.

O efeito da concentragdo de oxigénio dissolvido no crescimento de uma cepa de Y.
lipolytica, em meio de cultivo contendo etanol, foi observado por Kamzolova et al. (2003),
que detectaram um aumento de 2,8 para 6,9 g/L na concentragdo celular e de 0 para 18,2 g/L
de &cido citrico com o aumento de pO; de 5% a 60% de saturacdo de oxigénio dissolvido e
em baixa concentracdo de ferro (0,7 mg/mL). Contudo, quando a concentragdo de ferro foi
aumentada no meio de cultivo para 3,5 mg/mL, a pO, variando de 5 a 60% de saturagdo néo
mostrou efeito na biomassa e na producéo de acido citrico apenas até 20% de saturagdo. A
méaxima producdo de acido citrico foi alcancada no meio rico com ferro (3,5 mg/L) e em 20%
de saturagdo de oxigénio.
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Kamzolova et al. (2003) avaliaram também as atividades das enzimas do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (TCA) e do ciclo glioxilato de Y. lipolytica em func¢do da concentracéo
de pO; e em condigdes de baixa (0,7 mg/L) e alta (3,5 mg/L) concentragdes de ferro. Em pO,
de 5% de saturagdo e uma baixa concentragdo de ferro, a atividade da citrato sintase (uma
enzima-chave do ciclo de Krebs) foi 70% da atividade obtida na maior concentracdo de ferro
usada. A atividade da aconitase hidratase (AH) sob essas condi¢des também foi muito baixa
(0,02 U/mg de proteina). Sob condicBes de baixa concentragdo de ferro, um aumento de pO,
de 5% a 60% aumentou 5 vezes a atividade de AH e aumentando a concentragéo de ferro de
0,7 para 3,5 mg/L (maior concentragcdo usada), em baixa pO, (5%), a atividade de AH
aumentou 9 vezes, sugerindo que o ferro é um fator limitante da atividade da enzima ferro-
dependente, AH. Neste estudo foi verificado que em baixo pO, e em baixa concentragdo de
ferro (0,7 mg/L) as atividades das enzimas envolvidas no ciclo do glioxilato que ressistetizam
0 oxoalacetato foram substancialmente reduzidas: isocitrato liase reduziu 4-8 vezes e malato
sintase reduziu 3-5 vezes. Kamzolova et al. (2003) citam eu seu artigo que ha evidéncias na
literatura de que uma diminuicdo em pO, inibe a isocitrato liase (ICL), prejudicando o
mecanismo de ressintese de oxaloacetato pelo ciclo glioxilato. Estes resultados evidenciam
que as concentragdes de ferro e de oxigénio tém um forte efeito sobre as atividades de
enzimas envolvidas na sintese de acido citrico.

Utilizac8o de cepas mutantes ou recombinantes na producéo de 4cido citrico porY.
lipolytica:

Finogenova e Glazunova (1982) produziram mutantes capazes de sintetizar apenas um
dos acidos, &cido citrico ou isocitrico. A cepa utilizada para mutacéo foi Candida (Yarrowia)
lipolytica 704, obtendo a cepa mutante N1(produtora de &cido citrico) e a cepa mutante N2
(produtora de &cido isocitrico). A comparacéo fisioldgica e bioquimica destes mutantes com a
cepa selvagem permitiu um entendimento sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos na
sintese de cada acido.

Posteriormente, Lozinov et al. (1982) desenvolveu uma tecnologia de producéo de
acido citrico e citrato de sodio utilizando a cepa mutante N1 obtida por Finogenova e
Glazunova (1982) em meio com vaselina como fonte de carbono. A concentragdo de acido
citrico obtida foi de 217 g/L (rendimento 145%). O sal foi utilizado como um aditivo para
detergentes liquidos produzidos na fabrica Spodriba (Latvia).

Uma tecnologia de producédo de acido isocitrico foi desenvolvida conjuntamente pelo
Departamento de Bioenergética do Instituto de Bioquimica e Fisiologia de Micro-organismos
(IBPM, Rdssia) e pela Fabrica Experimental de Producdo de Preparagbes de bioquimicos
(EFPBP; Riga, Latvia), que utilizou uma cepa selvagem Y. lipolytica utilizando alcano como
fonte de carbono. O conhecimento das caracteristicas fisiologicas e bioquimicas da
biossintese permitiu suprimir a sintese de acido citrico usando inibidores do ciclo do
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glioxilato, obtendo uma maior producéo de &cido isocitrico (ILLARIONOVA et al., 1983,
apud FINOGENOVA et al., 2005). Uma linha de producéo industrial de isocitrato de
monopotassio foi criada em EFPBP (ROMANOVA et al., 2000, apud FINOGENOVA et al.,
2005). O produto foi fornecido para varios locais na Unido Soviética e no exterior.

Algumas estirpes recombinantes estdo sendo geradas para a produgdo de &cido citrico.
Yarrowia lipolytica recombinante 87 (com gene que codifica a enzima exo-inulinase)
produziu 68,9 g/L de &cido citrico e 4,1 g/L de &cido isocitrico em 312 h de fermentagdo
utilizando inulina como fonte de carbono (LIU et al., 2010). Esta cepa foi novamente
submetida a técnica de engenharia genética e, quando o gene ATP-citrato liase (acll) foi
deletado e o nimero de cOpias do gene isocitrato liase (icll) foi aumentado, os conteldos
lipidico e de &cido isocitrico foram bastante reduzidos e a produgdo de &cido citrico aumentou
consideravelmente. Verificou-se também que a expressdo do gene acll e a atividade da
enzima ATP-citrato liase diminuiram e a expressdo do gene icll e a atividade da enzima
isocitrato liase foram promovidas. A producgdo obtida neste estudo foi de 84 g/L de &cido
citrico, 1,8% de acido isocitrico em 214 h de fermentacdo. No final do processo, havia apenas
0,36% de acUcar redutor e 1% de agUcar total no meio fermentado, sugerindo que 89,6% do
acucar total foram utilizados para a producéo de acido citrico e crescimento celular. Os dois
estudos foram realizados sob as mesmas condicdes (LIU et al., 2013).

Alguns residuos agricolas estdo sendo utilizados como substratos alternativos a
producdo de &cido citrico. Wang et al. (2013) propuseram o uso de extrato de alcachofra de
Jerusalém e a cepa geneticamente modificada Y. lipolytica 30 [inulinase recombinante, com
supressdo do gene acll que codifica a enzima citrato liase (ACL) e com aumento da copia do
gene icll que codifica a enzima isocitrato liase (ICL)] utilizada no estudo de Liu et al. (2013).

Devido o meio deficiente em fdsforo favorecer a producdo de &cido citrico por A.
niger, o ion magneésio ser necessario para o crescimento celular e formacdo de &cido citrico
por A.niger e a fonte e 0 meio deficiente em nitrogénio favorecer a producdo de &cido citrico
(SANCHEZ-RIERA, 2010), Wang et al. (2013) realizaram a suplementagcdo do extrato de
alcachofra de Jerusalém com diferentes concentracdes de sulfato de aménio, fosfato de
potdssio monobésico, magnesio e vitamina B1 na producdo de &cido citrico e os resultados
mostraram que 0s componentes presentes naturalmente no extrato sem adi¢do de quaisquer
outros componentes eram apropriados para a producéo de &cido citrico com a estirpe de
levedura estudada. A concentragdo inicial de aglcar total presente no extrato também foi
avaliada e o melhor resultado foi obtido em 84,3 g/L de agUcares totais. A maxima produgéo
de &cido citrico foi de 68,3 g/L e o rendimento foi de 0,91 g/g em 336 h nas melhores
condicdes de processo obtidas neste presente estudo.

Forster et al. (2007) utilizaram uma cepa recombinante de Y. lipolytica para produzir
acido citrico em sacarose, inserindo o gene ScCSUC2 de S. cerevisiae que expressa invertase.
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A expressdo de invertase foi aumentada em pH 6,0 e resultou na produgéo de 127-140 g/L de
acido citrico e rendimento de 0,75-0,82 g/g.

2.3.1.2 Produgéo de Acido Citrico por Yarrowia lipolytica Utilizando Glicerol como
Substrato

A alta demanda de energia no mundo industrializado e no setor doméstico, bem como
0s problemas de polui¢do causados devido ao vasto uso de combustiveis, tém resultado em
uma crescente necessidade de desenvolver fontes de energias renovaveis sem limites de
duracdo e de menor impacto ambiental que os meios tradicionais existentes, estimulando,
assim, a busca de fontes alternativas para producéo de combustiveis (GERIS et al., 2007).

Como exemplo, tem-se o biodiesel, cuja utilizagdo permite reduzir as emissdes de
monoxido de carbono, comparados a combustiveis derivados do petréleo. E produzido a partir
de 6leos vegetais e gorduras animais, através da reacéo de transesterificacdo com o etanol ou
metanol catalisada por hidroxido de sodio ou hidréxido de potassio e durante esta reacdo para
cada 10 kg de biodiesel produzido 1 kg de glicerol se torna disponivel (MEESTERS et al.,
1996; THOMPSON et al., 2005; JOHNSON e TACONI, 2007), constituindo o principal
subproduto do processo de produgdo de biodiesel por transesterificacdo. Este composto é
obtido sob a forma bruta, cujo valor € muito baixo devido a presenca de diversas impurezas
(THOMPSON et al., 2005).

O glicerol bruto contém diferentes niveis de vérios contaminantes como sabdes
alcalinos, metanol, hidréxidos, ésteres metilicos, microelementos (ferro, magnésio, calcio,
zinco), nitrogénio, fosforo e 4gua (TERPEN, 2005). Dependendo do catalisador utilizado para
a reacdo do biodiesel, o glicerol bruto pode conter 6-8% de sais inorganicos. Varios métodos,
tais como evaporacdo do &lcool, remocdo de produtos saponificados, neutralizacéo,
concentragdo, etc, sdo necessarios para recuperar o glicerol como um subproduto (WILLKE e
VORLOP, 2004). A maior parte de glicerol bruto possui de 60-90% de glicerol w/w, com
quantidades variaveis de outros componentes (adgua, metanol e sais) (THOMPSON e HE,
2004, apud RYWINSKA et al., 2013).

Considerando a necessidade por combustiveis renovaveis e 0 aumento da demanda e
producdo de biodiesel, um excesso de glicerol estd sendo disponibilizado no mundo e a
bioconversdo de glicerol adiciona significativo valor a produtividade do biodiesel pelas
industrias (PAPANIKOLAOU et al., 2002; RYMOWICZ et al., 2006 DA SILVA et al.,
2009).

Glicerol bruto tem sido usado com sucesso como fonte Unica de carbono para a
producdo de alguns produtos de valor agregado por varias bactérias, leveduras, fungos e
microalgas em condicdes aerdbias e anaerdbias. Yarrowia lipolytica tem sido abordada em
diversos estudos realizados em varios centros de pesquisa e nos ultimos anos tem sido
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especialmente relacionada para muitas aplicacdes em meio de cultivo contendo glicerol
(RYWINSKA et al., 2013).

Papanikolaou et al. (2002) investigaram a resposta bioquimica de Yarrowia lipolytica
LGAM S(7)1 crescida nesta matéria-prima em diferentes razdes molares carbono-nitrogénio
para produzir metabolitos de grande valor industrial. O principal acido orgénico produzido foi
acido citrico, que em meio tamponado teve sua produ¢do aumentada. Outros acidos organicos
produzidos em baixas quantidades foram isocitrico, acético e a-cetoglutarico. O crescimento
de Y. lipolytica foi conduzido em shaker com meio de cultivo contendo razdes molares (C/N)
de 98 ou 147 e a concentracdo de &cido citrico obtida nestas condi¢des foi 11,9 e 13,7 ¢/L,
respectivamente. A fim de aumentar a producao deste &cido organico, altas concentracdes de
glicerol proveniente da produgdo de biodiesel (80 e 120 g/L) e com altas razées C/N (261 e
388) foram testadas. O resultado foi satisfatdrio uma vez que a concentracdo de &cido citrico
aumentou para 33,6 e 35,1 g/L com rendimento de 0,44 e 0,42 g/g de glicerol consumido,
respectivamente, em tempo de fermentagdo igual a 236 h.

Levinson et al. (2007) examinaram 27 cepas de Y. lipolytica bem como 5 cepas de trés
outras espécies (Aciculoconidium aculeatum, Candida hispaniensis e Candida bentonensis)
na producdo de &cido citrico utilizando glicerol puro como fonte de carbono. As culturas
foram crescidas em condic¢Ges limitantes de nitrogénio. Nenhuma das 5 cepas de outras
espécies produziram &cido citrico, porém todas as cepas de Y. lipolytica foram capazes de
produzir &cido citrico em diferentes concentragdes. A maior produgao foi obtida utilizando Y.
lipolytica NRRL YB-423, atingindo 21,6 g/L de &cido citrico a partir de 40 g/L de glicerol
(54% de rendimento). Utilizando essa cepa, a proporcéo entre 0s acidos citrico e isocitrico foi
11,3:1 enquanto que com as outras cepas de Y. lipolytica a proporgdo foi 2:1 e 6:1 nas
mesmas condicdes de trabalho. O meio de crescimento para a cepa Y. lipolytica NRRL YB-
423 foi otimizado variando a razdo carbono e nitrogénio com o objetivo de aumentar a
proporcéo de &cido citrico e &cido isocitrico e foi concluido que o melhor resultado foi obtido
na razéo C/N entre 343 e 686.

Rymowicz et al. (2006) examinaram a capacidade de biossintese de &cido citrico por 3
cepas mutantes de Yarrowia lipolytica: AWG-7, 1.31 e K-1 utilizando glicerol proveniente da
producéo de biodiesel com o objetivo de selecionar a melhor cepa produtora e comparar 0s
pardmetros cinéticos da biossintese de &cido citrico. Os resultados mostraram que a producéo
de acido citrico por estas leveduras esta relacionada com as condicdes limitantes de nitrogénio
e com excesso de fonte de carbono (200 g/L). A viabilidade celular destas leveduras ndo foi
inibida pelo excesso de substrato, comportamento similar observado usando Y. lipolytica
LGAM S(7)1 (PAPANIKOLAOU et al., 2003). Este comportamento ndo foi observado em
Candida curvata, cujo meio de crescimento com alto valor de glicerol (120 g/L) inibiu seu
crescimento quase completamente (MEESTERS et al., 1996). Foi observado que a produgéo
dos &cidos citrico e isocitrico foi iniciada apds o crescimento exponencial cessar (apos 17 —

24



20 h de cultivo) para as 3 cepas mutantes. A mais alta taxa especifica de producdo de &cido
citrico (0,05 g/g.h) e o maior rendimento de &cido citrico em termos de consumo de glicerol
(0,62 g/g) foram alcangados usando a cepa 1.31, a partir da qual 124,5 g/L de &cido citrico
foram produzidos.

Lazar et al. (2011) estudaram a capacidade da cepa Y. lipolytica A-101-B56-5 (SUC*
clone) em produzir &cido citrico em biorreator, utilizando como substrato sacarose, mistura de
glicose e frutose, glicose ou glicerol de grau técnico. A maior concentracdo de &cido citrico
foi alcancada por glicerol (57,15 g/L) com rendimento (Ypss) de 0,6 g/g.

Da Silva (2010) aperfeicoou com auxilio de planejamento experimental a composicéo
do meio de cultivo para a producdo de &cido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682.
Inicialmente, trabalhou com concentragdes elevadas de glicerol PA (150 a 250 g/L) e, ao
contrério do que era observado na literatura, a melhor concentragéo de &cido citrico foi obtida
reduzindo a concentragdo de glicerol para 30 g/L, estabelecendo uma razdo molar carbono-
nitrogénio (C/N) de 714. Neste caso, a producdo maxima de 4cido citrico obtida foi de 16,49
g/L utilizando glicerol PA como fonte de carbono, sendo o rendimento de &cido citrico em
relacdo a concentracdo inicial de glicerol utilizada igual a 0,55 g/g, e razdo entre &cidos
citrico-isocitrico (Racnsc) igual a 12:1. Foram produzidos 6,75 g/L de &cido citrico utilizando
como fonte de carbono o glicerol bruto oriundo da industria de biodiesel na melhor condicéo
obtida pelo planejamento experimental, mostrando ser um meio de cultura alternativo capaz
de suportar o crescimento desta cepa de Y. lipolytica e a biossintese do éacido citrico.

Em outro estudo, Da Silva et al. (2011) aperfeicoaram a producéo de &cido citrico a
partir de glicerol bruto, utilizando a concentracéo de 45 g/L de glicerol e 0,1 g/L de extrato de
Iévedo, obteve 9,22 g/L de &cido citrico, 0,41 g de &cido citrico/g de glicerol consumido e 0,1
g/L.h de produtividade volumétrica de &cido citrico.

2.3.1.3 Mecanismo de Obtencéo de Acido Citrico por Yarrowia lipolytica

Morgunov et al. (2004) investigaram o mecanismo de acimulo de &cido citrico pela
levedura Y. lipolytica cultivada na presenca de glicose e deficiéncia de nitrogénio. A limitag&o
do crescimento da levedura pela fonte de nitrogénio diminuiu o conteldo total de
nucleotideos e aumentou as razdes de ATP/AMP e NADH/NAD®. A enzima isocitrato
desidrogenase NAD"-dependente, uma enzima que tem um papel importante no ciclo do acido
tricarboxilico, foi isolada de células de Y. lipolytica e o efeito de alguns intermediarios do
ciclo do &cido tricarboxilico na atividade dessa enzima sugere que o aumento da secrecéo de
acido citrico pode ser causado pela inibicdo desta enzima devido a reducdo do contetdo de
AMP e aumento da razdo NADH/NAD" nas células em limitagdo de nitrogénio.

E de conhecimento que o catabolismo de glicerol por leveduras estritamente aerébias
ocorre somente via glicolise Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP). A via glicerol kinase é
responsavel pela degradacdo do glicerol. A via catabdlica de glicerol inclui fosforilacdo por
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glicerol kinase e uma subsequente oxidacdo por flavina adenina dinucleotideo (FAD)-
dependente glicerol 3-fosfato desidrogenase(G-3-P-DH), localizada na superficie externa da
membrana mitocondrial. A dihidroxiacetona 3-fosfato formada inicia a via glicolitica
(RYMOWICZ et al., 2008).

Makri et al. (2010) analisaram a atividade metabdlica de Yarrowia lipolytica ACA-DC
50109 cultivada em glicerol comercial em batelada alimentada para obtencdo de &cido citrico
e através da andlise das atividades enzimaticas, observaram que o glicerol foi assimilado
somente pela via da fosforilagdo, em que as enzimas glicerol quinase e NAD"-G-3-P-DH se
fazem presentes, conforme é mostrado na Figura 2.2, uma vez que ndo foi detectada atividade
para as enzimas envolvidas na via oxidativa: glicerol desidrogenase (G-DH) e glicerol 3-
fosfato desidrogenase FAD" dependente (FAD*-G-3-P DH).

Durante a fase de producdo de &cido citrico, a deplecdo de nitrogénio provoca um
rapido decréscimo na concentragdo de AMP intracelular, devido a sua clivagem pela enzima
AMP-desaminase. Com isto, a enzima isocitrato desidrogenase NAD'-dependente (NAD*-
ICDH), enzima responsavel por catalisar a descarboxilacdo oxidativa do &cido isocitrico em
acido a-cetoglutarico, perde a atividade, visto que a mesma é ativada alostericamente por
AMP intracelular, com subsequente acimulo de &cido citrico no interior da mitocondria.
Quando a concentracdo de acido citrico alcanga um valor critico, o &cido citrico é secretado
para o citosol. Durante a fase lipogénica, o cido citrico do citosol € clivado por ATP-citrato
liase (enzima chave do processo de acumulo de lipideos) a oxaloacetato e acetil-CoA,
precursor para biossintese de acidos graxos por micro-organismos oleaginosos (RATLEDGE
e WYNN, 2002).

Durante a transicdo da fase lipogénica para a fase de producdo de acido citrico
quantidades significativas de glicerol foram convertidas em 4cido citrico simultaneamente a
fase de degradacéo de lipideos (Lipid Turnover). Nessa fase é observada a transformacéo dos
acidos graxos gerados na fase lipogénica em acetil-CoA, que entra na matriz mitocondrial e
participa do ciclo de Krebs e, consequentemente, da produgdo de &cido citrico. O
direcionamento dos triacilglicerideos para o ciclo de Krebs é decorrente da baixa atividade da
enzima glicerol quinase. As mudancas metabdlicas foram atribuidas aos niveis das atividades
glicerol quinase e NAD*-ICDH (MAKRI et al., 2010).

A Figura 2.2 ilustra a biossintese de &cido citrico e lipideo intracelular por Y. lipolytica
quando a levedura é cultivada em meio contendo glicerol e nitrogénio limitante.
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Holz et al. (2009) avaliaram a influéncia da atividade da enzima aconitase na produgéo
de &cido citrico e acido isocitrico e a razdo estabelecida entre estes acidos (Racnsc). Nesse
estudo foram testadas a cepa nativa Y. lipolytica H222 e as cepas mutantes Y. lipolytica H222-
S4(p671CL1) T5 (modificada com o gene que codifica a enzima isocitrato liase) e H222-
S4(p67ACO1) T1 (modificada geneticamente com o gene que codifica a enzima aconitase).
Foram utilizados como substrato glicose, sacarose, glicerol e Oleo de girassol. Foi
demonstrado nesse estudo que, atraves do aumento da atividade da enzima aconitase devido a
insercdo do gene ACOL na levedura, houve alteracdo significativa na razo entre os &cidos
citrico e isocitrico (Racnsc) quando o substrato utilizado foi dleo de girassol. A producéo de
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acido isocitrico para a cepa nativa variou entre 35 e 49% do total de &cido produzido (4cido
citrico somado com &cido isocitrico) e para a cepa H222-S4(p67ACO1) T1 variou de 66 a
71%. No entanto, em glicose, sacarose e glicerol como fontes de carbono, a formacdo de
acido isocitrico foi apenas moderado com um aumento de 8 a 12% para 13 a 17%, quando se
utilizou a cepa mutante H222-S4(p67ACO1) T1. Estes resultados mostraram que a Rac/isc por
Y. lipolytica é dependente da fonte de carbono utilizada e que a alta atividade da aconitase
promoveu maior aumento na producdo de &cido isocitrico quando se utilizou éleo de girassol
como substrato. Ao contrario destes resultados, utilizando a cepa Y. lipolytica H222-
S4(p67ICL1) T5 houve reducdo significativa da producéo de acido isocitrico para 3 a 7% em
todos os substratos testados, evidenciando que a a alta atividade da enzima isocitrato liase
favorece a produgdo do 4&cido citrico. Os niveis de expressdo das enzimas aconitase e
isocitrato liase parecem ter uma forte influéncia sobre a Racnsc, em diferentes fontes de
carbono, incluindo 6leos vegetais, hexoses e glicerol. Portanto, merecem bastante atencdo na
tentativa de desvendar o mecanismo de acimulo de &cido citrico por Y. lipolytica.

Estudos demonstram que a enzima citrato sintase pode desempenhar um papel
importante na producgdo de acido citrico (PAPAGIANNI, 2007). Kamzolova et al. (2008)
verificaram um aumento da atividade da enzima citrato sintase em 30% e uma diminuig¢éo das
atividades da aconitase hidratase e NAD-isocitrato desidrogenase na fase de biossintese de
acido citrico em relagéo a fase de crescimento da cepa mutante Y. lipolytica N 15 (identificada
como mutante incapaz de utilizagdo de citrato). Uma elevada atividade da citrato sintase e
baixa atividade de outras enzimas do ciclo do acido citrico, incluindo aconitase hidratase e
NAD-isocitrato desidrogenase, sdo necessérias para a producéo elevada de acido citrico visto
que o acido citrico formado no ciclo do &acido citrico pode ser presumivelmente excretado da
célula de levedura em vez de ser metabolizado através do ciclo (LIU et al., 2013).

2.4 Analise do Proteoma Mitocondrial

As mitocdndrias sdo organelas citoplasméticas presentes em células eucarioticas e sdo
formadas por estruturas complexas, com duas membranas altamente especializadas, uma
externa e outra interna. Possuem o espago intermembranal e o espaco interno da matriz onde
estdo presentes 0 DNA mitocondrial, os ribossomos mitocondriais, os RNAs e varias enzimas.
Essas organelas tém funcdes essenciais nas células eucarioticas como: a producédo de energia
(ATP) para as atividades do organismo, atuagdo na morte celular por apoptose, produgéo de
calor e contribuicdo genética a partir do DNA mitocondrial. A grande transformacéo de
energia e o consumo de oxigénio das células eucaridticas sdo possiveis através desta
importante organela (Figura 2.3) (ALBERTS et al., 2004).
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Figura 2.3 — Vias metabolicas que ocorrem na organela mitocondria em células eucariéticas

As mitocondrias de mamiferos, plantas e muitas espécies de leveduras possuem quatro
complexos respiratorios ligados a sua membrana interna. Estes complexos participam da
transferéncia de elétrons para o oxigénio, e, portanto, sdo considerados os componentes
cléssicos da cadeia respiratoria. Estes sdo: NADH: ubiquinona oxido-redutase (complexo 1),
succinato: ubiquinona oxido-redutase (complexo II), ubiquinol: citocromo c oxido-redutase
(complexo 1) e citocromo ¢ oxidase (complexo 1V). A cadeia respiratéria gera um gradiente
de protons utilizado pela F1FO-ATP sintase (complexo V) para sintetizar ATP (HATEFI,
1985; NICHOLLS e FERGUSON, 2002, apud GUERRERO-CASTILLO et al., 2009).

O ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) ocorre na matriz mitocondrial e uma grande
quantidade de trabalho tem se concentrado nesse ciclo para explicar o acimulo de &cido
citrico. Pesquisadores tém afirmado que a inativacdo de uma enzima que degrada o citrato,
por exemplo, a aconitase ou a isocitrato desidrogenase, é essencial para ao acimulo de acido
citrico. No entanto, a presenca de um conjunto completo de enzimas dos ciclos do &cido
citrico e do glioxilato durante a fermentagdo do &cido citrico tem sido demonstrada
(FINOGENOVA, et al., 2002; PAPAGIANNI 2007).

Um estudo comparativo entre as enzimas do ciclo dos écidos tricarboxilicos (TCA) e o
ciclo do glioxilato na cepa mutante Yarrowia lipolytica Nlcapaz de produzir &cido o-
cetoglutarico (KGA) e &cido citrico mostrou que quase todas as enzimas do ciclo do TCA séo
mais ativas em condi¢des que promovem a produgdo de KGA. A Unica excecdo foi citrato
sintase, cuja atividade foi maior em células de levedura que produzem 4cido citrico. A
producdo de ambos os &cidos foi acompanhada pela supressdo das enzimas do ciclo do
glioxilato. As atividades de malato desidrogenase, aconitase, isocitrato desidrogenase NADP
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dependente e fumarase foram maiores nas células produtoras KGA do que nas células que
produziram acido citrico (IL’CHENKO et al., 2002).

Baseado nos estudos realizados e citados ao longo deste texto, que evidenciam a
grande influéncia das enzimas pertencentes aos ciclos de Krebs e do glioxilato na producéo de
acido citrico, o estudo do proteoma da mitocondria da levedura Y. lipolytica faz-se necessario
para identificar o nivel de expressao destas enzimas, verificando assim a respectiva influéncia
no acimulo de &cido citrico.

Para identificar as enzimas pertencentes ao ciclo de Krebs e do ciclo do glioxilato, as
Figuras 2.4 e 2.5 descrevem cada reagdo com as respectivas enzimas pertencente a cada ciclo,
onde se observa a participagdo das enzimas citrato sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase
NAD"- dependente, a-cetoglutarato desidrogenase, succinato sintetase (tiolase), succinato
desidrogenase, fumarase, malato desidrogenase, isocitrato liase e malato sintase.
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Figura 2.4- Ciclo de Krebs (adaptado de BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2010, p.511).
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Figura 2.5. Ciclo do Glioxilato (NELSON e COX, 2002, p. 457, terceira parte).

2.4.1 Estudo Proteébmico

O proteoma € o conjunto de proteinas expressas em um genoma ou tecido quando uma
célula esté sujeita a certo estimulo. Enquanto o genoma representa a soma de todos os genes
de um individuo, o proteoma ndo é uma caracteristica fixa de um organismo e é alterado com
0 estado de desenvolvimento da célula ou mesmo sob as condi¢bes nas quais o individuo se
encontra (WILKINS et al., 1996; WILKINS et al., 1997; CIERO e BELLATO, 2002;
SPEICHER, 2004). Além disso, pode ser vista como uma metodologia de selecdo da biologia
molecular, a qual tem como objetivo documentar a distribuicdo geral de proteinas da célula,
identificar e caracterizar proteinas individuais de interesse e principalmente elucidar as suas
associagoes e fungdes (KOLKMAN et al., 2005).

Sendo assim, a protedmica fundamenta-se em principios bioguimicos, biofisicos e de
bioinforméatica para quantificar e identificar as proteinas expressas, pois elas se alteram
conforme o desenvolvimento de um organismo assim como em resposta aos fatores do
ambiente (WILKINS et al., 1996; WILKINS et al., 1997; CIERO e BELLATO, 2002).
Portanto, protedmica é o método direto para identificar, quantificar e estudar as modificacbes
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pos-traducionais das proteinas em uma célula, tecido ou mesmo organismos (CIERO e
BELLATO, 2002).

A combinacdo da genética e de dados de uma grande variedade de omics
(transcriptoma, proteoma, metaboloma) pode potencialmente conduzir a completa
compreensdo da biologia de um sistema ao nivel molecular, sendo definida como biologia de
sistemas (KOLKMAN et al., 2005).

2.4.2 Aplicacéo do estudo protedbmico

O estudo protedmico esta sendo utilizado em diversas areas de interesse. Na area da
salde, esta sendo aplicado na investigacdo de marcadores moleculares em determinadas
doengas indicando a resposta da célula ou tecido a estresses externos. Atraves da analise
protedmica, pode-se fazer uma comparagdo do perfil protéico de uma célula cancerosa com
uma célula sadia, ou de uma célula cancerosa cujo portador estd sob tratamento médico.
Outras pesquisas na area da saude ja foram ou estdo sendo conduzidas como o proteoma do
figado, do rim e de diferentes organismos, como Mycobacterium tuberculosis (agente
causador da tuberculose), Plasmodium falciparum (agente causador da maléria) e
Helycobacter pylori (agente causador da ulcera e gastrite) (CIERO e BELLATO, 2002).

Na é&rea agrondmica, arroz, trigo, cana-de-agucar, eucalipto entre outras espécies estéo
sendo abordados no estudo protedmico. Micro-organismos causadores de impacto econémico
na agricultura como Rhizobium spp, que é o organismo responsavel pela fixa¢do de nitrogénio
atmosférico as leguminosas e Xanthomonas spp, responsavel por doengas em citrinos e
feijoeiros, estdo sendo incluidos no estudo protedmico (CIERO e BELLATO, 2002).

Sickmann et al. (2003) realizaram um estudo para determinar o proteoma mitocondrial
da levedura Saccharomyces cerevisiae com o propésito de estas proteinas servirem como
caminho para elucidar doencas relacionadas a mitocondria. As proteinas foram separadas por
varios métodos independentes e analisadas no espectrofotdmetro de massas tandem MS. 750
proteinas diferentes foram identificadas, indicando um envolvimento da mitocondria em
varios processos celulares. Todos os componentes conhecidos da via fosforilagdo oxidativa,
do ciclo do acido tricarboxilico, e as proteinas codificadas da mitocéndria foram encontrados.
Com base nas proteinas mitocondriais descritas na literatura, calculou-se que as proteinas
identificadas neste estudo representam 90% de todas as proteinas mitocondriais. A fungdo de
um quarto das proteinas identificadas ainda é desconhecida. Os autores explicam que o
proteoma mitocondrial desta levedura pode fornecer uma base de dados importante para a
analise de funcBes associadas & mitocdndria, podendo servir de base para a identificacdo das
doencas mitocondriais.

Kolkman et al. (2006) compararam a resposta de Saccharomyces cerevisiae cultivada
em quimiostato em condigdo de limitagdo por fonte de carbono (glicose) ou por fonte de
nitrogénio (sulfato de amonio) ao nivel de proteoma. Um total de 928 proteinas foi
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identificado, e seus respectivos pontos isoelétricos, pesos moleculares e localizagdes
subcelulares. Em resposta a limitacdo por glicose, 51 proteinas foram super-reguladas e em
resposta a limitagdo por sulfato de amdnio, 51 proteinas foram super-reguladas. Sob limitac&o
de glicose, as proteinas do ciclo do &cido citrico (Mdh3p, Idp2p) e envolvidas na fosforilagéo
oxidativa (CYClp) foram superexpressas. Os genes envolvidos na via -oxidacdo de 4cidos
graxos foram regulados positivamente em condigdo escassa de glicose. As proteinas
envolvidas na fosforilagdo da glicose (Tpilp, Tdh2p, Gpmlp, Pdclp, Pdc5p) foram super-
reguladas quando o nitrogénio foi o nutriente limitante. O nivel de expressdo das enzimas
envolvidas na utilizacdo de fontes alternativas de carbono, como ADH2, ACS1 ou MLS1
relacionadas a degradacdo de compostos como etanol e acetato e SUC2 e CYB2 para a
degradacéo de sacarose e lactato, respectivamente, foi reduzido sob limitagdo de nitrogénio
isto €, em excesso de glicose.

Morin et al. (2007) compararam o metabolismo de Y. lipolytica, quando cultivada em
glicose ou N-acetilglicosamina como fontes de carbono para indugdo do crescimento das
células na forma leveduriforme ou na forma de hifa, respectivamente, através do estudo
protedmico, utilizando as técnicas eletroforese bidimensional e espectrometria de massa. Eles
observaram diferentes niveis de expressdo nos spots formados nos géis correspondentes as
duas morfologias. A andlise do gel revelou que, de 600 spots de proteinas detectados, 51 spots
exibiram alteracGes estatisticamente reprodutiveis durante a transicdo da forma leveduriforme
para hifa. O nivel de expressdo de duas proteinas aumentou mais que 2 vezes para as celulas
na forma de hifa, 19 spots identificaram proteinas que foram sub-expressas para as células na
forma de hifa (mais que 2 vezes), 22 spots ndo foram detectados para as células na forma de
hifa e 8 spots ausentes para células que cresceram na forma leveduriforme. Este estudo
mostrou que diferentes condigdes do processo interferem nos niveis de expresséo das enzimas
relacionadas ao metabolismo da levedura Y. lipolytica.

Morgner et al. (2008) desenvolveram uma nova ferramenta de ionizacdo na
espectrometria de massa, LILBID, que foi utilizada de forma satisfatoria para determinar a
massa total e a composicdo das 40 subunidades do complexo | da cadeia respiratéria de
Yarrowia lipolytica, mostrando ser um método robusto e conveniente para analisar misturas
de proteinas complexas.

Guidi et al. (2010) realizaram um estudo protedmico para entender a adaptacdo do
metabolismo de Saccharomyces cerevisiae durante o crescimento exponencial em trés
diferentes concentracdes de glicose (0,5%, 2% e 20%), induzindo comportamento diauxico
das células da levedura em restricdo de glicose. Expressdes diferenciais de grupos de
proteinas foram precebidas. A taxa de crescimento das células dimuiu durantes a fase inicial
da fermentagdo em concentragdo elevada de glicose (20%). Em condigdo de restricdo e em
elevado teor de glicose, encontrou-se uma super-expressdo de uma proteina (peroxirredoxina)
envolvida na protegdo contra o estresse oxidativo.
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Insenser et al. (2010) utilizaram duas abordagens protedmicas diferentes para estudar
as proteinas da superficie celular de Saccharomyces cerevisiae: na primeira abordagem, as
proteinas fracamente associadas a componentes estruturais da parede celular foram liberadas
através do tratamento das células inteiras com ditiotreitol, separadas por 2D-PAGE e
identificadas por espectrometria de massa. Na segunda abordagem, as proteinas expostas a
superficie das células (surfome) foram digeridas com tripsina e DTT e analisadas por LC-
MS/MS. Noventa e nove proteinas diferentes foram identificadas. Estas proteinas foram
classificadas em diferentes processos celulares: controle da organizagédo da parede celular,
resgate de celulas, defesa, viruléncia, destino de proteinas, sintese de proteinas e
metabolismo. As proteinas da parede celular foram identificadas por ambos os protocolos,
mas um nimero maior com a segunda abordagem. No entanto, apenas 20% das proteinas
identificadas eram comuns a ambos os protocolos. Logo, para um conhecimento completo do
proteoma da superficie da célula, diversas estratégias precisam ser utilizadas.

Andrés-Barrao et al. (2012) estudaram a resisténcia da bactéria 4cido acética (BAA)
Acetobacter pasteurianus, utilizada para a produgdo industrial de vinagre, a altas
concentragdes de &cido acético produzido durante a fermentagdo, através do estudo do
proteoma. Neste estudo, utilizou-se 2D-DIGE para comparar o proteoma de A. pasteurianus
LMG 1262T quando cresce em glucose ou etanol e na presenca de acido acético. Entre os
spots de proteinas selecionados, foi observado um total de 53 proteinas diferentes expressas e
que foram identificadas por espectrometria de massa MS/MS. O tamanho da BAA foi
reduzida em aproximadamente 30% em comprimento, como consequéncia da acidez.

Franc et al. (2012) estudaram a composi¢cdo de cadeias de N-glicano presentes na
enzima recombinante ZmCKOL (citocinina oxidase/desidrogenase) produzida em Y. lipolytica
usando a ferramenta proteoma. A espectrometria de massas confirmou o seu carater para
manose e 0 sequenciamento glicopeptideo pelo instrumento MALDI-TOF/TOF demostrou N-
glicosilagdo em Asn52, 63, 134, 294, 323 e 338. As cadeias de glicanos contém 3-14 residuos
de manose. Observou-se que Asnl134 é parcialmente glicosilada. Asn338 foi o Unico local
para realizar grandes ligaces com glicano, excedendo a 25 residuos de manose.

Giardina et al. (2012) estudaram, através da ferramenta proteoma usando a técnica de
espectrometria de massa iITRAQ-labeling, as proteinas envolvidas no metabolismo da
levedura Saccharomyces cerevisiae. Através dos mapas protedmicos, foram identificadas
conhecidas e novas proteinas, que tiveram os seus niveis alterados nas células, quando estas
cultivadas em meio contendo baixo teor de glucose foram abastecidas com glicose. As
proteinas que foram super-reguladas foram subunidades ribossomais, proteinas envolvidas na
traducdo da proteina, e da membrana plasmética ATPase e as proteinas sub-reguladas incluem
pequenas proteinas de choque térmico, proteinas mitocondriais, enzimas glicoliticas e
enzimas gliconeogénicas.
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Xiong et al. (2014) analisaram o proteoma global da cepa Neurospora crassa FGSC
2489 em resposta a seu crescimento em sacarose, Avicel (celulose cristalina) e meio sem
fonte de carbono, com o propésito de buscar entendimento sobre os mecanismos regulatorios
de transcricdo e traducéo envolvidos na producéo de enzimas lignocelulésicas produzidas por
este fungos. Dentro do proteoma de N. crassa, foram identificadas aproximadamente 3460
proteinas, das quais 25% (aproximadamente) ndo tinham sido identificadas e classificadas
como “proteinas hipotéticas". A comparacdo entre o proteoma obtido das células cultivadas
em Avicel versus meio isento de carbono revelou que um subconjunto de CAZymes
aumentou, provavelmente para iniciar a degradagdo da celulose.

Através do estudo protedmico, Giardina et al. (2014) identificaram proteinas
extracelulares (secretoma) quando Saccharomyces cerevisiae foi cultivada em meio contendo
glicose. 347 proteinas foram identificadas na fragdo extracelular em meio contendo baixa
concentracdo de glicose, incluindo enzimas metabdlicas (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, 3-fosfoglicerato quinase, glicose-6-fosfato desidrogenase, piruvato-
descarboxilase), proteinas envolvidas no estresse oxidativo (superoxido dismutase e
tioredoxina), proteinas de choque térmico (Ssalp, Hsc82p e Hspl04p) e proteinas com
funcbes desconhecidas. A maior parte destas proteinas ndo continha sequéncias de sinal ER-
Golgi tipicos. Entretanto, os niveis de muitas destas proteinas extracelulares foram reduzidos
quando as células foram transferidas para um meio contendo elevada concentracéo de glicose.
Portanto, este estudo concluiu que o secretoma sofre alteragdes dindmicas durante a transi¢éo
das células de um meio deficiente para um meio rico em glicose e sugere que estas proteinas
extracelulares sdo secretadas por via ndo cléssica, pois a maior parte ndo contém sequéncias
de sinal ER tipicas.

2.4.3 Técnicas Aplicadas ao estudo do proteoma

Os estudos do proteoma tém-se desenvolvido principalmente através da tecnologia
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2DE) em conjunto com a espectrometria
de massa.

2.4.3.1 Eletroforese Bidimensional

A técnica mais usada de separacdo de proteinas é o gel bidimensional (2D) que foi
usado pela primeira vez por O’Farrell (1975). Na primeira dimensdo as proteinas s&o
separadas de acordo com seus pontos isoelétricos (focalizagéo isoelétrica); e na segunda
dimensdo as proteinas sdo separadas com base em seus pesos moleculares. Um passo muito
importante para a reprodutividade e resolu¢do dos géis 2D foi dado quando foi introduzido o
gradiente imobilizado de pH (IPG), em que o gel com o gradiente de pH fica imobilizado
sobre uma fita de plastico. Atualmente, as fitas IPG estdo disponiveis comercialmente. Os
géis 2D podem ser corados de varias maneiras, sendo as mais comuns a coloracdo com azul
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de Coomassie ou a impregnagdo com prata. A quantificacdo pode ser feita através da medida
de intensidade da mancha no gel com programas de computador especificos.

Uma vez identificada uma mancha no gel 2D de interesse para estudo, essa mancha
pode ser excisada com o gel, a proteina pode ser digerida com tripsina “no gel”. A tripsina
cliva as ligagbes peptidicas depois de lisina e arginina gerando assim um conjunto de
peptideos caracteristicos de cada proteina. Estes peptideos resultantes podem ser identificados
através de espectrometria de massas. O resultado da anéalise é um mapa peptidico ou
“fingerprinting”, expresso em relagdo as suas razOes de m/z (massa/carga), que quando
comparado com banco de dados, fornece dados sobre a identificacdo e modificacdes pds-
traducionais da proteina em quest&o.

2.4.3.2 Espectrometria de Massas

Apesar de a técnica eletroforese em gel 2D ter sido introduzida ha 30 anos, a sua
aplicacdo na &rea protedmica avangou desde o desenvolvimento de técnicas baseadas em
espectrometria de massas, que permitiram a identificacdo de proteinas de alto rendimento
(KOLMAN et al., 2006).

Ap0s a separacdo das proteinas por eletroforese, o procedimento seguinte consiste na
identificacdo das macromoléculas de interesse. Recentemente, as estratégias no campo de
analise protedmica tém sido ajudadas pela espectrometria de massa (MS). A MS permite
identificar a proteina através da metodologia denominada “peptide mass fingerprinting”, que
é baseada na digestdo da proteina de interesse, que foi recortada do gel, por uma enzima
proteolitica (por exemplo, a tripsina) produzindo fragmentos denominados peptideos. As
massas desses peptideos sdo entdo determinadas com grande acuidade (0,1-0,5 Da) por
espectrometria de massa. As massas obtidas formam uma espécie de impressdo digital
(“peptide mass fingerprinting”) da proteina analisada. Softwares especiais permitem comparar
0 “peptide mass fingerprinting” da proteina de interesse e os gerados teoricamente para todas
as sequéncias de proteinas presentes nos bancos de dados. Se a sequéncia da proteina alvo
estiver no banco de dados ela serd imediatamente identificada (MANN et al., 1993; PAPPIN,
1997).

Inicialmente a aplicacdo da MS estava restrita & analise de gases, de substancias
volateis e de substdncias termicamente estaveis, pois as primeiras técnicas de ionizacéo
empregadas (ionizagdo por elétrons e ionizagdo quimica) sdo processos nos quais o analito €
primeiramente vaporizado e a ioniza¢do s6 ocorre quando a molécula est4 na fase gasosa.
Essa restricdo impossibilitava a anélise de biomoléculas, como proteinas, carboidratos e
lipideos, as quais ndo sdo volateis e se degradam em alta temperatura de vaporizagdo
(KINTER e SCHERMAN, 2000).

Na década de 80, o desenvolvimento de técnicas de ionizacdo mais brandas causou
uma revolucdo na extenséo das aplicagdes de MS. Essas técnicas foram principalmente as de
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ionizagéo por electrospray — ESI (FENN et al., 1989, 1990) e de ionizagéao e dessorgéo a laser
assistida por matriz — MALDI (KARAS e HILLENKAMP, 1988). O termo *“ionizacéo
branda” significa que os ions formados possuem baixa energia interna, o que permite a
observacdo de espécies idnicas moleculares com pouca ou nenhuma fragmentacdo. As
técnicas de ionizacdo branda permitiram, portanto, a producdo de ions com base em
compostos de alta massa molecular e ndo-volateis, estendendo a aplicagdo da MS a todos os
tipos de moléculas (FERREIRA et al., 2009).
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3 PROPOSTADE TRABALHO

O objetivo principal desta tese consistiu em verificar a producdo de &cido citrico por

Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, melhorar o rendimento e a produtividade do sistema,
adotando diferentes ferramentas.

=

Objetivos especificos:

Avaliagdo da influéncia da origem do glicerol bruto gerado no processo de obtencéo
de biodiesel na producéo de &cido citrico;

Avaliacéo da composi¢do do meio de producgéo de &cido citrico através do emprego de
duas fontes de nitrogénio diferentes (extrato de lévedo e sulfato de amoénio) e
micronutrientes;

Verificagdo da influéncia de enzimas-chave no metabolismo de &cido citrico atraves
da adicéo de inibidor;

Estudo do proteoma mitocondrial de Y. lipolytica em duas condi¢des experimentais
diferentes de forma a investigar o papel de determinadas proteinas na produgdo de
acido citrico, visando empregar esta metodologia como ferramenta no aumento da
producdo de 4&cido citrico e obter dados que possibilitem uma futura modelagem
metabolica e alteracdo das vias de producéo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados sdo: peptona bacterioldgica e extrato
de lévedo (Oxoid - Hampshire, UK), glicose P.A. (Vetec-RJ, Brasil), agar-agar (Vetec — RJ,
Brasil), sulfato de amonio e glicerol P.A (Vetec — R.J, Brasil). Antifoam 204 foi adquirido em
Sigma-Aldrich CO (MO, USA) com o proposito de controlar a formagéo de espuma no meio
fermentativo. A matéria-prima utilizada como fonte de glicerol foi gentilmente cedida pelo
CENPES, sendo proveniente de uma planta piloto de producéo de biodiesel a partir de 6leo de
soja e metanol via catalise basica. Segundo o CENPES, o pré-tratamento do glicerol bruto foi
apenas um processo de adequacéo do teor de agua.

4.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises séo:
1) Incubador com agitacéo (shaker) (Tecnal TE — 420);
2) Capela de fluxo laminar BioFlux Il 90A;
3) Centrifuga Eppendorf modelo Centrifuge 5804R;
4) Centrifuga Fanem modelo 204-NR;
5) Ultracentrifuga Beckman Coulter 80K;
6) Rotor Beckman swinging bucket SW 41 Ti;
7) Espectrofotdmetro Bel Photonic modelo SP2000-UV;
8) Espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800;
9) Microscdpio 6tico Nikon Eclipse E200;
10) Biorreator de Bancada (Multigen, New Brunswick Scientific Co., EUA);
11)HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), Waters 1525;
12) pHmetro de bancada digital Digimed, modelo DM-22;
13) Deionizador ORG 300 (IDEOXIMA);
14) Citometro de fluxo Partec modelo Cyflowspace;
15) Sonicador Ultrasonic Cleaner;
16) Fonte para eletroforese digital GSR, 300 STD;
17) Speed Vac (Savant);
18) Espectrometro de massas do tipo Q/TOF (Quadrupolo/aceleragdo ortogonal time of
flight) com fonte de ionizag&o electrosrpay (ESI) (Waters Corp.)

4.3_Micro-organismo

O micro-organismo utilizado no presente trabalho é uma cepa selvagem de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 (Figura 4.1) selecionada de um estuario no Rio de Janeiro, Brasil
(HAEGLER e MENDONGCA-HAEGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de
Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro.
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1000x utilizando microscépio 6tico Nikon Eclipse E200

4.3.1 Preservacdo da cultura

As células sdo conservadas por repiques regulares em tubo de ensaio com meio YPD
(“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v): extrato de Iévedo 1%, peptona 2%,
glicose 2% e solidificado com agar 3%. Apos incubacdo a 28 °C (BARTH e GAILLARDIN,
1997) por 48 horas na estufa, as culturas séo refrigeradas a 4°C por 3 meses.

4.3.2 Obtencéo do inoculo

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio sélido YPD (descrito no
item 4.3.1) inocula-se, de forma estéril com uma alca de platina, em 200 mL de meio de
cultivo YPD em erlenmeyers de 500 mL o qual é incubado em um agitador rotatorio a 28°C,
160 rpm de agitacdo por 72 h. Apds este periodo, a absorvancia (570 nm) de uma amostra
desse cultivo é determinada e, em seguida, as células sdo centrifugadas de forma estéril a
1258 g por 5 minutos e ressuspensas, servindo de indculo dos experimentos que serdo
descritos nos itens posteriores. O volume centrifugado desse indculo é suficiente para obter-se
a concentragdo inicial de células desejada em mg de peso seco de células por ml de meio de
cultivo (mg p.s.cél/ml).

4.4 Producdo Microbioldgica de Acido Citrico utilizando glicerol
bruto proveniente da producéao de biodiesel

4.4.1 Experimentos Preliminares

Os experimentos preliminares foram realizados utilizando &gua deionizada e meio
mineral tamponado, constituido por KH,PO4: 12 g/L; Na;HPO,4 .7H,0: 22,66 g/L; MgSOa4.7
H,O: 15 g/L; CaCl,.2H,0: 0,2 g/L; FeCl;. 6H,0: 0,15 g/L; ZnS04.7 H,O: 0,02 g/L;
MnSQO4.H,0: 0,06 g/L. Estes experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 1
litro contendo 400 mL de meio de cultivo, inoculados com células cultivadas em meio YPD,
como descrito no item 4.3.2, em quantidade suficiente para obter uma concentracdo celular
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inicial em mg p.s.cél/mL. Esses meios de cultivo foram incubados em um agitador rotatorio
(shaker Tecnal TE — 420) a 28 °C e 250 rpm por 100 horas com amostragem diéria.

Influéncia do tipo de glicerol bruto na producéo de acido citrico por Y. lipolytica:

Da Silva (2010) aperfeicoou em frascos agitados as concentragdes de glicerol P.A.,
extrato de Iévedo e velocidade de agitagéo por planejamento experimental a fim de maximizar
a producdo de &cido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682, obtendo-se 16,49 g/L de &cido
citrico a partir de um meio de cultivo elaborado com &gua deionizada e meio mineral
tamponado, 30 g/L de glicerol P.A, 0,1705 g/L de extrato de lévedo a 250 rpm em agitador
rotatorio (shaker). Para testar a capacidade desta cepa de crescer em glicerol bruto e secretar
acido citrico no meio de cultivo, Da Silva (2010) substituiu o glicerol PA por glicerol oriundo
da industria de biodiesel, que foi obtido da reacdo de transesterificacdo de dleo de soja com
etanol, catalisada por NaOH e com 81% de pureza nesta condi¢cdo experimental, e obteve a
producdo de 6,75 g/L e 1,58 g/L de &cidos citrico e isocitrico respectivamente em 94 h de
processo.

Portanto, com o propoésito de avaliar a influéncia do tipo de glicerol bruto e,
consequentemente, seus residuos na producdo de &cido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ
50682, neste presente estudo, foi testado o glicerol bruto oriundo da industria de biodiesel
obtido da reagdo de transesterificacdo de 6leo de soja com metanol, catalisada por KOH com
83% de pureza. Esta condigéo experimental foi comparada ao resultado obtido por Da Silva
(2010). A concentracdo inicial de células nos meios de producéo foi aproximadamente de 1,0
mg p.s.cél/ml.

Influéncia da concentracdo de extrato de lévedo na producéo de &cido citrico utilizando
glicerol bruto como fonte de carbono por Y. lipolytica:

Ensaios foram realizados para testar a influéncia da concentracéo de extrato de |évedo,
fixando a concentracdo de glicerol bruto (obtido da reacéo de transesterificacdo de 6leo de
soja com metanol, catalisada por KOH com 83% de pureza) e variando a concentragéo inicial
de extrato de lévedo em 0,05 g/L, 0,1 g/L, 0,1705 g/L e 0,241 g/L. A concentragdo do glicerol
no inicio do experimento foi ajustada para 30 g/L a partir do célculo de pureza. A
concentracdo inicial de células nos meios de producéo foi aproximadamente de 1,0 mg
p.s.cél/mL.

Influéncia da presenca de sulfato de aménio no meio de cultivo na producdo de &cido
citrico utilizando glicerol bruto como fonte de carbono por Y. lipolytica:

Para avaliar a influéncia da presenca de sulfato de amonio no metabolismo de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 e produgdo de &cido citrico, um teste foi realizado acrescentando
0,7 g/L de sulfato de amonio ao meio de cultivo na condicdo descrita por Da Silva (2010). O
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glicerol bruto utilizado neste ensaio experimental foi obtido da transesterificacdo de 6leo de
soja com metanol, catalisado com o KOH. A concentracdo do glicerol no inicio do
experimento foi ajustada para 30 g/L a partir do célculo de pureza. A concentracdo inicial de
células neste meio de producéo foi aproximadamente de 1,0 mg p.s.cél/mL.

Influéncia da concentracdo de Ferro e Manganés no meio de cultivo na producdo de

acido citrico utilizando glicerol bruto como fonte de carbono por Y. lipolytica:

Para investigar a influéncia dos metais ferro e manganés na producdo de &cido citrico
por Y. lipolytica, a concentracdo destes ions, j& presentes no meio mineral tamponado, foram
reduzidas, sendo propostas as seguintes condigdes experimentais: fixou-se a concentragdo do
sal cloreto férrico (FeCls) em 0,03 g/L para testar a influéncia do ion manganés (MnSO,4.H,0)
na producao de &cido citrico, nos niveis 0,01 e 0,005 g/L. Os meios de cultivo foram
preparados com 45 g/L de glicerol bruto (rota metilica), 0,1 g/L de extrato de lévedo e os
componentes do meio mineral tamponado. A concentragdo inicial de células nos meios de
producdo foi de 2,0 mg p.s.cel/mL.

4.4.2 Experimentos em Biorreator

Um biorreator de bancada (Multigen, New Brunswick Scientific Co., EUA) com
capacidade nominal de 2 L e 1,5 L de volume de trabalho foi utilizado. O equipamento possui
sistema de aeracdo, agitacdo magnética, controle de temperatura e é provido de duas chicanas
e duas turbinas do tipo Rushton com 6 paés retas verticais, como mostram as Figuras 4.2 e 4.3.
O suprimento de oxigénio foi realizado com ar atmosférico com auxilio de um sistema de
aeracdo submerso atraves de 12 orificios na haste de agitagdo com 7 mm de didmetro
localizados a 1,82 cm de distancia do fundo do biorreator. Antes de entrar no biorreator, o ar
atravessou dois filtros (Advantec, Toyo Roshi Kaisha, Japdo) com porosidade de 0,2 pm, para
evitar possiveis contaminagfes. Uma sonda polarografica de oxigénio (Lutron DO-5510,
Lutron Electronics Co., Inc) foi utilizada para medicdo da concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio de cultivo presente no biorreator. Através do uso desse aparelho, também
foi possivel verificar a temperatura em que se encontrava 0 meio de cultivo, atestando os
valores que foram programados no biorreator. A solugdo eletrolitica foi trocada e a sonda
calibrada a cada experimento.
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Figura 4.2. Foto do Biorreator de bancada (Multigen, New Brunwick Scientific Co., EUA) com
capacidade de 2 L

Figura 4.3. Tipo de impelidor utilizado: turbina tipo Rushton com pas retas verticais

Os experimentos de producdo de acido citrico no biorreator foram realizados com
glicerol bruto (obtido da reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja com metanol, catalisada
por KOH com 83% de pureza), 0,1 g/L de extrato de levedura e auséncia de sulfato de
amonio. As concentragdes dos sais FeCl; e MnSO4.H,0O foram mantidas iguais a 0,09 e 0,06
g/L, respectivamente (concentragdes originais do meio mineral tamponado) e a concentragdo
do glicerol no inicio do experimento foi ajustada para 30 g/L a partir do célculo de pureza. O
indculo foi realizado com células cultivadas em meio YPD como descrito no item 4.3.2 e a
concentracgdo inicial de células nestes meios de producgdo foi aproximadamente de 1,0 mg
p.s.cél/mL. O ensaio foi incubado a 28°C (BARTH e GAILLARDIN, 1997) e a taxa de
aeracdo fixada em 1,0 vvm. Esses experimentos foram realizados por 94 horas com
amostragem didria.

Influéncia da agitacéo

Um estudo foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da velocidade de
agitacdo nas variaveis de cultivo estudadas: crescimento celular, consumo de substrato e
producdo dos &cidos citrico e isocitrico. As velocidades de agitacdo testadas foram: 350, 450,
550 e 650 rpm.

43



4.5. Influéncia de sesamol na producao de acido citrico

Para investigar a influéncia do reagente sesamol como inibidor de uma das enzimas
chaves (enzima mélica) da via de producdo de lipideo e, consequentemente, com o propésito
de aumentar a producdo de &cido citrico por Yarrowia lipolytica cultivada em glicerol PA,
foram utilizados o meio descrito por Da Silva (2010) como experimento controle e esta
mesma composicdo de meio suplementada com 1,5 mM de sesamol.

Os experimentos foram realizados em erlenmeyer de 1000 mL contendo 400 mL de
meio a 28 °C e 250 rpm durante 170 horas. A concentracdo inicial de células foi cerca de 1,0
mg p.s.cél/mL. Foram retiradas amostras diariamente para acompanhar o acimulo de lipideos,
a concentracdo de acidos organicos, pH e concentragdo celular.

4.6_Amostragem

Em todos os experimentos realizados para producéo de &cido citrico foi realizada uma
amostragem por dia durante o cultivo. O procedimento consiste em retirar duas aliquotas do
meio de producdo: uma para a obtengdo da concentracdo celular e a outra aliquota (5 mL) é
centrifugada a 1258 g durante 5 minutos e o sobrenadante congelado (-4 °C) para posterior
analise de &cido citrico, &cido isocitrico e determinacdo do pH.

4.7 Esterilizacdo de meios de cultura e instrumentos
Os meios sintéticos foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por 15 min. O

biorreator, as pipetas, os tubos de centrifuga e outros instrumentos utilizados no manuseio do
meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 20 min. O eletrodo de oxigénio
passou por processo de assepsia a parte, mergulhando-o em uma solugdo de &lcool etilico
70% (v/v) por 30 min.

4.8 Métodos Analiticos
4.8.1 Quantificacdo da concentracéo celular

A concentragdo celular foi acompanhada por medidas de densidade optica a 570 nm e
esses valores convertidos para mg p.s.cél/mL usando-se um fator de conversdo previamente
determinado em curva de peso seco. A curva de peso seco foi obtida através de uma
suspensdo de células em solucdo salina (dgua destilada com 0,9% (p/v) de NaCl). Desta
suspens&o, retirou-se uma amostra (10 mL), que foi filtrada em papel de filtro Millipore (0,45
pm), seca em luz de infravermelho por 30 minutos e, em seguida, pesada. Da mesma
suspensdo foram feitas diferentes diluicbes de modo a se obter concentragdes celulares
distintas. Em seguida, mediu-se o valor de absorvancia em espectrofotometro para cada
concentragdo. Esses valores foram colocados em um gréfico para obtengdo da curva de peso
seco, conforme é apresentado na Figura 4.4.
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Figura 4.4. Curva de peso seco para quantificagcdo da concentracgéo celular de Yarrowia lipolytica através
de medidas de absorvéancia em espectrofotdmetro Shimadzu modelo UV-1800.

4.8.2 Quantificacéo de acidos organicos

A determinacdo de &cidos organicos foi realizada em cromatografo de fase liquida de
alta eficiéncia (High Pressure Liquid Chromatography, HPLC, Waters 1525) com sistema de
dupla bomba e um detector ultra violeta com lampada de zinco a 214 nm. A coluna analitica
utilizada é de polimero de octadecilsilano (YMC-Pack ODSAQ,S-5 pm, 12nm). A fase movel
consiste em 10 % de solugdo metanol (70 %) e 90 % de uma solugdo tampdo KH,PO, (pH
2,45), ambos previamente desgaseificadas em banho de ultrasom (Sonicador Ultrasonic
Cleaner).

O procedimento consistiu em injetar a amostra previamente filtrada por membrana de
0,45 pm de porosidade na coluna, que foi arrastada a uma vazéo de 0,5 m/min. A temperatura
da coluna foi mantida constante e igual a 35 °C em forno. Os resultados foram registrados em
cromatograma gerado pelo software cromatogréfico Breeze e a quantificagdo das
concentracBes dos &cidos presentes nas amostras foi realizada através de curvas analiticas
feitas através de solucdes com padrdes dos &cidos citrico e isocitrico (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Curva padréo para quantificagéo dos acidos citrico e isocitrico

4.8.3 Quantificacédo do substrato glicerol

A quantificacdo de glicerol foi realizada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(Waters®). Para realizacdo desta andlise utilizou-se coluna Aminex® HPX- 87H, 300 x 7,8
mm (Bio-Rad Laboratories Ltd) acoplada a uma pré-coluna trocadora de cations (Bio-Rad
Laboratories Ltd), detector de indice de refracdo (Waters 2414), bomba binéria (Waters
1525), forno e médulo controlador de temperatura (Waters) e software cromatogréafico Breeze.
A fase moével utilizada foi H,SO4 5mM com vazédo de 0,8mL/min, e a temperatura da coluna
mantida a 60 °C. As amostras foram filtradas em membrana (Waters) com didmetro de 0,45

um e injetadas para a quantificacdo através do uso da curva padrao (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Curva padrao para quantificagéo de glicerol

4.8.4 Determinacao de lipideo intracelular por citometria de fluxo

A quantidade de lipideos totais foi avaliada através do detector de fluorescéncia
laranja FL2 (utilizado para analisar lipideos neutros) e do detector de fluorescéncia vermelha
FL3 (utilizado para analisar lipideos polares) do citdmetro de fluxo Partec modelo
Cyflowspace equipado com laser de 488 nm. Esta avaliacdo s6 é permitida quando a anélise é
realizada em associacéo ao fluorocromo Nile Red (NR). NR emite fluorescéncia a 580 e 610
nm quando dissolvido em lipideos neutros e polares, respectivamente. A analise citométrica
foi efetuada segundo protocolo descrito por Martins (2013). A concentragdo de cada amostra
foi ajustada por diluicdo com &gua Milli-Q para obtencdo de concentragdo celular dentro da
faixa de linearidade definida por Martins (2013). A andlise dos citogramas foi realizada
utilizando o software FlowMax 2009 versdo 2.7.

4.8.5 Correlacdo entre fluorescéncia emitida de células coradas com (Nile
Red) NR e o teor de lipideos

Martins (2013) realizou uma correlacdo entre a fluorescéncia emitida por células
coradas com Nile red (NR) e o teor de lipideos, que foram determinados por cromatografia
gasosa. A Figura 4.7 apresenta a correlagdo entre fluorescéncia do NR medida através do
citdmetro de fluxo e o teor de lipideos por CG. Os dados apresentaram um coeficiente de
correlagdo de 0,9929 representados pela equagdo: y = 137,13x — 391,45.
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Figura 4.7. Correlagéo entre fluorescéncia emitida por células coradas com Nile Red (lipideos neutros —
FL2 e lipideos polares — FL3) e o teor de lipideos totais obtidos por reacdo de transesterificagdo seguida de
Cromatografia Gasosa (MARTINS, 2013).

A curva padrdo estabelecida por Martins (2013) e mostrada na Figura 4.7 foi utilizada
no presente trabalho para quantificar a producéo de lipideo nos experimentos realizados na
condicéo definida por Da Silva (2010) na auséncia e presenca de 1,5 mM de sesamol.

4.8.6 Determinacéo de pH

O pH das amostras livres de células dos experimentos foi determinado utilizando-se
um pHmetro da marca Digimed, modelo DM-22, previamente calibrado com tampdes padréo
7,0 e 4,0 na temperatura ambiente (25 °C).

4.8.7 Isolamento de Mitocbndria da levedura Yarrowia lipolytica

A melhor condigdo experimental descrita por Da Silva (2010) foi utilizada para o
cultivo de células de Y. lipolytica, que foram coletadas para o estudo do proteoma
mitocondrial. Neste cultivo, foi utilizado o glicerol PA.

Como estudo controle, Yarrowia lipolytica foi cultivada em YPG, contendo (em p/v):
3% de glicerol PA, 1% de extrato de lévedo e 2% de peptona. Este experimento foi cultivado
por 46 h. Neste meio, a cepa ndo apresentou capacidade de produzir &cido citrico.

Para ambos o0s experimentos, foi utilizado um volume total de 4 L de meio de cultivo
para obtencdo de células. O estudo do proteoma foi feito com todas as proteinas presentes na
mitocondria, inclusive as enzimas participantes do ciclo de Krebs. Portanto, foi realizado o
isolamento da organela mitocondria primeiramente para posterior estudo do proteoma
mitocondrial.

O isolamento da mitocondria foi realizado como descrito em Meisinger et al. (2005)
com algumas modifcagBes. Os reagentes utilizados no isolamento da mitocondria estdo
discrimados na Tabela 4.1:
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Tabela 4.1 - Composicao dos reagentes utilizados no isolamento de mitocdndria da levedura Yarrowia
lipolytica

Tampéo DTT 100mM de Tris-H2SO4, pH 9,4, 10 mM de ditiotreitol(DTT), pré-
aquecido a 30°C

Tampéo Zymolyase 1,2 M de sorbitol e 20 mM de tampdo fosfato de potassio, pH 7,4

Enzima Zymolyase-20T
Tampé&o de 0,6 M de sorbitol, 10 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM de &cido
homogeneizagéo etilenodiaminatetracético (EDTA), 1 mM de fenilmetilsulfonil
fluoreto (PMSF), 0,2% (p/v) de BSA
Tampéo SEM 250 mM de sacarose, 1 mM de EDTA, 10 mM de MOPS-KOH, pH
7,2
Tampéo EM 1 mM de EDTA, 10 mM de MOPS-KOH, pH 7,2

Formacao de esferoplasto

Com um volume total de 4 L de meio de cultivo, os seguintes passos foram seguidos:
1. Centrifugaram-se as células a 3.000 g por 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. As
células depositadas foram lavadas com agua destilada. Centrifugou-se a 3.000 g por 5
minutos e descartou-se o sobrenadante. Entdo, a massa Umida das células foi determinada;
2. A massa de células foi resuspensa em tampdo DTT pré-aquecido (2mL/g de massa
Umida de células) e submetida a agitacéo de 80 rpm por 20 minutos;
3. A suspensédo da etapa 2 foi centrifugada a 3.000g por 5 min e a massa formada foi
resuspensa em tampéo Zymolyase (7 mL/g de massa Umida de células determinada na
etapa 2);
4. As células foram centrifugadas como na etapa 3 e resuspensas em tampdo Zymolyase
(7 mL/g de massa Umida) contendo 10 mg da enzima Zymolyase-20T por grama de massa
Umida de células. A suspenséo foi agitada a 100 rpm a 30°C por 45 min;
5. As células foram separadas por centrifugagdo a 3.000g por 5 min e lavadas com
tamp&o Zymolyase (7 mL/g de massa Umida de células).

Rompimento da Membrana celular pelo Método de Homogeneizacéo
Todo o procedimento para isolamento da mitocondria do esferoplasto foi realizado a 4
°C e as solucdes necessarias nestas etapas e a centrifuga foram mantidas nesta temperatura. As
seguintes etapas foram seguidas para promover o rompimento da membrana celular:
1. A suspensdo obtida na etapa 5 descrita no item Formacéo de Esferoplasto foi
centrifugada a 3.000g por 5 min e o precipitado formado foi ressolubilizado em tampé&o de
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homogeneizacgdo (6,5 mL/g de massa Umida de células). O material lisado foi mantido a
4°C para evitar protedlise;
2. Os esferoplastos foram homogeneizados com 15 strokes com auxilio de um potter
(homogeneizador de vidro) em gelo. Ap6s a homogeneizacéo, a amostra foi diluida 2 vezes
com tampé&o de homogeneizacéo;
3. O material homogeneizado foi centrifugado a 1.500g por 5 min para separar o debris e
nucleo. O sobrenadante foi coletado;
4. Centrifugou-se o sobrenadante a 4.000g por 5 min. O precipitado foi descartado;
5. A fragdo mitocondrial bruta foi isolada por centrifugacdo do sobrenadante obtido na
etapa 4 a 12.000g por 15 min;
6. A fracdo mitocondrial bruta obtida na etapa 5 foi recontituida com tamp&o SEM.

Para a verificagdo do rompimento da parede celular foi realizada analise morfoldgica

por microscopia Optica das células rompidas.

Purificacdo da fracdo mitocondrial em um gradiente de densidade com Sacarose

A suspenséo da fracdo mitocondrial obtida na etapa 6 no método de homogeneizagao
foi mantida em gelo até iniciar a purificagdo, que foi realizada por um gradiente de densidade
com sacarose.

1. Preparou-se 8,5 mL de gradiente de densidade com uma camada inferior de 1,5 mL
com 60% (p/v) de sacarose dissolvida em tampdo EM; uma segunda camada de 4 mL de
32% (p/v) de sacarose dissolvido em tampdo EM; 1,5 mL de 23% (p/v) de sacarose
dissolvido em tampdo EM e uma camada superior de 1,5 mL de 15% (p/v) de sacarose
dissolvido em tampé&o EM;

2. A concentracdo de proteina da suspensdo mitocondrial foi ajustada para 5 mg/mL com
tampédo SEM e tratada com 10 strokes em um potter;

3. O topo do gradiente de sacarose foi carregado com a amostra obtida na etapa 2 (0,2-1
mL) e centrifugado a 134.000g por 1 h a 2 °C;

4. A mitocdndria purificada foi recuperada com auxilio de pipeta Pasteur da interface
60%/32% do gradiente de sacarose;

5. A mitocéndria foi diluida com 2 volumes de tampdo SEM e centrifugada a 10.000 g a
2 °C por 15 min. O pellet mitocondrial formado foi resuspenso em tamp&o SEM e a
concentragdo de proteina ajustada para 5-10 mg/mL com SEM;

6. A amostra foi rapidamente congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -50 °C.

4.8.8 Quantificacédo de Proteina

Apos a fracdo mitocondrial ser reconstituida no reagente de extragdo de proteina tipo 4
da Sigma-Aldrich, que contém uréia, tiouréia, Trizma® e detergente C7Bz0O, a concentracéo
de proteina foi determinada utilizando o método de TCA-Lowry.
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As proteinas da amostra foram precipitadas por adicdo de 6,1 N de &cido
tricloroacético (TCA) para uma concentracdo final de 8-10%(p/v) e centrifugadas a 12.000 g
por 10 min a 4 °C. O pellet formado foi lavado com 10% de TCA e dissolvido em 0,1 N de
NaOH. Posteriormente, a concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry
(1951).

Os reagentes da quantificagdo de proteina reportada por Lowry (1951) sdo:
REAGENTE A: 1 mL de CuSOy4 1% (p/v); 1 ml de solugéo de tartarato duplo de Na* e K*
2% (p/v) e completar com solucdo de NaCO; 2% em NaOH (0,1 N) até 100 mL.
REAGENTE B: Solucéo de Folin-Ciocalteau diluida 2 vezes em agua destilada.

A determinacdo de proteina foi realizada com 0,370 mL da amostra (ou agua destilada
no caso do branco) com 1,480 mL de Reagente A. Deixou-se 10 minutos na temperatura
ambiente e no escuro e, em seguida, adicionou-se 0,148 mL do Reagente B. Depois de 30
minutos na temperatura ambiente e no escuro foi feita a leitura em espectrofotdmetro a 660
nm. A curva padrdo foi feita com diferentes diluigdes de uma solucéo de albumina de soro
bovino (BSA) com concentracéo inicial de 0,1 mg/mL.

4.8.9 Estudo do Proteoma Mitocondrial de Yarrowia lipolytica
4.8.9.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes (SDS-page)

O extrato proteico, que foi obtido quando a fragdo mitocondrial foi ressuspensa no reagente
de extragdo de proteina tipo 4 (Sigma-Aldrich, que contém uréia, tiouréia, Trizma® e
detergente C7Bz0), foi adicionado de tamp&o de ruptura (glicerol 20%, p-mercaptoetanol
10%, SDS 4%, Tris-HCI pH 6,8 0,125 M) e a amostra foi aquecida a 100 °C por 5min. O gel
de 12 % de SDS-poliacrilamida com 0,75 mm de espessura foi submetido a uma corrente de
30 mA, com voltagem constante. Apés a corrida, o gel foi corado em uma solucéo coloidal de
azul de Coomassie contendo Coomassie Brilliant Blue 0,25%, metanol 45,4% e &cido acético
9% “overnight” (OAKLEY et al., 1980; SHAPIRO et al., 1967) e, posteriormente, foi
descorado em solugdo contendo metanol 43% e acido acético 7,5%. Marcadores de peso
molecular de proteina conhecido (14.400 a 97000 Da) da GE Healthcare foram utilizados
como padréo.

4.8.9.2 Aquisicao de Imagens

As imagens dos géis foram obtidas utilizando um scanner com um programa Image
Master 2D Platinum (Ameshan Biosciences, versdo 5.0).
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4.8.9.3 Espectrometria de Massa

Apos a separagdo em gel, os spots de interesse foram incisados. As proteinas foram
reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina de acordo com método disponivel na literatura
(HELLMAN et al., 1995).

Hidrolise em Gel

A digestdo das proteinas foi feita de acordo com o método de Hellman et al. (1995).
As bandas foram selecionadas, cortadas em pedacos de 1 mm?, totalmente descoradas em
solucéo de bicarbonato de aménio a 50 mM (NH;HCOs)/acetonitrila (ACN) (1:1) em pelo
menos 3 lavagens de 30 minutos. Logo apos, as pontes dissulfeto foram reduzidas
adicionando 100 pL de DTT 10 mM em solugdo de NH,HCO3; 25 mM, por 1 hora, a 56 °C.
Apos esse periodo, a solucdo DTT foi retirada por aspiracdo e lavada 3 vezes com a solucdo
de NH;HCO; 25 mM. Em seguida, foram alquilados os residuos de cisteina com 100 pL de
iodoacetamida 50 mM em solu¢do de NH4HCO; 25 mM, por 30 minutos, & temperatura
ambiente ao abrigo da luz. Apés esse tempo, a solugdo de iodoacetamida foi removida por
aspiracdo. As bandas foram lavadas com 200 uL de NH4HCO3; 25 mM, por agita¢do no vortex
e, posteriormente, a solugédo de NH,HCO; foi removida. As bandas foram entdo desidratadas
com ACN 100% por 5 minutos. O solvente remanescente foi removido dos pedagos de gel em
concentrador de amostra Speed Vac (Savant). As proteinas foram rehidratadas no gelo por 15
minutos, em solugdo de NH;HCO; 25mM contendo 15 pg/mL de tripsina grau
sequienciamento modificada (Promega). Pedacos do gel foram cobertos com 20 pL do tampéo
(25mM NH4HCOg3/Tripsina) e a digestéo realizada em banho 37 °C por 20 h. Em seguida 0s
peptideos foram extraidos do gel com solugdo ACN 50%, TFA 5% em &gua, transferidos para
tubo de microcentrifuga e concentrados no Speed Vac (Thermo), para um volume de
aproximadamente 5 pL.

Dessalinizacdo dos peptideos

A dessalinizacdo dos peptideos foi feita com uma coluna de fase reversa com 0,6 ug
de resinas de C18 em ponteiras de 10 pL denominado ZipTips (Millipore). Inicialmente o
Ziptip foi equilibrado com uma solucéo de ACN 100% e lavado 3 vezes com éagua padrdo
HPLC. Em seguida, a amostra foi carregada na coluna, aspirando 10 vezes a solugdo com 0s

peptideos sem desprezé-las. Uma segunda lavagem foi feita e, posteriormente, os peptideos
foram eluidos da coluna com 10 pL da solugdo de ACN 50% e secados no Speed Vac. Os
peptideos foram reconstituidos com 20 uL da solugdo de acido férmico 1%.
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Andlise dos peptideos por Nano-LC-ESI-Q/TOF:

Os peptideos provenientes das bandas dos géis 1D foram analisados no espectrdmetro
de massas do tipo ESI-Q/TOF (WatersCorp.) acoplado a um sistema de cromatografia
nanoACQUITYUPLC® (Waters Corp.). Foram injetados 7,5 pL da amostra na coluna 2G
trap Symmetry C18 (Waters Corp.). A cromatografia liquida foi feita usando uma coluna

BEH C18 100 mm x 100 um (WatersCorp.) com fluxo constante de 0,5 pL/min sob um
gradiente linear (10 a 50%) de acetonitrila contendo 0,1% &cido férmico associado a um
espectrometro de massas do tipo Q/TOF (Quadrupolo/aceleragdo ortogonal time of flight)
com fonte de ionizagdo electrosrpay (ESI) (Waters Corp.) da Unidade de Espectrometria de
Massas e Protedmica, CCS da UFRJ.

As analises feitas no espectrometro de massas foram realizadas no modo positivo. Os
pardmetros de aquisicdo do espectrometro de massas foram: voltagem do cone 30 V,
voltagem capilar 3500V, temperatura da fonte 80 °C, varredura (modo MS) 400 — 2000 (m/z)
e varredura (modo MS/MS) 50 — 2000 (m/z). O equipamento foi operado no modo DDA
(Data Dependent Analysis or Acquistion) selecionando automaticamente os peptideos de
acordo com a intensidade (os trés ions mais intensos) e as cargas +2, +3 e +4, para a
fragmentagdo do tipo MS/MS. A fragmentacdo dos ions foi realizada pelo processo de
dissociagdo induzida por colisio (CID) através da utilizagdo do argdnio, gas inerte, para
colisdo. A aquisicdo dos dados foi realizada utilizando o programa MassLynx 4.0
(Micromass/Waters) e todos os dados foram processados usando o servidor ProteinLynx
Global (PLGS - verséo 2.5.1, Waters). (HIGA et al., 2008; BICUDO, 2007).

Apos a etapa de espectrometria de massas, as proteinas foram identificadas a partir dos
espectros dos fragmentos (MS/MS) de seus peptideos utilizando a ferramenta de busca
Mascot Search — MS/MS ion search (Website: www.matrixscience.com) utilizando como
banco de dados do NCBInr. Os parametros de busca utilizados foram: Tipo de pesquisa:
MS/MS lon Search; Enzima: tripsina; modificagdes fixas: Carbamidometilagdo das cisteinas;
modificacBes varidveis: oxidacdo das metioninas; valores de massa: monoisotopico; Massa de
proteina: Irrestrito; TolerAncia de massa dos peptideos: + 0,2 Da; Tolerancia de massa do
fragmento: + 0,2 Da; maximo clivagens esquecidas: 1; tipo de Instrumento: ESI-QUAD-
TOF.
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4.9 Determinacéo dos rendimentos, produtividade e Razdo Acido
Citrico:lsocitrico

Para comparacéo entre todos 0s ensaios, parametros da produgdo, como rendimentos,
produtividade volumétrica de &cido citrico (Qac) e razéo entre a producdo de &cido citrico
(Pac) e de isocitrico (Paic) foram determinados. Seguem as equagdes utilizadas no calculo

destes parametros.

Y _Pi—Po Y _ X1 —Xo
% So—Sr ¥ So—S
_ Pr—Po Pac
X Xi — Xo RA%m - Pac
_ massadeproduto
Qe = T *Vinosto

Sendo:
Ps: concentracdo final de acido citrico em um determinado tempo t; ( g/L);
Po: concentracdo inicial de &cido citrico no tempo t igual a zero (g/L);
S¢: concentragdo do substrato glicerol no tempo t; de fermentagdo (g/L);
So: concentracdo inicial do substrato glicerol no tempo t igual a zero (g/L);
ti: tempo de fermentacéo (h);
Xt : concentracdo celular no tempo t; de fermentacgéo (g/L);
Xo: concentragdo celular inicial no tempo t igual a zero (g/L);

Vmosto: VOlume do meio de cultivo utilizado durante o processo biotecnologico (L);

Y‘V : fator de rendimento de &cido citrico em relacdo ao consumo de glicerol (g/g);
S

Y>7 : fator de rendimento de células em relagdo ao consumo de glicerol (g/g);

S

Y‘V : fator de rendimento de &cido citrico em relagdo a biomassa formada (g/g);
X

Rac/aic: razdo entre as concentragdes de acido citrico (Pac) e isocitrico (Paic) no tempo

tr de fermentacéo;
Quc: produtividade volumétrica de &cido citrico obtida no tempo t; de fermentacdo

(g/L.h).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Experimentos Preliminares

Para avaliar a capacidade da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em assimilar
glicerol bruto oriundo da industria de biodiesel e estudar a influéncia da concentragdo de
extrato de levedura na producéo de &cido citrico, foram realizados experimentos utilizando
glicerol bruto obtido da transesterificacdo de Oleo de soja com metanol catalisada por
hidroxido de potassio. Em estudos anteriores (DA SILVA, 2010), verificou-se a produgéo de
acido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizando glicerol bruto obtido a partir da
transesterificacdo de dleo de soja e etanol, catalisada por hidroxido de sédio. Devido a
dificuldade de obten¢do desta matéria-prima, optou-se por realizar um novo estudo, utilizando
glicerol bruto gerado como subproduto de producdo de biodiesel utilizada em escala
comercial. Um resultado especifico obtido neste presente trabalho foi comparado ao estudo
desenvolvido por Da Silva (2010) realizado nas mesmas condigdes de cultivo, tendo como
variavel o glicerol bruto obtido de duas diferentes origens. O consumo de glicerol, o
crescimento de Y. lipolytica e a variagho de pH no meio de cultivo nas diferentes
concentragdes iniciais de extrato de levedura foram acompanhados durante o processo de
producéo.

5.1.1 Influéncia da Fonte de Glicerol

Com o propdsito de verificar a influéncia do tipo de glicerol bruto utilizado no meio
de cultivo para a producéo de &acido citrico, o estudo realizado neste presente trabalho foi
comparado com Da Silva (2010). Nos dois estudos foram utilizados 0,1705 g/L de extrato de
levedura, 30 g/L de glicerol em meio mineral tamponado, sendo assim a Unica variavel de
comparacéo foi a origem do glicerol empregado como fonte de carbono. Em Da Silva (2010)
utilizou-se glicerol proveniente da transesterificacdo de 6leo de soja com etanol, catalisada
por NaOH, com 81% de pureza e no presente trabalho, utilizou-se o glicerol proveniente de
reacdo com KOH como catalisador e metanol como alcool, com 83% de pureza. Pode-se
observar, comparando os dados das Figuras 5.1 e 5.2, que para o glicerol da rota etilica
catalisada por NaOH, houve maior producdo de biomassa, o pH inicial do meio de cultivo foi
ligeiramente maior (7,24), poréem o valor final foi similar (4,42) em relagdo ao processo com
glicerol da rota metilica catalisada por KOH.
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Figura 5.1 - Cinética da concentracdo celular e do pH da condigdo experimental: 30 g/L de glicerol bruto
obtido da rota etilica, catalisado por NAOH, sem ajuste de massa com a pureza de 81%, 0,1705 g/L de
extrato de levedura (g/L), auséncia de sulfato de amdnio (DA SILVA, 2010) (A linha de cada curva nao

representa dados experimentais, representa uma tendencia do perfil).
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Figura 5.2 - Cinética da concentracdo celular e do pH da condi¢do experimental: 30 g/L de glicerol bruto
obtido da rota metilica, catalisado por KOH, com ajuste de massa com a pureza de 83%, 0,1705 g/L de
extrato de levedura (g/L), auséncia de sulfato de aménio (A linha de cada curva néo representa dados
experimentais, representa uma tendencia do perfil).

Conforme a Tabela 5.1, comparando os ensaios empregando glicerol bruto obtido de
processos distintos, observou-se que com o glicerol bruto da rota metilica houve uma
diminuicdo na concentracdo e produtividade volumétrica de &cido citrico e aumento na
producédo de acido isocitrico de 1,58 para 9,58 g/L, reduzindo a razdo massica entre o acido
citrico e o acido isocitrico (Racnsc) de 4,27 para 0,45, em relagdo ao glicerol bruto da rota
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etilica, mostrando que a natureza do glicerol bruto influencia na quantidade de &cido isocitrico
obtida. A soma dos dois &cidos foi menor com glicerol de rota etilica, uma vez que a
producdo de é&cido isocitrico foi muito inferior & concentracdo obtida por glicerol de rota
metilica, catalisada por KOH.

Segundo Soccol et al. (2006), a produgdo de &cido citrico por A. niger é aumentada
quando alcool inferior é adicionado ao meio de cultivo composto por carboidrato. Metanol,
etanol, n-propanol, isopropanol ou metilacetato neutralizam o efeito negativo dos metais na
producdo de &cido citrico por A. niger. Contudo, a quantidade 6tima de metanol e etanol
depende da estirpe e da composicdo do meio (INGRAM e BUTTKE, 1984). Ingram e Buttke
(1984) mostraram que alcodis estimulam a produgdo de &cido citrico, pois afetam o
crescimento celular e a esporulagéo ou modificam a composicéo lipidica da parede celular.

Comparando os dois testes realizados com diferentes fontes de glicerol bruto no
presente estudo, a producéo de acido citrico foi maior com o glicerol originado da rota etilica,
com o qual também houve maior estimulo do crescimento celular e a producdo de &cido
isocitrico foi obtida em maior concentracdo na presenca de glicerol gerado por rota metilica.
As justificativas para a producdo elevada de acido isocitrico nesta condicdo seria a presenca
dos residuos metanol e KOH, que pode ter aumentado a atividade da enzima aconitase e/ou
reduzido a atividade das enzimas seguintes no ciclo do acido citrico. Este estudo mostrou que
a quantidade de &cido citrico obtida por Yarrowia lipolytica glicerol bruto é influenciada pelo
processo de obtencéo do biodiesel pelo qual o glicerol bruto foi gerado.

Tabela 5.1 - Parametros de producéo de acido citrico por Y. lipolytica na presenca de 30 g/L de glicerol
bruto, 0,1705 g/L de extrato de Iévedo e na auséncia de sulfato de ambnio

G|_i(_26l'0| Yeis  Yxis Ypix Pac Paic Raciaic Qac
utilizado (9/9) (9/g) (g/g)  (g/L) (g/L) (9/L.h)
Rota Etilica +

NaOH? 0,23* 0,16 1,39 6,75 1,58 4,27 0,07

Rota Metilica
+ KOHP 0,26 0,16 1,69 4,35 9,58 0,45 0,05

4Glicerol proveniente de 6leo de soja e etanol, catalisado por NaOH na auséncia de sulfato de aménio, sem
ajuste de massa com a pureza (81% de pureza); "Glicerol proveniente de 6leo de soja e metanol, catalisado

por KOH na auséncia de sulfato de aménio, com ajuste de massa com a pureza (83% de pureza); Y‘V :
S

fator de rendimento de &cido citrico em relacdo ao consumo de glicerol (g/g) no ponto de maxima
concentracgdo de acido citrico; YV : fator de rendimento de células em relacdo ao consumo de glicerol
S

(9/g) no ponto de maxima concentragéo de acido citrico; Y‘V : fator de rendimento de &cido citrico em
X

relacdo & biomassa formada (g/g) no ponto de méaxima concentracdo de acido citrico; * Yes € Yxs
calculados em relacdo a concentracdo inicial de glicerol sem ajuste da massa com a pureza; Pac:
concentragdo maxima de &cido citrico (g/L); Paic: concentracdo de acido isocitrico (g/L) no ponto de
maxima concentracdo de acido citrico; Rac/aic: razdo entre as concentracdes de acido citrico (Pac) e

isocitrico (Paic); Qac: produtividade volumétrica de acido citrico (g/L.h) no ponto de maxima
concentracdo de acido citrico. Os experimentos foram realizados em duplicata.

57



O efeito de &lcoois sobre a producdo de &cido citrico por Aspergillus niger foi
inicialmente investigada por Moyer (1953). Este autor observou que a adi¢cdo de metanol
aumenta a producdo de &cido citrico utilizando como fonte de carbono glicose comercial e
outras fontes de carboidratos. Haq et al. (2003), Sikander e Haqg (2005), Rivas et al. (2008),
Suzelle et al. (2009) e Nadeem et al. (2010) investigaram o papel do metanol ou etanol no
rendimento de &cido citrico produzido por A. niger. Segundo Dhillon et al. (2011), o aumento
da producéo de &cido citrico através da adi¢do de etanol pode ser atribuido & degradacéo lenta
de acido citrico, devido & redugdo da atividade da enzima aconitase. A adicdo de etanol
também resultou no ligeiro aumento na atividade de outras enzimas pertencentes ao ciclo do
acido tricarboxilico (TCA). Outra explicacdo para o aumento da produgdo de &cido citrico é a
possibilidade de o etanol ser convertido para acetil-CoA, um substrato metabdlico necessario
para a formag&o do acido citrico (DHILLON et al., 2011).

O papel exato do metanol na producéo de &cido citrico por A.niger ainda ndo esta
claro. Este alcool ndo é metabolizado/assimilado por este fungo e o seu efeito estimulante na
producdo de &cido citrico pode ser explicado, pois aumenta a permeabilidade da membrana da
célula provocando mais excre¢do de acido citrico a partir de células do micélio. Além disso, a
adicdo de metanol alterou um pouco a atividade de algumas enzimas do ciclo de &cido
tricarboxilico, favorecendo o acimulo de &cido citrico (DHILLON et al., 2011).

5.1.2 Influéncia da Concentracéo de Extrato de Lévedo

Frente as dificuldades de se obter glicerol oriundo de processo de obtencdo de
biodiesel que ainda ndo é utilizado comercialmente (rota etilica), decidiu-se dar
prosseguimento ao estudo com glicerol proveniente da producéo de biodiesel, obtido por 6leo
de soja e metanol, catalisado por KOH, uma vez que esta rota quimica é utilizada
comercialmente para obtencéo de biodiesel.

A influéncia de extrato de lévedo como fonte de nitrogénio na producdo de &cido
citrico foi investigada variando sua concentracéo inicial.

Analisando os dados apresentados na Tabela 5.2, é possivel observar que a cepa em
questéo foi capaz de consumir parte do glicerol presente no meio durante 94 horas de cultivo
em todas as condi¢des estudadas. O maior consumo de glicerol por Y. lipolytica (63%)
ocorreu na condigdo em que se usou a concentracdo inicial de extrato de levedura de 0,1 g/L.
Apesar das méaximas concentracdes celulares, obtidas em 54 h de fermentacéo, terem sido
similares para todas as condicOes estudadas, nesta condi¢cdo houve maior producdo de
biomassa. O menor consumo de glicerol foi constatado quando se testou a menor
concentracgdo inicial de extrato de levedura. Porém, o valor de Yyxss calculado em 94 h de
fermentacdo, ponto onde se obteve maxima concentracdo de acido citrico obtida, foi similar
ao obtido no cultivo com concentragdo inicial de 0,1705 g/L de extrato de levedura.
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Tabela 5.2. Crescimento celular, consumo de substrato e pH do processo de produgéo de &cido citrico a
partir de 30 g de glicerol (obtido de glicerol bruto) por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em diferentes
concentragcdes iniciais de extrato de levedura.

Concentracéo

inicial de  Consumo de

extrato de glicerol (g/L) Xo (9/L) Kmax pHo pHf  Yxs

levedura em 94 h de (G/L) (9/9)
(g/L) cultivo
0,0500 15,55 1,35+0,02 5,08+0,01 6,67 4,67 0,15
0,1000 18,27 1,32+0,03 5,24+0,11 6,63 4,51 0,11
0,1705 16,49 1,32+0,05 5,05%0,07 6,70 4,40 0,16
0,2410 17,14 1,33+0,03 4,75+0,4 6,62 4,49 0,20

Glicerol proveniente de 6leo de soja e metanol, catalisado por KOH na auséncia de sulfato de aménio; +
Desvio de analise em duplicata. X o: concentragdo celular inicial no tempo t igual a zero (g/L);Xmax:
concentracdo celular maxima (g/L) obtida em 54 h de fermentacdo; pH,: pH no tempo t igual a zero; pHs.
pH no ponto de maxima concentracgédo de &cido citrico (94 h); Yxs: fator de rendimento de células em
relacdo ao consumo de glicerol (g/g) no ponto de maxima concentracdo de acido citrico (94 h).

A Tabela 5.3 apresenta os parametros cinéticos de producdo do &cido citrico obtidos
nas condigdes experimentais testadas e em 94 h de fermentagéo, mostrando que a producéo do
composto de interesse foi ligeiramente maior para o ensaio no qual a concentragéo inicial de
extrato de levedura foi 0,1705 g/L. A menor producédo de &cido isocitrico, no ponto de maior
producdo de 4cido citrico, foi obtida nesta condicéo de ensaio e igual a 9,58 g/L. Sendo assim,
a razdo entre os 4cidos citrico e isocitrico (Rac/aic) foi maior nesta condicéo e igual a 0,45.

Tabela 5.3. Parametros de producdo de acido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 na presenca de 30
g/L de glicerol, em diferentes concentragdes iniciais de extrato de levedura e em 94 h de fermentacgédo
Extrato de Pac  Yeps Qac Yerx Pac Racisc
Lévedo (9/L) (g/L) (g/g) (g/L.h) (9/9) (g/L)

0,0500 3,66 0,24 0,04 156 10,31 0,35

0,1000 4,09 0,22 0,04 2,13 10,23 0,40

0,1705 4,35 0,26 0,05 169 9,58 0,45

0,2410 4,14 0,24 0,04 121 10,07 041
Glicerol proveniente de 6leo de soja e metanol, catalisado por KOH na auséncia de sulfato de aménio;
Pac: concentragdo maxima de Acido citrico (g/L) em 94 h; Ypys: fator de rendimento de acido citrico em

relagio ao consumo de glicerol (g/g) no ponto de méaxima concentracdo de acido citrico (94 h); Qac:
produtividade volumétrica de acido citrico (g/L.h) no ponto de maxima concentracdo de acido citrico (94

h); Yp/x: fator de rendimento de &cido citrico em relagdo a biomassa formada (g/g) no ponto de maxima
concentragdo de acido citrico (94 h); Pac: concentragdo de acido isocitrico (g/L) no ponto de maxima
concentragdo de acido citrico (94 h); Racaic: razdo entre as concentragdes de acido citrico (Pac) €
isocitrico (Paic)-

5.1.3 Influéncia da Presenca de Sulfato de Amonio

Existem estudos na literatura (PAPANIKOLAOU et al., 2002; MAKRI et al., 2010)
que utilizam simultaneamente sulfato de amonio e extrato de lévedo como fontes de
nitrogénio no meio de producdo de é&cido citrico por Y. lipolytica a partir de glicerol bruto.
Portanto, foi realizada uma avaliacdo da presenga de sulfato de aménio no meio de cultivo
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para producdo do acido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682. O glicerol utilizado foi
obtido da transesterificacdo de dleo de soja com metanol e catalisado com o KOH. Para a
realizagéo deste ensaio, foi utilizada 0,7 g/L de sulfato de amonio e 0,1705 g/L de extrato de
levedura, uma vez que a produgdo de é&cido citrico foi maior nesta condi¢cdo experimental
quando se testou apenas extrato de lévedo como fonte de nitrogénio (ver se¢do 5.1.2).
Comparando com as condigdes de ensaio realizadas anteriormente, verificou-se que o maior
consumo de glicerol foi nesta condi¢do (72% em 94 h), o que explica a maior concentragao
celular (6,01 g/L em 94 h) e o maior rendimento de biomassa em relagdo ao consumo de
glicerol (0,24 g/g em 94 h). A adi¢do de mais uma fonte de nitrogénio pode ter desviado o
fluxo de carbono para o crescimento da levedura.

Comparando os ensaios com concentragdo inicial de extrato de levedura de 0,1705 g/L
na auséncia e na presenca de sulfato de amonio (Tabela 5.4), pode-se observar que o maior
fator de conversdo de substrato em acido citrico (Ypss) € a maior concentragéo e produtividade
de &cido citrico foram obtidos no ensaio realizado na auséncia de sulfato de amonio. A
presenca desta fonte de nitrogénio reduziu 39% da producdo de acido citrico e estimulou a
producdo do acido isocitrico em 1,74 vezes, justificando a redugdo de Rac/aic € redugdo na
produtividade (Qac) para o ensaio realizado na presenca de sulfato de amonio.

Tabela 5.4 - Parametros de producao de acido citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 na presenca de 30
g/L de glicerol, massa ajustada com a pureza (83%), na concentragéo de 0,1705 g/L de extrato de levedura
e na auséncia e presencga de sulfato de aménio.

Extrato Sulfato

de dAe- Ypix pHo pHs¢
Lévedo AMONI0 p, . v, Qac (g/g) Paic Racnsc °
oL) @B (@) (glo) (g/L.h) (/L)
0,1705 6,70 4,40

0 435 026 005 169 958 045

0,1705 0,7 2,67 014 0,03 058 16,70 0,16 6,64 4,97

Glicerol proveniente de 6leo de soja e metanol, catalisado por KOH; Pac: concentragcdo maxima de acido
citrico (g/L) em 94 h; Yps: fator de rendimento de acido citrico em relagdo ao consumo de glicerol (g/g) no
ponto de maxima concentracao de acido citrico (94 h); Qac: produtividade volumétrica de &cido citrico
(g/L.h) no ponto de méaxima concentracdo de &cido citrico (94 h); Ypx. fator de rendimento de &cido
citrico em relagdo a biomassa formada (g/g) no ponto de maxima concentracdo de acido citrico (94 h);
Paic: concentragdo de acido isocitrico (g/L) no ponto de maxima concentracdo de &cido citrico (94 h);
Rac/aic: razdo entre as concentragdes de acido citrico (Pac) € isocitrico (Paic); pHo: pH no tempo t igual a
zero; pHx. pH no ponto de méxima concentragéo de &cido citrico (94 h).

O maior consumo de glicerol na presenca desta outra fonte de nitrogénio também
gerou uma produgdo mais elevada de &cido orgénico (soma dos &cidos citrico e isocitrico)
conforme pode ser visto na Tabela 5.4. A limitagdo da formacéao de biomassa promovida pela
deficiéncia de nitrogénio e maior producéo de 4cido citrico na auséncia de sulfato de aménio
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justificam o maior Yp/x obtido por esta condicdo. A atividade da enzima aconitase pode ter
aumentado na presenca de maior concentracdo de nitrogénio disponivel no meio de cultivo.

Conforme pode ser visto nas Tabelas 5.2 e 5.4, os valores de pH iniciais e finais foram
similares para todas as condigfes testadas com glicerol bruto. O meio mineral tamponado
utilizado no meio de cultivo tem por objetivo minimizar drésticas redu¢des de pH afim de
favorecer a producéo de éacido citrico (PAPANIKOLAOQOU et al., 2002).

5.1.4 Influéncia da Concentracdo de Ferro e Manganés

A composigdo do meio de cultivo influencia a producéo de &cido citrico por A. niger,
que requer tragcos de metais para o crescimento e, ainda, limitacdes de certos metais, como
Mn®* e Fe?*, principalmente durante a fermentag&o submersa para a producéo de &cido citrico
(PAPAGIANNI, 2007). A literatura mostra que a atividade da enzima aconitase é estimulada
pela presenca do ion ferro (MORRISON, 1953). Segundo Kornberg e Pricer (1951), a enzima
NAD" isocitrato desidrogenase é estimulada por Mn®*, porém o fon manganés em baixas
concentragbes inibe esta enzima. Logo, neste trabalho verificou-se a influéncia das
concentragdes destes metais no meio de cultivo contendo glicerol bruto na producéo de &cido
citrico por Y. lipolytica IMUFRJ 50682.

Da Silva et al. (2013) usaram um planejamento experimental adotando glicerol bruto
da rota etilica (NaOH) como variavel independente e a maior concentragdo e produtividade
volumétrica de &cido citrico foi 9,22 g/L e 0,10 g/L.h, respectivamente para o teste com 45
g/L de glicerol bruto (sem ajuste da massa com a pureza) e 0,1 g/L de extrato de 1évedo, que
foi utilizado como experimento controle para se verificar a influéncia da concentragdo dos
ions ferro e manganés neste presente estudo. Este meio era confeccionado com meio mineral
tamponado, constituido por FeCl; e MnSO4.H,O nas concentragcdes 0,09 g/L e 0,06 g/L,
respectivamente, como descrito em Materiais e Métodos, se¢do 4.4.1. Contudo, foi utilizado
glicerol bruto oriundo da rota metilica (KOH) para esta verificacéo.

Da Silva et al. (2011) estudaram a influéncia da concentracdo celular inicial na
producdo de &cido citrico por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, utilizando como fonte de
carbono glicerol bruto da rota etilica (NaOH) na concentracéo 45 g/L e 0, 1 g/L de extrato de
Iévedo e verificaram que o melhor resultado de concentragdo e produtividade de &cido citrico
foi em 2 g/L de concentragéo celular inicial.

Portanto, para investigar a influéncia dos metais ferro e manganés na producdo de
acido citrico por Y. lipolytica, a concentracdo destes ions, j& presentes no meio mineral
tamponado, foram reduzidas, sendo propostas as seguintes condi¢des experimentais: fixou-se
a concentracéo do sal cloreto férrico em 0,03 g/L para testar a influéncia do ions manganés na
producédo de &cido citrico, em concentracfes de 0,01 e 0,005 g/L de MnSO4.H,0, utilizando
glicerol bruto produzido a partir da rota metilica para obtencéo de biodiesel. A concentracdo
celular inicial foi 2,0 mg células (peso seco) por mL.
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Os resultados dos parametros analisados estéo apresentados na Tabela 5.5.

Tabela 5.5 - Parametros de produgéo de acido citrico por Y. lipolytica na presenca de 45 g/L de glicerol
bruto, 0,1 g/L de extrato de lIévedo e em diferentes concentragdes dos ions ferro e manganés

FeCls er_LSCC)) " Yo Yxis Yex  Pac Pac  Racaic  Qac
WL gy ©9 (@) (@ (L) (L) (9/L.h)

0,090 0,060 0,33 0,14 235 9,70 10,44 0,93 0,10
0,030 0,010 0,34 0,14 249 9,36 8,68 1,08 0,10
0,030 0,005 0,30 0,14 221 9,20 7,68 1,20 0,09
0,006 0,010 0,36 0,20 181 9,69 3,00 3,23 0,1
* Tempo de maxima producao de acido citrico: 98 h
Os experimentos foram realizados em duplicata

E possivel verificar na Tabela 5.5, que a reducdo da concentragio dos ions ferro e
manganes ndo favoreceu a producdo de &cido citrico, sendo a concentragdo maxima (Pac) e a
produtividade (Qac) de &cido citrico obtidas em 98 h de processo similares entre as trés
condicdes testadas. O fator de conversdo de glicerol em acido citrico (Yes), 0 fator de
rendimento de células em relacéo ao substrato (Yxss) e o rendimento de produto em relagdo as
células (Yp/x) também foram similares.

Comparando as condi¢des com a mesma concentracdo de FeCls e variando-se a
concentracdo de MnSO,.H,0, a producdo de &cido isocitrico foi, 8,68 g/L e 7,68 g/L para
maior e menor concentragcdes de manganés utilizadas, respectivamente. Os resultados obtidos
mostram que as concentragdes do MnSO,.H,O testadas resultaram em produgdo similar de
acido citrico e a producéo de &cido isocitrico foi superior quando o cultivo foi adicionado da
maior concentragdo testada deste sal, diferente da resposta esperada ja que o ion manganés
ativa a enzima NAD" isocitrato desidrogenase que catalisa a conversdo do isocitrato a o-
cetoglutarato. A producéo de acido isocitrico no experimento controle foi superior em relacéo
as outras duas condicdes testadas, provavelmente porque neste ensaio a concentracdo de ferro
adicionada foi 3 vezes maior, ion este que ativa a aconitase, enzima que catalisa a conversao
do citrato a isocitrato.

De acordo com Roehr et al. (1983), a presenca do fon manganés (Mn? *) no meio
nutriente desempenha um papel chave no acimulo de uma grande quantidade de citrato por A.
niger. Quando a concentragdo de Mn® * é mantida abaixo de 0,02 mM (o que ndo afeta a taxa
de crescimento ou produtividade de biomassa; que corresponde a 0,0011 g/L) grandes
quantidades de &cido citrico sdo produzidas. Clark et al. (1966) observaram redugéo de 10% e
25% na producéo de &cido citrico quando houve adicéo de 2 ppb e 100 ppb de manganés ao
melago de beterraba, respectivamente. Uma pesquisa feita por Roehr et al. (1996) confirmou
o papel regulador chave do fon Mn® *. O anabolismo celular de A. niger é prejudicado em
condig¢des com deficiéncia total de manganés e/ou limitagdo de nitrogénio e de fosfato. Shu e
Johnson (1948) demostraram que o manganés é um ion metalico importante em muitas outras
funcOes celulares, mais notavelmente na sintese da parede celular, na esporulagéo e producéo
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de metabolitos secundérios. Bowes e Matetey (1979, apud YIGITOGLU, 1992), em seu
estudo, também observaram que o acumulo de &cido citrico por A. niger é reduzido pela
metade com a adicdo de 10 ppm de Mn?* no meio de crescimento. Orthafer et al. (1979,
apud YIGITOGLU, 1992) verificaram que a deficiéncia de manganés leva a redugéo
significativamente do teor lipidico em A. niger, enquanto que foram elevados os niveis de
lipideos em culturas suficientes de manganés.

Conforme pode ser visto nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5, 0 consumo de glicerol e a cinética
de pH foram similares e a produgdo méxima de &cido isocitrico foi obtida em 50 horas de
fermentacdo para as trés condigdes testadas, sendo que a condicdo experimental com as
maiores concentragdes de Fe** e Mn?" permitiu maior produgdo de écido isocitrico (14,06
g/L). ApOs este tempo, a concentracdo deste &cido foi reduzida nas trés condicdes
experimentais. Nos trés casos, observou-se um aumento expressivo na produgdo de acido
citrico ap6s a reducédo da concentracdo de acido isocitrico.
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Figura 5.3 - Cinética da concentracao celular, do consumo de glicerol, producdo de &cidos citrico e
isocitrico e do pH para o cultivo de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em shaker na presenca de 45 g/L de
glicerol bruto, sem ajuste da massa com a pureza (83%), 0,1 g/L de extrato de lévedo e nas condicOes de
FeCls: 0,090 g/L e MnSO,4.H,0: 0,060 g/L. Os pontos das curvas representam a média dos ensaios
realizados em duplicata. (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma
tendencia do perfil).

63



45 - 16

| o

“ w533
=~ ..E 2 g
335 - ~12 28
E: =5 S
= 30 - o 9
£ -0 £33
9 25 - £33
B -8 3e<4n
R 20 o S Te
o= 1 o
z -6 o2
£ 15 - 3G
: . EES

= [
£ 10 - e g3
o o g g
g
5 4 - 2 ] 8
] T T T T 0
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)
—@—Concentragdo de Glicerol {g/L) —— Concentragdo Celular (mg.p.s/mL)
—-pH —«— ConcentracZo de Acido Citrico (g/L)

—4— Concentracdo de Acido Isocitrico (g/L)
Figura 5.4 - Cinética da concentracao celular, do consumo de glicerol, producdo de &cidos citrico e
isocitrico e do pH para o cultivo de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em shaker na presenca de 45 g/L de
glicerol bruto, sem ajuste da massa com a pureza (83%), 0,1 g/L de extrato de lévedo e nas condicOes de
FeCls: 0,030 g/L e MnSO,4.H,0: 0,010 g/L. Os pontos das curvas representam a média dos ensaios
realizados em duplicata. (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma
tendencia do perfil).
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Figura 5.5 - Cinética da concentracao celular, do consumo de glicerol, producdo de &cidos citrico e
isocitrico e do pH para o cultivo de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em shaker na presenca de 45 g/L de
glicerol bruto, sem ajuste da massa com a pureza (83%0), 0,1 g/L de extrato de lévedo na condigédo de
FeCls: 0,030 g/L e MnSO,4.H,0: 0,005 g/L. Os pontos das curvas representam a média dos ensaios
realizados em duplicata (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma
tendencia do perfil).
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Com o propdsito de reduzir a producéo de &cido isocitrico e verificar a influéncia do
ion ferro, foi proposta uma nova condi¢cdo experimental, fixando a concentracdo do sal
MnS0O,4.H,0 em 0,01 g/L e reduzindo a concentragdo do sal FeCl; para 0,006 g¢/L, ja que a
enzima aconitase seria ativada por este ion. Como pode ser visto na Tabela 5.5, na condicéo
utilizando menor concentragdo de ion ferro, a concentragdo de &cido citrico obtida foi 9,69
g/L, sendo similar em relagdo aos resultados apresentados pelas condigdes experimentais
testadas anteriormente. A produgdo de acido isocitrico reduziu para 3,00 g/L, representando
uma reducdo de 71% em relagdo ao ensaio realizado com concentragdes de manganés e de
ferro maiores, de 65% em relacdo ao ensaio realizado com a mesma concentracdo de
manganés e maior concentracdo de ferro e de 61% em relagdo ao ensaio que utilizou maior
concentragdo de ferro e menor concentragdo de manganés. Esse resultado indica que o
acumulo deste acido esta fortemente relacionado com o ion ferro, podendo ser explicado pelo
fato da enzima aconitase ser ativada em maiores concentragbes de ferro. Logo, a menor
producdo de é&cido isocitrico e a maior Racnsc foram obtidas pelo ensaio de menor
concentracdo deste ion. Este resultado é muito relevante, uma vez que a producdo de acido
isocitrico é indesejada no processo de obtencdo de &cido citrico posto que a cristalizacdo do
acido citrico na etapa de separacdo e purificagdo se torna prejudicada quando o &cido
isocitrico estéa presente em quantidades superiores a 5% (RYWINSKA et al., 2011).

Observou-se que o pH teve o mesmo comportamento dos demais ensaios e a
concentracdo de glicerol se manteve praticamente constante ap6s 80 h de fermentagdo para o
ensaio na menor concentragéo de ferro testada (Figuras 5.3, 5.4, 5.5 e 5.6).

Concentragio de Glicerol [g/L)

Concentragio Celular {mg p.s/mL)
pH

] T T T T o
0 20 40 80 80 100

Tempo (h)

—a— Concentracdo de Glicerol (g/L) 8 pH —#— Concentracdo Ceular (mg p.s/mL})

Figura 5.6 - Cinética da concentracao celular, do consumo de glicerol bruto e do pH em FeCls: 0,006 g/L e
MnS0,.H,O: 0,010 g/L (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma
tendencia do perfil).
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Karasu-Yalcin et al. (2010) verificaram que a producdo de é&cido citrico por Y.
lipolytica NBRC 1658 e Y. lipolytica 57, utilizando glicose como fonte de carbono, foi inibida
para as concentracdes de ferro e cobre utilizadas, enquanto o crescimento celular foi
positivamente afetado pela adicdo destes minerais. Quando foi usado sal de manganés, um
efeito negativo consideravel sobre a producéo de acido citrico foi observado especialmente
para a cepa NBRC 1658. O meio de cultivo utilizado neste estudo continha extrato de lévedo,
que possui todos 0s micronutrientes necessarios para crescimento, incluindo os ions metais
(DYAL e NARINE, 2005). Logo, este componente de meio provavelmente forneceu a
quantidade destes ions necessaria para a producgdo de &cido citrico por estas cepas.

A presenca do ion ferro é essencial, pois ativa a producéo de acetil-CoA, um precursor
do é&cido citrico. Porém o excesso de ferro ativa a enzima aconitase, que catalisa a
isomerizacdo do citrato a isocitrato, portanto reduzindo a producéo de &cido citrico (CROLLA
e KENNEDY, 2001).

5.2 Experimentos em Biorreator

Apos a escolha da melhor concentracdo de extrato de l1évedo para a produgdo de &cido
citrico em agitador rotatdrio, iniciou-se o estudo em biorreator. Apesar do ensaio realizado
com concentragéo inicial de extrato de levedura de 0,1705 g/L e na auséncia de sulfato de
amonio ter gerado a maior concentragdo, rendimento e produtividade volumétrica de acido
citrico em agitador orbital, a condicdo experimental escolhida para a realizagdo dos
experimentos em biorreator foi concentragdo inicial de extrato de levedura de 0,1 g/L, na
auséncia de sulfato de aménio, com o propdsito de reduzir o custo de produgdo em termos de
utilizacdo de menor concentracéo de extrato de levedura e pelo fato da concentragdo de acido
citrico obtida por esta condicéo ter sido similar (4,09 g/L) ao melhor resultado (4,35 g/L). As
concentragdes dos sais FeCl; e MnSO,.H,O foram mantidas iguais a 0,09 e 0,06 g/L,
respectivamente (concentragdes originais do meio mineral tamponado).

5.2.1 Influéncia da agitacdo na producao de acido citrico

Com o objetivo de analisar a influéncia da agitacdo na produgéo de &cido citrico por Y.
lipolytica em biorreator, foram realizados experimentos em 4 velocidades de agitagéo
diferentes: 350, 450, 550 e 650 rpm a 1 vvm. A temperatura do meio de cultivo foi mantida
préximo a 28°C.

O valor de pH do meio de cultivo, a concentracdo de células de Y. lipolytica, a
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio cultivo e a temperatura do meio de cultivo no
biorreator foram acompanhados durante o processo nas diferentes velocidades de agitacdo. Os
perfis cinéticos correspondentes a estes ensaios podem ser observados nas Figuras 5.7, 5.8,
5.9¢e5.10.
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Figura 5.7 - Cinética do processo de producédo de acido citrico por Yarrowia lipolytica em biorreator a 350
rpm (A linha de cada curva néo representa dados experimentais, representa uma tendencia do perfil).

(o)
=
Temperatura (°C)

Concentracio Celular (mg p.s.cél/mL)
Concentracio de O2 dissolvido (mg/L)
pH

- 15
- 10
-5
0 T T ‘ T 0
0 20 40 60 80 100
Tempo (h)
—&—Concentrag3o Celular (mg p.s.cél/mL) —&-pH

—A—Concentragdo de 02 dissolvido no meio (mg/L) —% Temperatura (°C)

Figura 5.8 - Cinética do processo de producédo de 4cido citrico por Yarrowia lipolytica em biorreator a 450
rpm (A linha de cada curva néo representa dados experimentais, representa uma tendencia do perfil).
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Figura 5.10 - Cinética do processo de producao de acido citrico por Yarrowia lipolytica em biorreator a
650 rpm (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma tendencia do perfil).

Analisando as Figura 5.7, 5.9 e 5.10, é possivel notar que a variagdo da concentragao
celular para a condicdo experimental realizada a 350 rpm foi ligeiramente superior aos testes
realizados a 550 e 650 rpm, sendo a maxima concentragdo celular obtida igual a 3,87 g/L em
93 h de fermentacéo, tempo onde ocorreu a méxima producéo de &cido citrico (Tabela 5.6). O
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consumo de glicerol neste instante foi de 13,73 g/L. O pH variou de 6,59 a 4,48, sendo este 0
valor no ponto de maior producédo de &cido citrico. O inicio do decréscimo do pH € evidente
no inicio da fase estacionaria da curva de crescimento celular, que foi alcancada em
aproximadamente 44 h, sendo que nas velocidades de agitagdo superiores, esta fase foi
antecipada para aproximadamente 26 h de processo. Através dos dados apresentados na
Figura 5.7, foi possivel observar que a concentragdo de oxigénio dissolvido no meio de
cultivo no inicio do experimento a 350 rpm era 6,1 mg/L e oscilou entre 1,4 e 2,8 mg/L na
fase estacionaria da curva de crescimento celular.

Analisando a Figura 5.8, que mostra os resultados relacionados com a agitagéo a 450
rpm, pode-se observar que a concentracdo celular maxima foi 4,13 g/L e que este ocorreu em
92 h de processo, ligeiramente maior em relagdo as demais velocidades de agitacdo testadas.
Observou-se que a concentragdo inicial de oxigénio dissolvido no meio de cultivo foi maior
que aquela obtida em 350 rpm e 550 rpm, apenas sendo inferior a gerada a 650 rpm e igual a
7 mg/L. O comportamento de oscilagdo da concentracdo de oxigénio dissolvido no meio
durante a fase estaciondria da curva de crescimento celular foi similar ao observado na
condigdo a 350 rpm, sendo que o valor méximo obtido foi maior, como pode ser visto na
Figura 5.8. Apenas neste ensaio, 0 pH teve uma redugdo mais acentuada, alcancado o valor de
3,31 no final do processo (93 h), sendo o inicio do decréscimo observado no inicio da fase
estacionaria. A temperatura variou entre 27,1 e 30,7°C.

Conforme pode ser observado na Figura 5.9, houve reducgdo do pH de 6,64 para 4,16
no final do processo fermentativo a 550 rpm, sendo evidente o decréscimo na fase
estaciondria. Nesta condicdo experimental, foi observada uma reducéo brusca na concentracéo
de oxigénio dissolvido no meio de cultivo, sendo no inicio do processo igual a 5,3 mg/L e
reduzindo para 3,5 mg/L no inicio da fase estacionaria, porém permanecendo praticamente
estavel durante esta fase da curva de crescimento celular, diferenciando do comportamento
apresentado nas codicdes de ensaio de 350 e 450 rpm. A temperatura foi acompanhada e
variou de 27,1 a 31,5°C, conforme pode ser visto na Figura 5.9. O consumo de glicerol foi
14,96 g/L e menor que no ensaio a 450 rpm.

A méxima producéo de &cido citrico obtida pela condi¢éo experimental a 650 rpm foi
igual a concentragdo obtida a 350 rpm. Ambos 0s ensaios atingiram a maxima concentragdo
de acido citrico em tempos de fermentacdo similares (Tabela 5.6).

Analisando as Figuras 5.7, 5.8, 5.9 e 5.10, pode-se observar que a concentragdo celular
méaxima foi menor para a condigdo a 650 rpm comparando com as demais velocidades de
agitacédo testadas, sendo igual a 3,56 g/L e que foi alcangcada em 94 h. A reducédo de pH foi
similar as condicfes 350 e 550 rpm. Nesta condigdo, detectou-se a maior concentragdo inicial
de oxigénio dissolvido no meio de cultivo e que permaneceu superior a 5,7 mg/L durante todo
0 processo. Este perfil cinéetico foi diferente dos demais ensaios, ja que para 0S ensaios
testados a 350 e 450 rpm, a concentracdo deste pardmetro oscilou durante a fase estacionaria
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da curva de crescimento e ndo foi superior a 2,8 e 4,9 mg/L para 350 e 450 rpm,
respectivamente. Comparando com o teste realizado a 550 rpm, este apresentou um
comportamento mais estvel durante a fase estacionaria em relagdo aos testes a 350 e 450,
porém a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio ndo ultrapassou a 4,9 mg/L. O consumo
de glicerol foi 15,41 g/L, sendo assim o consumo deste substrato foi maior na condicéo
experimental que utilizou 450 rpm de agitacéo.

Os resultados dos parametros analisados estdo apresentados na Tabela 5.6, junto com
as respectivas velocidades de agitacdo. A maior concentracdo de &cido citrico (Pac) € 0 maior
rendimento deste em relagdo ao glicerol consumido (Yps) foram obtidos pela condigéo
experimental testada a 550 rpm, na qual se observou o segundo menor consumo de glicerol e
a segunda menor variagdo de concentragdo celular. Observou-se que nesta condicdo, a
concentracdo de oxigénio dissolvido no meio praticamente permaceu constante e proxima a 5
mg/mL durante a fase estacionaria da curva de crescimento celular, diferente do que foi
observado a 350 e 450 rpm.

Tabela 5.6 - Resultados dos ensaios utilizando as velocidades de agitagdo 350, 450, 550 e 650 rpm como
variavel

Agitacdo Pac Yers Qac Yeix  Yxs  Pac Racisc
(rpm)  (@L)  (9fg)  (9g/Lh) (g/g) (9/0) (9/L)
350 5,64% 041 0,06 2,06 0,20 9,48 0,59
450 6,11 0,37 0,07 1,98 0,19 8,07 0,76
550 7,03 047 007 274 017 965 0,73
650 5,64" 0,37 0,06 2,34 0,16 9,09 0,62
* Pac: concentracdo maxima de acido citrico (g/L) em 93 h; * Pac: concentragdo maxima de acido citrico

(g/L) em 92 h; ' Pac: concentracdo maxima de acido citrico (g/L) em 94 h; * Pac: concentracdo maxima de
acido citrico (g/L) em 94 h.

Segundo a classificagdo cinética de Gaden, a producdo de &cido citrico pela cepa Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 testada neste presente trabalho e utilizando glicerol bruto como
fonte de carbono é classificada como producdo ndo associada ao crescimento, onde a
formacédo de produto ndo esta relacionada com o metabolismo energético. Provavelmente, a
agitacdo a 550 rpm favorece a quantidade ideal de oxigénio dissolvido no meio de cultivo
necessaria a0 metabolismo desta levedura, permanencendo estavel durante a fase de producéo
de &cido citrico. Embora a producdo de acido citrico em termos de Pac € Yp/s tenha sido maior
a 550 rpm, a produtividade volumétrica (Qac) foi igual & obtida a 450 rpm.

Como j& foi mencionado, ndo é interessante a producdo concomitante do &cido
isocitrico no processo de obtencdo microbiolégica de &cido citrico, pois dificulta a
cristalizacdo do &cido citrico na etapa de separacdo e purificacdo. Adicionalmente, ndo é
interessante produzir acido isocitrico, pois este &cido possui capacidade tamponante e
quelante inferior quando comparado ao acido citrico. Analisando os dados apresentados na
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Tabela 5.6, foi possivel identificar que a menor producéo de &cido isocitrico foi obtida a 450
rpm, porém a soma destes dois &cidos foi maior a 550 rpm.

Apo6s anélise cromatografica da amostra coletada no ponto de méxima producéo de
acido citrico por células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivadas em biorreator na
velocidade de agitacdo a 550 rpm, picos com tempos de retencéo diferentes dos cidos citrico
e isocitrico foram observados, sugerindo a producéo de outras substancias. Como Y. lipolytica
tem a capacidade de produzir outros &cidos organicos, por exemplo, &cido a-cetoglutérico,
verificou-se se houve a produgdo deste nesta condicdo experimental. A producdo de &cido
oxalico também foi verificada, pois sua producédo dificulta a separacdo do &cido citrico na
etapa de recuperacdo e purificacdo. A analise foi realizada em HPLC utilizando padrbes
destes acidos. Observou-se uma pequena produgdo de acido a-cetoglutarico (0,27 g/L) e néo
foi detectado &cido oxalico.

5.3 Estudo da producéo de acido citrico e acumulo de lipideos de
células de Yarrowia lipolytica crescidas na auséncia e presenca de
sesamol

Wynn et al. (1997) investigaram a influéncia da substancia sesamol, um componente
presente no Gleo de semente de sésamo, no metabolismo de Mucor Circinelloides in vivo e
observou que esta substancia inibiu a sintese de acidos graxos, crescimento celular e
dessaturacéo de &cidos graxos neste fungo. Um ensaio enzimatico foi realizado, mostrando
que sesamol causou inibicdo da atividade da enzima maélica (EC: 1.1.1.40). Em estudos
anteriores, a enzima malica foi associada a disposicdo de NADH para a biossintese de
lipideos (KENDRICK e RATLEDGE, 1992; WYNN e RATLEDGE, 1997) e a dessaturagéo
de acidos graxos (KENDRICK e RATLEDGE, 1992). Portanto, no estudo Wynn et al. (1997)
é possivel que a reducéo da producdo de lipideo esteja associada a inibicéo da atividade da
enzima malica o que limitaria o fornecimento de NADH para esta via metabodlica.

Diante do exposto, foi proposto adicionar sesamol ao meio de producéo de &cido
citrico descrito por Da Silva (2010) para crescimento de Y. lipolytica IMUFRJ 508682 com o
objetivo de inibir a fase lipogénica, fase esta relacionada a producdo de lipideos, e,
consequentemente, aumentar a produtividade e producéo de acido citrico. O meio descrito por
Da Silva (2010) foi utilizado como experimento controle e é composto de 30 g/L de glicerol
PA, 0,1705 g¢/L de extrato de lévedo e meio mineral tamponado. A concentracdo de sesamol
utilizada para este teste foi 1,5 mM de sesamol.

A Figura 5.11 apresenta o perfil de concentragdo celular, consumo de glicerol,
producdo dos &cidos citrico e isocitrico e pH na auséncia de sesamol. Foi possivel observar
que apds 96 horas de fermentacdo ainda restavam aproximadamente 16,91 g/L de glicerol no
meio, indicando um lento consumo de glicerol, porém gradativo. Observou-se que a producéo
de &cido citrico por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 iniciou na fase de desaceleracdo da

71




curva de crescimento, onde a demanda por energia € menor. A produgdo de &cido isocitrico
foi mais expressiva em relacdo a producéo de 4cido citrico desde o inicio da fase exponencial.
Devido & secre¢do do &cido isocitrico para o meio externo em quantidades significativas desde
a fase exponencial da curva de crescimento, pode-se supor que o ciclo de Krebs esta
bloqueado na enzima isocitrato desidrogenase e néo é reiniciado pelo ciclo do glioxilato (uma
via anaplerdtica com o proposito de regenerar os precursores do ciclo do 4cido citrico) e sim
pela conversdo do piruvato a oxaloacetato através da catalise da enzima piruvato carboxilase.
A producdo méaxima de &cido isocitrico foi 14,82 g/L em 48 h de fermentacgdo e ap6s
este tempo observou-se uma estagnacéo e reducéo da producdo do acido isocitrico e aumento
na producdo de &cido citrico. Pode-se supor que a atividade da enzima aconitase, responsavel
pela conversdo do &cido citrico para &cido isocitrico foi reduzida, pois houve reducdo da
concentragdo de &cido isocitrico apos 49 h de fermentacdo e que o acido isocitrico foi
utilizado como fonte de carbono pela levedura. Ensaios enziméaticos se tornam necessarios
para confirmar a redugdo da atividade da enzima aconitase. Segundo Ratledge (2002), a
constante de equilibrio da reag8o catalisada por aconitase favorece o acimulo de &cido citrico.
O glicerol continou sendo consumido, indicando que o citrato formado também era produzido
a partir desta fonte de carbono. O pH decresceu como resposta a producdo dos acido
organicos secretados para 0 meio externo, reduzindo para 4,02 em 170h de fermentagé&o.
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Figura 5.11- Perfil de concentragéo celular, consumo de glicerol, producado de acidos citrico e isocitrico e
pH do experimento com Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em shaker, utlizando o meio descrito por Da
Silva (2010) na auséncia de sesamol. Os pontos das curvas representam a média dos ensaios realizados em
triplicata. (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma tendencia do
perfil)
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A Figura 5.12 ilustra os resultados cinéticos obtidos por Y. lipolytica IMUFRJ 50682
em meio descrito por Da Silva (2010) adicionado de sesamol 1,5 mM. Observou-se que a
adicdo deste componente ao meio de cultivo reduziu a produgdo méxima de &cido citrico para
6,14 g/L (170 h) em relagdo ao teste na auséncia de sesamol. A producdo de &cido isocitrico
foi de 9,39 g/L em 170 h, similar ao processo em meio isento de sesamol, conforme é
mostrado na Tabela 5.7. A partir dos dados apresentados nas Figuras 5.11 e 5.12, é possivel
identificar que a presenca de sesamol interferiu na produgdo de &cido isocitrico, retardando o
inicio da sua producdo. Em 24 h de fermentacéo, a producéo de acido isocitrico foi 3,07 vezes
maior para o cultivo feito na auséncia de sesamol em relagédo ao meio ausente de sesamol. A
presenca de sesamol na concentragéo testada afetou o crescimento celular reduzindo em toda
a cinética do processo e alcangando 3,18 g/L em 170 h de fermentacdo. Os valores de pH
foram similares ao bioprocesso conduzido na auséncia de sesamol.

Analisando os dados apresentados na Tabela 5.7 e nas Figuras 5.11 e 5.12, foi possivel
identificar que a adicdo de sesamol ndo favoreceu a producdo de acido citrico. Logo, ndo
sendo interessante acrescentar este componente ao meio de produgdo. A producdo maxima de
acido isocitrico foi similar para as duas condigdes experimentais, sendo 14,82+0,53 g/L em 48
h para o experimento realizado na auséncia de sesamol e 14,06+ g/L em 72 h para o
experimento realizado na presenca de sesamol. Para ambas as condi¢cOes experimentais a
concentracdo de &cido isocitrico obtida foi maior que a produgéo de &cido citrico.
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Figura 5.12— Perfil de concentragéo celular, consumo de glicerol, producado de acidos citrico e isocitrico e
pH do experimento com Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 em shaker, utlizando o meio descrito por Da
Silva (2010) na presenca de sesamol 1,5 mM. Os pontos das curvas representam a média dos ensaios
realizados em duplicata. (A linha de cada curva ndo representa dados experimentais, representa uma
tendencia do perfil).
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Tabela 5.7 — Pardmetros Cinéticos no ponto de maxima concentracao de &cido citrico (170 h) obtidos pelos
experimentos na auséncia e presenca de 1,5 mM sesamol em meio descrito por Da Silva (2010).

Yers Qac Yerx Yxs
(9/g) (g/L.h)  (d/g)  (9/9)
Auséncia 8,64+0,01° 0,31 0,05 273 0111 9,08+053* 0,95

Presenca 6,14+0,4° 0,24 004 337 007 9,39+0,82" 0,65
3+ Desvio Padrao da triplicata do experimento realizado na auséncia de sesamol
b+ Desvio Padréo da duplicata do experimento realizado na presenca de sesamol

Sesamol Pac (g/L) Pac (g/L) Racnsc

Com o propésito de estudar a influéncia de sesamol no acumulo de lipideo, Y.
lipolytica foi cultiva em meio de cultivo em auséncia e presenca deste componente. A
quantidade de lipideo total da célula foi monitorada através do uso do corante Nile Red (NR)
por citometria de fluxo (CF), segundo protocolo determinado no estudo de Martins (2013). A
Figura 5.13 ilustra a resposta de fluorescéncia do NR dos experimentos isento ou na presenga
de 1,5 mM de sesamol no meio de cultivo ao longo de 170 horas de fermentagdo. Nota-se
pelo gréafico que a quantidade de lipideo total segue a mesma tendéncia durante o cultivo na
presenca ou auséncia de sesamol na concentracéo estudada: houve um aumento gradativo do
valor de intensidade de fluorescéncia de NR até 170 h de fermentagdo para ambos os testes
realizados. Contudo, observa-se que a os valores de intensidade de fluorescéncia foram
maiores durante toda a cinética de crescimento de Y. lipolytica para o experimento realizado
na auséncia de sesamol e o maior valor de resposta, aproximadamente 900, foi alcangado em
170 h de fermentagdo neste mesmo ensaio. Logo, os resultados apresentados mostram que a
adicdo de sesamol interfere no metabolismo de producdo de lipideos (fase lipogénica),
reduzindo a quantidade total obtida para aproximadamente a metade em 170 h. Porém, a
adicdo deste componente ao meio de cultivo ndo favoreceu a producédo de &cido citrico e foi
indiferente para a producdo de &cido isocitrico, pois a concentra¢do obtida foi similar para
ambos os testes em 170 h (auséncia e presenga). Estes dados alcangados evidenciam que a
presenca de sesamol pode ter desviado o metabolismo de producéo de lipideo total para outro
produto, que ndo foi identificado neste presente estudo.
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Figura 5.13 — Resultados obtidos para medida de fluorescéncia do Nile Red de células de Yarrowia
lipolytica crescidas durante 170 h em meio ausente e presente de 1,5 mM de sesamol.

Correlacionando a intensidade do sinal de fluorescéncia obtida pela CF e a quantidade
de lipideos em células de Y. lipolytica, utilizando a técnica de extracdo de lipideos por reagdo
de transesterificacdo seguida de quantificacdo por CG-DIC, foi possivel quantificar o teor de
lipideo total para ambos os experimentos. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.8, em
que se verifica que a maior concentragdo de lipideo (9,33 g de lipideo/100 g de biomassa
seca) foi alcancada em 170 h de experimento para o teste realizado na auséncia de sesamol.

Tabela 5.8 - Teor lipidico obtido em células de Yarrowia lipolytica quando submetidas a reagédo de
transesterificacdo e determinados por Cromatografia Gasosa.

Teor de Lipidico
(g lipideo/100 g biomassa

Tempo (h) seca)
Auséncia de Presenca de
sesamol sesamol
24 54 4,63
48 6,61 49
72 7,05 5,75
96 7,63 5,57
170 9,33 6,2

A Figura 5.14 apresenta o perfil de lipideos polares e lipideos neutros de células
cultivadas na presenca e auséncia de sesamol durante 170 horas de experimento. Foi possivel
notar que os dados obtidos para a intensidade de fluorescéncia dos lipideos polares, detectada
por FL3, apresentam valores mais baixos na presenca de 1,5 mM de sesamol em relacdo ao
meio sem sesamol. Uma vez que o lipideo polar é constituinte da parede celular da célula, este

75
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resultado € corroborado com a cinética de crescimento celular ilustrada pelas Figuras 5.11 e
5.12, onde se observa maior concentragdo celular para o experimento sem sesamol. Logo, a
intensidade de fluorescéncia de NR emitida por células cultivadas em meio sem sesamol foi
maior. Os valores obtidos para a intensidade de fluorescéncia dos lipideos neutros, detectados
por FL2, para ambos 0s testes experimentais, apresentam-se relativamente baixos no inicio, ja
que, neste momento a célula esta em fase exponencial de crescimento e seu metabolismo esta
direcionado para a obtencdo de biomassa. O valor de fluorescéncia detectado por FL2 para o
experimento realizado na auséncia de sesamol aumenta gradativamente até atingir seu valor
méaximo (aproximadamente 502) em 170 horas, momento em que a célula estd na fase
estaciondria, como determinado pela Figura 5.11. Na presenca de sesamol, a fluorescéncia de
FL2 apresenta valores inferiores, indicando uma produgdo menor de corplsculos lipidicos
(lipideo neutro).
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Figura 5-14: Perfil do teor de lipideos polares e neutros de células da levedura Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682 cultivada em meio descrito por Da Silva (2010) na auséncia e presenca de sesamol a 28°C,
250 rpm durante 170 horas.

5.4 Proteoma mitocondrial de Y. lipolytica

Para verificar o proteoma mitocondrial de células de Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682, foram propostos dois meios de cultivo de forma a comparar as respostas. O primeiro
meio de cultivo, definido como YPG é composto por 1% p/v de extrato de lévedo, 2% p/v de
peptona e 3%v/v de glicerol PA. Esse foi utilizado como experimento controle, por ser um
meio rico, destinado a proliferacdo celular e que ndo favorece a producéo de &cido citrico por
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Yarrowia lipolytica. Para o segundo meio de cultivo utilizado, a levedura do presente estudo
tem habilidade de produzir &cido citrico e este meio foi determinado por Da Silva (2010). O
objetivo deste estudo foi realizar uma andlise comparativa do proteoma mitocondrial em
células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada em ambos os meios de crescimento.

Par&metros cinéticos obtidos pelo cultivo de Y. lipolytica em YPG e meio proposto por
Da Silva (2010):

O consumo de glicerol, pH e producgdo de &cidos organicos por Y. lipolytica foram
acompanhados em ambos os meios de cultivo utilizados. A levedura foi cultivada em meio
YPG por 48 h, a 28 °C e 160 rpm e no meio de Da Silva (2010) por 96 h a 28°C e 250 rpm,
ambos em agitador rotatério (shaker). Foram utilizados 4L de meio de cultivo para o teste em
questdo e ambos os experimentos foram inoculados com 1 mg p.s.cél/mL, aproximadamente,
de células cultivadas em YPD como descrito em Materiais e Métodos na secdo 4.3.2. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

A Figura 5.15 apresenta a cinética de consumo de glicerol e a concentracdo celular
alcangada por Y. lipolytica em meio YPG. Observou-se que o consumo de glicerol foi de
13,09 g/L e a concentracdo celular atingiu 8,12 mg p.s.cél/mL em 48 h de experimento. Em
comparagdo ao experimento conduzido no meio de Da Silva (2010) (Figura 5.11) neste
mesmo tempo, houve um maior consumo de glicerol e 3,64 vezes maior producdo de
biomassa.

A cinética de pH foi acompanhada e observou-se que o valor deste pardmetro reduziu
de 6,29 para 4,07 quando Y. lipolytica IMUFRJ 50682 foi cultivada em YPG em 48 h de
fermentacdo (Figura 5.15). Com o proposito de verificar se esta reducdo de pH do meio de
cultivo estaria relacionada com a producgdo de &cidos organicos, amostras foram analisadas em
HPLC. Entretanto, foi identificado que em 48 h essa cepa ndo produziu os acidos organicos
testados, conforme pode ser visto na Tabela 5.9 e nos cromatogramas gerados e apresentados
pelas Figuras 5.16, 5.17, 5.18 e 5.19. Os dados apresentados para concentragdo celular e
producdo de &cidos organicos mostram que em condigdes abundantes de fontes de nitrogénio,
0 metabolismo desta cepa foi direcionado para obtencéo de energia e produgédo de biomassa.
Pode-se supor que, nesta condicdo, a enzima NAD isocitrato desidrogenase ndo foi inibida
uma vez que o seu ativador AMP se apresentou em concentra¢@es suficientes para ativa-la,
pois 0 meio era abundante em nitrogénio.
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Figura 5.15 — Perfil de consumo de glicerol, concentragdo celular e pH por Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 cultivada em meio YPG e em agitador rotatorio (shaker) (A linha de cada curva ndo representa
dados experimentais, representa uma tendencia do perfil).

Tabela 5.9 — Tempo de Retencdo em minutos dos padrdes de Acidos Organicos injetados em HPLC

Padrio Acido Oxilico Acido Citrico Acido Isocitrico Acido Succinico  Acido Latico  Acido Acético

TR (min) 54 5945 5944 g42 926 10,99
mv
] g DeLB Chi
-ll.‘]-[J—_ I
3007 TR de Adido Citrico
o
100
1 & E 8
G_ = d N q# ? 4
e [ L e
0 1 2 a 4 5 6 7
min

Figura 5.16. Cromatograma em HPLC do padr&o Acido Citrico na concentragéo 20 g/L
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Figura 5.17. Cromatograma em HPLC do padréo Acido Isocitrico na concentracéo 10 g/L
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Figura 5.19. Cromatograma em HPLC do meio YPG apds 48 horas de processo

Verificacdo da lise celular de Y. lipolytica:

A realizacdo do proteoma mitocondrial das células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682
depende da lise celular e isolamento da organela mitocondria. Portanto, foi utilizada a
metodologia proposta por Meisinger et al. (2005) com algumas modificagdes e descrita no
item 4.8.7 para o rompimento da célula e isolamento desta organela. Com o propdsito de
verificar a lise celular, realizou-se microscopia 6tica com aumento de 1000X das células de Y.
lipolytica cultivadas em meio YPG e em meio de produgdo de acido citrico (Da Silva, 2010)
apos serem submetidas ao tratamento descrito no item 4.8.7.

O protocolo descrito por Meisinger et al. (2005), informa a utilizagdo de 3 mg da
enzima zymolyase-20T por grama de massa Umida de células para lisar células de
Sacharomyces cerevisiae. Entretanto, esta propor¢do nédo foi suficiente para lisar a cepa Y.
lipolytica IMUFRJ50682. Testes foram realizados aumentando a quantidade de enzima
necessaria para promover o rompimento celular. As quantidades utilizadas foram 3 mg, 5mg,
10 mg e 15 mg por grama de massa Umida de células e o melhor resultado foi encontrado na
propor¢cdo 10 mg por grama de massa Umida de células. A verificacdo da lise celular foi
realizada por microscopia Otica.

Os extratos celulares de ambos 0os meios de cultivo (sem producdo e com producéo de
acido citrico) foram submetidos por 45 min & quantidade previamente determinada de enzima
zymoliase 20-T para promover o rompimento da parede celular e formagdo de esferoplasto,
que foi verificada por microscopia 6tica com aumento de 1000X, conforme pode ser visto nas
fotos apresentadas nas Figuras 5.20, 5.21, 5.22 e 5.23. As Figuras 5.20 e 5.21 se referem &
microscopia da cultura cultivada em YPG ap0s 48 h de fermentagdo, antes e ap0s tratamento
com a enzima zymoliase 20-T, respectivamente. As Figuras 5.22 e 5.23 se referem a
microscopia da cultura no meio de Da Silva (2010) ap6s 96 h de cultivo, antes e ap6s

80



tratamento com a enzima zymoliase 20-T, respectivamente. A partir dos resultados
apresentados por estas microscopias, pode-se afirmar que a parede da célula desta levedura foi
lesionada ap0s ser submetida por 45 min a agdo da enzima zymoliase 20-T na concentracao de
10 mg de enzima por grama de massa Umida de células.

; )
Figura 5.20 - Microscopia 6tica com aumento de 1000X de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada
em YPG apds 48 h de cultivo, sem tratamento com a enzima zymolyase 20-T.

Figura 5.21 - Microscopia Gtica om aumento de 1000X de Yarrowia Iiplytica IMUFRJ 50682 cultivada
em YPG apds 48 h de cultivo, submetida ao tratamento com a enzima zymolyase 20-T por 45 min

Figura 5.22 — Microscopia 6tica com aumento de 1000X de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada
em meio proposto por Da Silva (2010) ap6s 96 h de cultivo, sem tratamento com a enzima zymolyase 20-T
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Figura 5.23 - Microscopia 6tica com aumento de 1000X de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada
em meio proposto por Da Silva (2010) ap6s 96 h de cultivo, submetida ao tratamento com a enzima
zymolyase 20-T por 45 min

Outro teste foi realizado para verificar o nivel de degradagdo da parede celular de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 promovido pelo tratamento com 10 mg de zymolyase 20-T por
grama de massa Umida de células em 45 min, adicionando 50 uL de suspensdo de células,
antes e ap0s o tratamento enzimético, a 2 mL de 4gua. Apds 45 min de incubagdo, a solucéo
tratada mostrou-se translicida devido a disrup¢do osmaética dos esferoplastos e a solugéo néo
tratada continuou turva. Mensurando a densidade 6tica (DO) a 570 nm de cada solugéo, foi
verificado que a razdo entre os valores lidos de DO para solugdo néo tratada e tratada com a
enzima foi superior a 3:1, condi¢do considerada ideal que confirma o rompimento da parede
celular, segundo Meisinger et al. (2005).

Através das Figuras 5.20 e 5.22, foi possivel identificar diferenca morfoldgica entre
células crescidas em YPG (mais ovoides e grandes) e as crescidas em meio para produgao de
acido citrico (menores e mais alongadas) denotando possivel estresse nutricional por excassez
de nitrogénio.

Purificacdo da fracdo mitocondrial em um gradiente de densidade com Sacarose

ApoGs o tratamento enzimético, o extrato celular contendo esferoplastos foi separado
por centrifugagdo a 3.000 g por 5 min, lavado com tampdo Zymolyase pH 7,4, novamente
centrifugado a 3.000 g por 5 min e o pellet formado foi resuspenso em tampédo de
homogeneizacdo. Esta suspensdo, por sua vez, foi submetida a acdo de um potter
(homogeneizador de vidro) para promover o rompimento mecanico da membrana da célula.
Posteriormente, esta suspensdo foi submetida a diferentes valores de agitagdo na centrifuga
para obter uma fragdo mitocondrial, que foi resupensa em tampdo SEM (secdo Materiais e
Métodos, item 4.8.7).

Entretanto, esta fracdo mitocondrial é definida como bruta, uma vez que possui
contaminacdes de outras organelas presentes no citoplasma da célula, por exemplo, reticulo
endoplasmatico e vactolo, bem como de membrana plasmatica (MEISINGER et al., 2005).
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Portanto, a suspensdo mitocondrial bruta foi purificada via gradiente de densidade com
sacarose. No topo do gradiente de sacarose, foi adicionada a suspensdo mitocondrial bruta,
que foi centrifugada a 134.000 g por 1 h a 2°C. Apos centrifugacdo, a mitocondria foi
separada e coletada com auxilio de pipeta Pasteur da interface 60%/32% do gradiente de
sacarose (Figura 5.24).

32%/60% de
sacarose em
SEM

Figura 5.24 — Resultado da centrifugacdo do gradiente de densidade com sacarose a 134.000 g por 1 h a
2°C da fragdo mitocondrial isolada de Y. lipolytica IMUFRJ 50682

Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-

page)

A fracdo mitocondrial pura, obtida apds purificacdo em gradiente de densidade de
sacarose, foi resuspensa no reagente de extragcdo de proteina tipo 4 da Sigma-Aldrich (uréia,
tiouréia, Trizma® e detergente C7Bz0). O extrato protéico, cujo volume continha 100 pg de
proteinas foi aplicado ao gel de 12% de SDS-poliacrilamida para eletroforese. Apos a corrida,
0 gel foi submetido a coloragdo em uma solucdo coloidal de azul de Coomassie e,
posteriormente, foi descorado em solucdo contendo metanol 43% e &cido acético 7,5%.

As imagens A e B da Figura 5.25 mostram as bandas referentes as supostas proteinas
de mitocondria de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivadas em meio YPG e meio
descrito por Da Silva (2010), respectivamente. Observou-se uma diferenca na abundancia de
proteinas na regido proxima a 45 kDa, 30 kDa e 14 kDa.
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Figura 5.25 - Perfil 1-DE das proteinas extraidas das fragdes mitocdndrias puras de Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682. (A) 1. Proteinas de mitocondria de células cultivadas em YPG; (M) Padrdo de peso
molecular. (B) 1. Proteinas de mitocdndria de células cultivadas em meio proposto por Da Silva (2010);
(M) Padrao de peso molecular. A quantidade de proteinas aplicada em cada coluna foi de 100 pg.

Andlise dos peptideos por Nano-LC-ESI-Q/TOF:

Os peptideos provenientes das bandas dos géis 1D foram analisados no espectrometro
de massas do tipo ESI-Q/TOF. A fracdo mitocondrial isolada de células de Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 cultivadas nas duas condi¢cbes de processo tiveram as suas proteinas
identificadas por Espectrometria de Massas. As buscas foram feitas no banco de dados
MASCOT. A massa molecular e o pl tedricos foram identificados pelo MASCOT. As funcbes
e a localizago subcelular de cada proteina foram obtidas do banco de dados UNIPROT e de
dados retirados da literatura. As vias metabdlicas a qual a proteina € envolvida foram
identificadas com a Enciclopédia de Kioto de Genes e Genoma (KEGG) e as proteinas foram
agrupadas em categoria de acordo com KEGG.

A andlise das proteinas detectadas pela digestdo triptica e espectrometria de massas
permitiu a identificacdo de 45 e 47 proteinas para a fracdo mitocondrial obtida de células
cultivadas em YPG e no meio de Da Silva (2010), respectivamente, sendo 13 proteinas
comuns as duas condicdes de cultivo, totalizando 32 e 34 proteinas diferentes para a fragao
mitocondrial obtida de células cultivadas em ambas as condi¢des, respectivamente (Figura
5.26).
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YPG (45) Da Silva (2010) (47)

Figura 5.26 - NUmero total de proteinas comuns e de proteinas Unicas para cada fragdo mitocondrial de
células de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 cultivadas em YPG e em meio proposto por Da Silva (2010).

Categoria e processo biolégico das proteinas identificadas no estudo protedmico:

As proteinas identificadas foram classificadas em categorias de acordo com as suas
funcbes: Metabolismo de carboidrato; Metabolismo energético; Metabolismo de Amino&cido;
Metabolismo de Lipideo; Traducdo; Transporte em Membrana; Folding, Sorting and
degradation e Transporte e Catabolismo.

As categorias com maior nimero de proteinas foram Metabolismo Energético,
Traducdo, Metabolismo de Carboidrato e Dobrével, Triagem e Degradacéo (Folding, Sorting
and Degradation) para a fracdo mitocondrial de células cultivadas em YPG (controle) e
Metabolismo Energético e Metabolismo de Carboidrato para a fragdo mitocondrial de células
cultivadas no meio de producgdo que proporcionou producdo de acido citrico (Da Silva, 2010).
O numero total de proteinas de cada categoria para as duas condices experimentais €
mostrado na Figura 5.27. Observou-se um numero maior de proteinas, 6, envolvidas no
Metabolismo de Carboidrato, na fragdo mitocondrial de células cultivadas no meio de
producédo (Da Silva, 2010) em relagdo a fracdo mitocondrial obtida no experimento controle
(3 proteinas).

Proteina classificada na categoria Metabolismo de Lipideo foi identificada somente na
fracdo mitocondrial do experimento controle. A ndo determinacdo de proteinas pertencentes a
esta categoria na fragdo mitocondrial isolada de células cultivadas em meio de producéo de
acido citrico (Da Silva, 2010) pode ser explicada pelo fato do acimulo e excrecdo de maior
quantidade de &cido citrico estar relacionada com a inativacao da via metabodlica de formagao
de lipideos, uma vez que o acido citrico € precursor desta via que ocorre no citoplasma da
célula. Outra suposi¢do seria que a técnica utilizada para separacéo e detec¢do de proteinas
neste estudo ndo ser sensivel para detectar proteinas menos abundantes.

Proteinas classificadas nas categorias Metabolismo de Aminoécidos, Transporte e
Catabolismo e Transporte em Membrana foram identificadas somente em fragdo mitocondrial
de células cultivadas no meio de producéo de &cido citrico. Observou-se um nimero maior de
3 proteinas, envolvidas na categoria Dobréavel, Triagem e Degradacdo (Folding, Sorting and
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degradation), na fracdo mitocondrial do experimento controle em relagdo a fracdo
mitocondrial do experimento de producdo de acido citrico (1 proteina).

A categoria Traducdo apresentou maior quantidade de proteinas para o experimento
controle (6) enquanto que a fracdo mitocondrial obtida do experimento de produgdo de acido
citrico apresentou 1 proteina. Nado houve diferenca significativa em termos de quantidade na
categoria Metabolismo Energético entre as duas condicOes estudadas. Os bancos de dados
consultados (UNIPROT e KEGG) nédo forneceram a informagéo a que categoria pertencia 21
e 22 proteinas dos experimentos controle e de producdo de acido citrico, respectivamente.

m Proteinas de fracdo mitocondrial de
experimento controle YPG

B Proteinas de fragfo mitocondrial de
experimento de producio de acido citrico,
Da Silva, (2010}

Numero de Proteinas

¥ & &
o e
o £
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o &
. o
. &
; =
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Figura 5.27 - Classificacdo, baseada no KEGG, em categorias de proteinas identificadas pelo modo em
fracdes mitocondriais de Y. lipolytica IMUFRJ 50682. (™) Proteinas de fracdo mitocondrial de células
cultivadas em experimento controle (YPG); (M) Proteinas de fragdo mitocondrial de células cultivadas
em experimento de producdo de acido citrico, Da Silva (2010). Os numeros acima das colunas
representam o nimero de proteinas identificadas para cada categoria.

As proteinas foram classificadas de acordo com o processo bioldgico a qual estdo
relacionadas e observou-se a que a maioria das proteinas identificadas na fragdo mitocondrial
isolada do experimento controle participa do Processo de sintese de ATP, Sintese de ATP
acoplada a transporte de proton, Ciclo do Acido Tricarboxilico, Biossintese de Proteina,
Processo Metabdlico de glicerol-3-fosfato, Transporte Transmembranar, Enovelamento de
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Proteinas, ATP binding, Processo biossintético de cobalamina, Biossintese de acidos graxos,
Regulagéo de transcrigdo, Resposta a estresse, Tradugdo (Tabelas 1 do anexo I).

Na fracdo mitocondrial isolada de células cultivadas no meio de produgdo de acido
citrico, os processos bioldgicos a qual as proteinas identificadas fazem parte sdo Processo de
sintese de ATP, Sintese de ATP acoplada a transporte de préton, Ciclo do Acido
Tricarboxilico, Biossintese de Proteina, Transporte Transmembranar, Enovelamento de
Proteinas, ATP binding, Homeostase Redox Celular, Processo Metabélico de Aminoécido,
Biogénese Mitocondrial (Tabelas 2 do anexo 1).

Localizacéo subcelular das proteinas identificadas:

A localizacdo subcelular das proteinas identificadas foi investigada para se verificar se
todas eram proteinas mitocondriais ou pertenciam a diferentes compartimentos celulares. A
localizacdo destas proteinas foi realizada através do banco de dados UNIPROT e evidéncias
experimentais.

De 45 proteinas identificadas na fracdo mitocondrial do experimento controle por este
estudo protedmico, 18 tiveram sua localizagdo identificada na mitocondria, 4 foram
localizadas no ribossomo e 5 no citoplasma (Figura 5.28). Na fragcdo mitocondrial obtida de
células cultivadas no experimento de producdo de &cido citrico, 31 foram localizadas na
mitocondria. Actina ( gi|32127383, Tabela 2 do anexo 1), localizada no citoesqueleto, foi
somente detectada na fracdo mitocondrial obtida de células cultivadas no meio de Da Silva
(2010) (Figura 5.29).

Um namero de proteinas detectadas nas fracfes mitocondriais neste presente estudo
tem sido descrito até o momento para outros compartimentos subcelulares. Entretanto,
similiar resultado foi encontrado na preparagdo mitocondrial de Sacharomyces cerevisiae no
estudo realizado por Ohlmeier et al. (2004).

A identificacdo de proteinas ndo-mitocondriais neste presente estudo protedmico
supde que a fragdo mitocondrial apresentava contaminagéo devido a purificagdo mitocondrial
ter ocorrido de forma incompleta. Outra suposicéo € a existéncia de uma interacéo fisica da
mitocondria com outros compartimentos celulares e a existéncia de proteinas com
localizagbes multiplas (ACHLEITNER et al., 1999). Esta concluséo é sustentada por estudos
anteriores que mostram especificas interacbes entre mitocdndria e ribossomos (LITHGOW,
2000; MARC et al., 2002), reticulo endoplasmético (ACHLEITNER et al., 1999) e
citosqueleto (RABILLOUD et al., 1998).

A localizacdo subcelular de todas as proteinas identificadas foi sumarizada na Figura
5.28 e 5.29, que apresenta a classificacdo em mitocondrial, citoplasmatica, de membrana,
ribossdmica e proteina de localizacdo desconhecida.
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m Mitocondria (18) mRibossomo (4) m Citoplasma (5) m Desconhecida (18)

Figura 5.28 — Resumo da localizag&o subcelular de todas as proteinas identificadas na fracdo mitocondrial
de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada em experimento controle (YPG)

m Mitocondria (31) = Membrana (3) m Citoplasma (2)
m Citoesqueleto (1) mDesconhecida (10)

Figura 5.29 — Resumo da localizag&o subcelular de todas as proteinas identificadas na fracdo mitocondrial
de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivada em experimento descrito por Da Silva (2010) para
producéo de acido citrico.

Para identificar se houve uma purificacdo adequada da fracdo mitocondrial torna-se
necessario realizar técnicas de confirmacdo, por exemplo, Western blot usando anticorpos
especificos da proteina marcadora de organelas ou Microscopia Eletronica.

Presenca de proteinas em diferentes bandas:

Algumas proteinas foram detectadas em diferentes bandas do gel unidimensional para
a mesma condicdo experimental e este resultado foi apresentado para ambas as condicdes de
cultivo. Comparando com os valores das proteinas padrao, a presenca de proteinas de massa
molecular superior em bandas do gel unidimensional entre valores de massa molecular
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inferior pode indicar que occoreu fragmentacao proteica durante o processo de preparacao da
amostra antes de ser aplicada no gel. Um exemplo é a presencga da proteina YALI0OB22066p,
identificada em ambas as fragbes mitocondriais, em diferentes bandas. A massa molecular
tedrica desta proteina é 99,54 kDa, porém foi identificada nas bandas 2, 11, 12, 13, 14, 15, 16
e 17 (Figura 5.25 e Tabelas 1 e 2 do anexo 1), cujas massas moleculares aceitiveis séo
inferiores ao valor tedrico determinado pelo banco de dados MASCOT. Este fendmeno foi
descrito em estudo anterior (Ohlmeier et al., 2004).

A proteina YALIOD08228p (ADP/ATP proteina transportadora adenina nucleotideo
translocator) de massa molecular tedrica 33,356 kDa foi localizada na banda 11 do gel
unidimensional, correspondendo a amostra proteica da fragdo mitocondrial do meio de
producdo de &cido citrico. Entretanto, a massa molecular aceitavel para esta banda era
superior a 97 kDa, comparando com as massas das proteinas padrdo (Figura 5.25). Durante o
preparo da amostra, pode ter ocorrido a formagéo de dimero entre os peptideos desta proteina,
explicando a presenca desta proteina de baixa massa molecular em banda que aceita proteina
de massa molecular superior.

Proteinas Relacionadas a Producéo de Acido Citrico:

Neste estudo protedmico foi proposto duas condi¢des experimentais de cultivo para a
levedura Y. lipolytica IMUFRJ50682: meio YPG, onde ndo foi detectada a produgdo de &cido
citrico e o meio descrito por Da Silva (2010), onde verificou-se a producdo de 5,05 g/L de
acido citrico e 10,12 g/L de acido isocitrico em 98 h de experimento (Figura 5.11).

A tentativa de se verificar possiveis diferencas no proteoma mitocondrial nas duas
condigBes experimentais foram propostas para se estudar a influéncia de proteinas existentes
nesta organela para propor futuramente melhorias na producédo de &cido citrico por esta cepa
de levedura. Trinta e quatro diferentes proteinas foram detectadas no extrato mitocondrial
obtido de células de levedura cultivadas no meio de producédo de &cido citrico como se pode
verificar na Tabela 5.10.

A proteina YALIOD08228p (ADP/ATP carrier protein adenine nucleotide
translocator) foi encontrada apenas na fracdo mitocondrial de produgdo de &cido citrico e
participa do processo bioldgico transporte transmembranar e € pertencente a membrana
interna da mitocondria. A proteina YALIOA10659p, que também é uma proteina
transportadora de ADP/ATP, participa do mesmo processo bioldgico e mesma localizacéo da
proteina citada anteriormente, foi identificada somente na fracdo mitocondrial de células
cultivadas no meio YPG. Ambas apresentam caracteristicas semelhantes como a massa
molecular e pH tedricos que sdo 33,356 kDa e 32,967 kDa e 9,77 e 9,7, respectivamente
(Tabelas 1 e 2 do anexo I). Ambas as proteinas presentes nas duas fra¢des mitocondriais,
isoladas de celulas cultivadas em condicOes diferentes, foram identificadas pelo banco de
dados UNIPROT pertencer & levedura Yarrowia lipolytica CLIB122. Atraves deste resultado,
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supde-se que a condicdo de cultivo das células pode influenciar na composigdo das proteinas
que desempenham a mesma funcéo na célula.

As proteinas YALIOA01023p e YALIOB12188p participam do processo bioldgico de
ligacdo de ATP (ATP binding) e possuem pl tedricos similares, porém possuem massas
moleculares diferentes e a primeira pertence a familia ATPase transportadora de cations e a
segunda a familia transportadora ABC, mostrando que sdo protéinas diferentes. Ambas estéo
presentes na fracdo mitocondrial de células cultivadas no meio de produgdo de &cido citrico
(Tabela 5.10; Tabela 2 do anexo I). A Unica proteina identificada pertencendo a via
metabodlica de degradacdo de RNA (RNA degradation), que é englobada na categoria Processo
de Informagdo Genética- Dobravel, Triagem e Degradacdo (Folding, sorting and
degradation) foi a YALIOC17347p para o extrato mitocondrial de células no meio de
producéo de acido citrico.

A proteina gi|51012446 (aconitato hidratase mitocondrial) foi identificada apenas no
extrato mitocondrial da levedura crescida em meio que favoreceu a producéo de &cido citrico.
A enzima aconitase catalisa a isomerizacéo reversivel do citrato a isocitrato no ciclo do &cido
tricarboxilico. A presenca desta enzima apenas nesta condi¢do corrobora com os resultados de
producdo dos acidos, visto que esta condi¢do experimental induziu a producéo de &cidos
citrico e isocitrico. Pode se supor que a técnica protebmica ndo detectou esta enzima na
condigdo de proliferacdo celular, pois ndo h4 acumulo de citrato ou isocitrato. Portanto, o
micro-organismo ndo tem a necessidade de expressar esta enzima em grande quantidade.

As proteinas YALIOD23683p (componente Acetiltransferase do complexo piruvato
desidrogenase ou componente E2 piruvato desidrogenase, EC:2.3.1.12) e YALIOD20768p
(diidrolipoil desidrogenase, EC:1.8.1.4, componente E3 piruvato desidrogenase) foram
identificadas apenas no extrato mitocondrial das células cultivadas no meio de produgéo de
acido citrico (Tabela 5.10). Estas enzimas pertencem ao complexo enzimatico piruvato
desidrogenase e sua localizagdo foi determinada pelo UNIPROT na matriz mitocondrial,
corroborando a literatura. Segundo Lehninger, Nelson e Cox (2003) o complexo piruvato
desidrogenase estd localizado na matriz mitocondrial dos eucarioticos. Berendzen et al.
(2006) sugerem que sua localizacdo estd no espago intermembrana e ndo na matriz das
mitocondrias.

A funcdo do complexo piruvato desidrogenase é catalisar a conversdo total do piruvato
a acetil-CoA e géas carbdnico, segundo o banco de dados UNIPROT. Este complexo participa
das vias metabdlicas glicolise, gliconeogenese, metabolismo de piruvato, biossintese de
metabdlitos secundarios e ciclo do &cido tricarboxilico, como é ilustrado na Figura 5.30. Este
complexo consiste em trés enzimas distintas denominadas de piruvato descarboxilase (E1),
diidrolipoil transacetilase (E2) e diidrolipoil desidrogenase (E3), e cinco coenzimas - tiamina
pirofosfato (TPP - Thiamine PyroPhosphate) para E1, lipoato (grupo lipoil) e CoA-SH para
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E2, FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo) e NAD™ (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo)
para E3 (LEHNINGER, NELSON e COX, 2003).

YALIOD20768p, além de participar do metabolismo de carboidrato atua no
metabolismo de aminoacidos: metabolismo Glicina, serina e treonina e degracdo de valina,
leucina e isoleucina (KEGG).
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YALIOD16753p ou Malato desidrogenase foi identificada apenas na fragéo
mitocondrial no meio de producéo de &cido citrico. Essa enzima participa do ciclo do acido
tricarboxilico e foi localizada na matriz mitocondrial, conforme informado no banco de dados
KEGG e UNIPROT (Tabela 5.10; Tabela 2 do anexo I).

A localizacdo da proteina YALIOD04554p foi definida na membrana externa da
mitocondria, porém ndo teve sua funcéo e via metabodlica a qual pertence definidas.

Néo foi possivel determinar a localiza¢do, funcéo, processo bioldgico e via metabdlica
das proteinas YALIOEO07623p e YALIOC04389p através de pesquisa em bancos de dados
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MASCOT, UNIPROT e KEGG. O proteoma da mitocdndria ainda ndo est4d completo.
Portanto, a presenca destas proteinas na mitocondria pode ter sido uma descoberta. Ambas as
proteinas foram identificadas na fracdo mitocondrial de células cultivadas em meio que
favorecia a produgdo de &cido citrico (Tabela 5.10).

YALIOF18359p (UNIPROT) ou NADH desidrogenase (ubiquinona) Fe-S proteina 5
(KEGQ) foi identificada somente na fracdo mitocondrial para células cultivadas no meio de
producdo de &cido citrico e participa da fosforilagdo oxidativa (Tabela 5.10; Tabela 2 do
anexo ).

YALIOB02178p (Aspartato aminotransferase (UNIPROT); EC:2.6.1.1 (KEGG)),
enzima que foi identificada participar do metabolismo alanina, aspartato e glutamato foi
encontrada no proteoma da mitocdndria de células cultivada em meio de cultivo que
propiciou a producao de &cido citrico (Tabela 5.10). Esta enzima catalisa a conversdao dos
substratos aspartato e oxoglutarato aos produtos oxaloacetato e glutamato
(http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?2.6.1.1/KEGG).

Proteinas ribossdmicas (40S proteina ribossomal S19; 60S proteina ribossomal L14;
40S proteina ribossomal S18 e 60S proteina ribossomal L35) foram identificadas apenas na
fracdo mitocondrial de células cultivadas no experimento controle (YPG) (Tabela 5.10) e
todas participam do processo bioldgico Traducéo (tabela 1 do anexo I). Ohlmeier et al. (2004)
estudaram o proteoma mitocondrial da levedura Sacharomyces cerevisiae em condi¢do de
respiracdo e fermentacdo e uma proteina ribossémica foi identificada: 40S small sbunit
ribossomal protein.

Proteinas de choque térmico (Proteina de choque térmico 83 e Proteina de choque
térmico Hsp90) foram identificadas apenas na fracdo mitocondrial de células cultivadas no
experimento controle (YPG) (Tabela 5.10). A Proteina de choque térmico Hsp90 atua no
processo bioldgico de resposta a estresse e na via processamento de proteinas no reticulo
endoplasmatico.

No estudo protedmico realizado nas duas fragdes mitocondriais obtidas de condig¢des
diferentes de cultivo, a maior parte de proteinas indetificadas esta presente na membrana
interna da mitocondria. Este resultado mostra a importancia de se realizar um estudo
protedmico dos componentes da mitocondria separadamente, ou seja, lisando a mitocondria e
identificagdo do proteoma da matriz mitocondrial e das membranas externas e internas
separadamente a fim de verificar se a baixa identificacdo de proteinas de matriz ndo foi
prejudicada pela presenca das proteinas de membrana (Tabela 1 e 2 do anexo ).
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Tabela 5.10 — Proteinas detectadas somente em fragdo mitocondrial de células de Y. lipolytica cultivada em
YPG e em meio para producao de acido citrico (Da Silva, 2010).

Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial
de células cultivadas no meio YPG

Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial de
células cultivadas no meio de producio de icido citrico

putativo subunidade NADH-
gi361127131 ubiquinona oxidoredutase 78 kDa,
mitocondrial

citocromo ¢ oxidase subunidade

115656
156564666 2, parcial (mitocondria)

1154275722 Subunidade de succinato
8154275722 desidrogenase flavoproteina

ZYBADS06-03774g1_1 cu ATP

157347
5323423909 sintase subunidade alfa
50546785 YATIOB13970p ou glicerol-3-
SIPLRERIES fosfato desidrogenase (KEGG)
. Fator de alongamento e traducio
574345
gi357434536 1 alfa, parcial
, Fator de alongamento e tradugio
336377168
el 1 alfa, parcial
gi|516554341 ATP sintase, parcial
MULTIESPECIES: precorrin-6X
oA 45047
gi|490745942 redutase
. YALIOD17864p ou Cadeia
50550071
& longa de acil-CoA sintetase
ADP/ATP proteina
gi|50543574 transportadora ou
YALIOA1065%
gi|240281608 Proteina hipotética conservada
. Fator de Alogamento e traducéo 1
2997727
gl Al
6i{159895252 Fator de Alogamento e tradugio 1

alfa. parcial

gi| 562973879 Plasma membrane ATPase
gi|212537861 P-type ATPase, putative
gi| 191174826 plasma membrane ATPase 2

2345569769 hypothetical protein AOL_s00007g539

PMA1 _NEUCR Plasma membrane

46109086
g ATPase (Proton pump)
i367005989 hypothetical protein TPHA 0K01590
=l yp P _
gi|332687492 Plasma membrane H+-ATPase
22 ;
5150550183 YAILIDDOS--Sp (ADP.AIP carrier
protein adenine mucleotide translocator)
gi[50542946 YTALIDA01023p
gi| 50546639 YALIOB12188p
gi| 50548379 TALIOC0988%p
gi|210075535 YALIOC17347p
gi|51012446 mitochondrial aconitate hydratase

YATIOD23683p ou Acetyltransferase
component of pyruvate dehydrogenase
gi| 50551453 complex (UNIPROT) e pyruvate
dehvdrogenase E2 component
(dihydrolipoamide acetyltransferase)
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Tabela 5.10 - continuagéo

Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial | Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial de
de células cultivadas no meio YPG células cultivadas no meio de producio de acido citrico

Fator de Alogamento e traducio 1-

gi222476495 afa g 71483401 Fator de Alogamento-1 alfa
2 1 7 N
5il56377826 Fator de Alogamento-1 afa gi|50551225 YALIOD20768p ou Dihydrclipoyl
dehydrogenase
YALIOD16753p ou Malate
11505482 35 {5055
gi|50548217 YALIOC07953p gi| 50550873 dehydrogenase (UNIPROT)
. . sphingolipid long chain base-responsive
5554 2 2 542732
gi|50554163 YALIOE27962p gl 154273230 protein PIL1
. . Sphingolipid long chain base-responsive
482 - 562
gi[961482 Fator de Alogamento-1 alfa gi|562977197 protein LSP1
YALIOB02178p ou Aspartate
gi|254566257 Proteina de choque térmico Hsp90 gi|50545753 aminotransferase (UNIPROT) e

aspartate aminotransferase, mitochondrial

[EC2.6.1.1] (KEGG)

cell wall integrity signaling protein

i|156848696 Protei ipotética Kpol 1002pl16 i[212540872
&l roteina Hipotética Kpol_ P & Lspl/Pill, putative

gi|50548073 YALIOC06171p gi32127383 Actin
gi[123666 Proteina de chogue térmico 83 gi|365985389 hypothetical protein NDAI 0C06250
gi|30547339 408 proteina ribossomal 519 gi|50288123 hypothetical protein

605 proteina ribossomal L14 ou

gi|50551803 AL TORODSE 5i|588256444 Malate dehydrogenase
£i|210075961 YALIOF06061p gi|50549875 YALIODO04554p
. 4085 proteina ribossomal 518 ou . YATIOB20482p (UNIPROT) prohibitin
210075787 50547337
& YALIOD20614p &l 2 (KEGG)
, YALIOA17468p (UNIPROT) ubiquinol-
5
gil50543518 60S proteina ribossomal L33 ou 5i|50545255 cytochrome ¢ reductase cytochrome cl

oyl
YALIDAQ9922p subunit (KEGG)




Tabel 5.10 - continuacao

Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial
de células cultivadas no meio YPG

Proteinas Identificadas somente na fracio mitocondrial de
células cultivadas no meio de producio de acido citrico

gi| 50551053 YALIOD18744p

Proteina hipotética

1452844805

8il452844805 DOTSEDRAFT 70666

£i[569421590 sm; m@na-
proteina-quinase

gi|30557242 YALIOF29973p

gi| 30552520 YALIOE07623p
YALIOF07975p (UNIPROT) ou
mitochondrial fission process protein 1
50555469
e (KEGG)
gi|50547939 YALIOC0438%p

YALIOD11814p (UNIPROT) e F-type
gi| 30550487 H+-transporting ATPase subunit {
(KEGG)

YALIOF18359p (UNIPROT) NADH
gi210076047 dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S
protein 5 (KEGG)
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6 Conclusao

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

A quantidade de &cido citrico e biomassa produzida por Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 foi influenciada pela origem do glicerol bruto utilizado como fonte de carbono. Foram
utilizados dois tipos de glicerol bruto obtido do processo de producéo de biodiesel a partir de
reacdo de transesterificagdo: oriundo da rota etilica catalisada por NaOH e rota metilica
catalisada por KOH, ambos utilizano 6leo de soja. A maior produgdo de &cido citrico foi de
6,75 g/L utilizando glicerol da rota etilica.

As concentracbes de extrato de lévedo testadas influenciaram a produgdo de &cido
citrico por Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682, em glicerol bruto como fonte de carbono,
sendo que a producdo de &cido citrico foi ligeiramente maior para o ensaio no qual a
concentragdo inicial de extrato de levedura utilizada foi 0,1705 g/L.

A presenga de sulfato de am6nio no meio de cultivo na produgdo do &cido citrico por
Y. lipolytica IMUFRJ 50682 reduziu a concentracéo e produtividade de é&cido citrico (4,35 g/L
para 2,67 g/L e 0,05 g/L.h para 0,03 g/L.h) e estimulou a producdo do &cido isocitrico em
1,74 vezes comparando com 0 ensaio realizado na auséncia de sulfato de amonio na
concentragdo testada.

A reducdo da concentracdo dos ions ferro e manganés no meio tamponado nédo
favoreceu a producéo de &cido citrico, sendo a concentragdo méaxima (Pac) e a produtividade
(Qac) de &cido citrico obtidas em 98 h de processo similares entre todas as condigdes testadas.
A concentracdo de &cido isocitrico foi reduzida para 3 g/L em 98 h de fermentagdo quando a
concentragdo do sal FeCls foi reduzida para 0,006 g/L.

Em biorreator, a melhor produc&o de acido citrico por Y. lipolytica, utilizando glicerol
bruto da rota metilica como fonte de carbono, foi a 550 rpm com 7,03 g/L de &cido citrico e
Yessigual a 0,47 g/g.

A adicdo de sesamol na concentragdo 1,5 mM ao meio de producéo de &cido citrico
descrito por Da Silva (2010) para crescimento de Y. lipolytica IMUFRJ 508682 n&o foi
satisfatdria, pois a producdo de &cido citrico foi reduzida na presenca deste composto. Na
presenca de sesamol, a fluorescéncia relacionada ao lipideo neutro apresentou valores
inferiores, indicando uma produ¢do menor de corpulsculos lipidicos (lipideo neutro).

Diante as dificuldades de se atingir a lise celular de Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682, o protocolo de Meisinger et al. (2005), descrito para promover o isolamento da
mitocondria de leveduras convencionais, foi adapatado aumentando a concentragéo de enzima
Zymoliase 20-T, responsavel pela degradacéo da parede celular da levedura, de 3 mg para 10
mg por grama de massa Umida de células. Esta modificagdo foi necesséaria devido as
caracteristicas de superficie inerentes a esta espécie.

No estudo protedmico, foram indetificadas 45 e 47 proteinas para a fracdo
mitocondrial obtida de células cultivadas em YPG e no meio de Da Silva (2010),
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respectivamente, sendo 13 proteinas comuns as duas condicdes de cultivo, totalizando 32 e 34
proteinas diferentes para a fragdo mitocondrial obtida de células cultivadas em ambas as
condigBes, respectivamente. A maior parte de proteinas identificadas estd presente na
membrana interna da mitocondria.

Esse € o primeiro resultado de proteoma mitocondrial de Y. lipolytica para a producéo
de &cido citrico, o que permite a identificacdo de proteinas essenciais para este fim. Sendo
assim, os resultados evidenciam a importancia de se realizar um estudo proteGmico dos
componentes da mitocondria separadamente, ou seja, lisando a mitocondria e identificando o
proteoma da matriz mitocondrial e das membranas externas e internas separadamente a fim de
verificar se a baixa identificacdo de proteinas de matriz ndo foi prejudicada pela presenca das
proteinas de membrana.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar o estudo protedmico dos componentes da mitocondria separadamente;
Realizar Western Blotting para confirmar o isolamento mitocondrial;

Realizar medidas de atividades das enzimas relacionadas a producéo de &cido citrico,
por exemplo, citrato sintase, aconitase, isocitrato desidrogenase NAD" dependente,
isocitrato liase e citrato liase nas condi¢Oes experimentais estabelecidas neste presente

estudo;

Realizar o modelo cibernético da cepa Yarrowia lipolytica.
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ANEXO |

Tabela I - Proteinas identificadas na fracdo mitocondrial de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivadas em meio controle YPG

Cédigo no Nome da proteina ' . pl Score ' Cobertura . L . . —
Banda NCBI (MASCOT) Massa Teérica (KDa) Tesrico (MASCOT) Matches %) Bandas Organismo Processo Biologico Via (KEGG) Categoria (KEGG) Localizacio
2 430347471 YALIOB22066p 9954 179 147 3 4 211 Yarrowia lipolvtica CLIB122  Processo de biossintese de ATP Fosforilacio oxidativa Maﬂb"]f;m"'}é"‘tab“h‘m" Membrana
nergético
gi[50549945 YALIODOS467p 79689 5,56 102 3 4 2,12 Yarrowia lipolytica CLIB122  intese de ATP acoplada ao Fosforilagio oxidativa Metabolismo-Metabofismo Membrana
transporte de elétrons Energético
g210075713  YALIOD11374p 70322 6.23 78 1 1 2,12 Yarrowia lipolytica CLIB122  Ciclo do dcido tricarboxilico Ciclo do deido ricarbonico ¢ Metabolismo de carboidrato,  Membrana ierna da
fosforilagdo oxidativa (KEGG) Metabolismo energético mitocondria (KEGG)
putativo subunidade
5361127131 NADH.-ubiquinona 68903 .02 74 2 3 2 Glarea lozovensis 74030 Sintese de ATP acoplada ao Fosforilagdo oxidativa Metabolismo-Metabolismo Membrana
oxidoredutase 78 kDa, transporte de elétrons Energético
mitocondrial
citocromo ¢ oxidase
Metabolismo -Metabali Membrana Interna di
5156564666  subunidade 2, parcial 22578 169 65 1 5 2 Yarrowia lipolytica cadeia transportadora de elétrons Fosforilacio oxidativa clabolisme -ielabolsme cmbrana ema ce
N : Energético mitocdndria
(mitocondria)
Ciclo do acido tricarbasili
Subunidade de succinato cadeia transportadora de elétrons e folsf;rﬂauﬁa: U:ida;:ra S{.ECGDG; Metabelismo-Metabelismo de
gi|154275722 desidrogenase 70827 6,21 64 1 1 2 Ajellomyces capsulatus NAml . p . . " . .; . : carboidrato, Metabolismo Mitocondria
) ciclo do 4cido tricarboxilico Biosintese de metabdlitos .
flavoprotema . Energetico
secundarios
Produgzo de ATP a partir de ADP na . . Complexo transporte de
3 50855055  YALIOF03179% 58100 8.91 34 9 16 3.5.13.15  Fawowia lipolytica CLIBI22 presenca de um gradiente de protons ~ Fosforilagio oxidativa Matab"];m@émb“hm) prétons ATP sintase,
nergetico
atraves da membrana g micleo cataliico F (1)
Complexo F1F0- ) . Hidrolise de ATP acoplada a . . Complexo transporte de
§126274595  ATPase, subuzidade F1 58815 878 220 P 9 3,513 SCheﬁrM”mggzﬂ”’“” CBS ansporte de proton ou sintese de Fosforilagio oxidativa Maﬂb"]gm‘ﬂu{“"tab“hm" prétons ATP sintase,
alfa - ATP acoplada a transporte de proton fergeneo micleo cataliico F (1)
gi7275 Fator de alongamento 1- 19936 8.52 157 3 6 3,13 Dictyostelium discoideum Biossintese de proteina RNA transport Processa de Infarmacio Citoplasma
alfa Genética - Tradugdo
gi223098706 FaoTde al$fammt° L 48126 6.84 157 3 6 3,813 mg“”é”é;gpﬂ";f"mm Biossintese de proteina RNA transport P’g;“;:;hi‘;i;“ Citoplasma
ZYBAOS06- . . . Complexo transporte de
Zy haromyces bailii  Sintese de ATP acoplada a transport Metabolismo-Metaboli
€i523423909  03774g]_1 ou ATP 59234 9,15 148 5 7 3 agosaecharomyces batl - Sinfese de A1 acopata ANAWPON®  Fosforiiacio oxidativa FlEbolsmo- Y RO prétons ATP sinfase,
X R CLIB 213 de proton Energético . .
sintase subunidade alfa micleo catalitico F (1)
Produgdo de ATP a partir de ADP . . Complexo transporte de
Metabolismo-Metaboli
5210075206 YALIOBO3982p 54616 5.07 146 4 9 3.13e14 Farrowia lipoltica CLIB122  na presenca de gradiente de proton Fosforilacko oxidativa clabolsmo-WIelabolsmo  prétons ATP sintase,

através da membrana

Energético

micleo catalitico F (1)
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Tabela I - continuagéo

Complexo glicerol-3-

YALIOB13970p ou tabéico licercl-3 fosfato desidr
gi50546785  glicerol-3-fosfato 67950 598 126 4 6 3 Tarrowia fipolytica CLIB12) ~ FrOCesso metancico gieeral-2- ostato cesicrogenase,
desidrogenase (KEGG) fosfato Mitocondria (Ohlmeier et
& al . 2004)
gj357434536 [ or de dlongamento e 30776 10 124 3 9 3 Cenococeum geaphilum Biossiatese de proteina
traducio 1 alfa. parcial
. Fator de alongamento e . i
gil336377168 . ) 33637 7.17 122 3 g 3 Citeromyces hawaiiensis Biossintese de proteina
tradugdo 1 alfa, parcial
gi|516554341  ATP sintase, parcial 21896 52 71 2 12 3 Magnusiomyces tetrasperma ATP binding
£il490745942 MULT[ES?EC[E& 73640 3,84 67 1 1 3 Lachnospiraceae Processo biossintético de cobalamina
precorrin-6X redutase
YALIOD17864p ou ! ‘
gi50550971  Cadeia longa de aci- 77068 75 66 2 3 3 Yarrowia fipolytica CLIB122 Atividade catalitica Biossintese de dcidos graxos Maﬁb“]ﬁm;j\fmb”m“ de
CoA sintetase iceo
gi50555090  YALIOF14223p 39628 9.33 142 3 7 4611etld  Tarowialipohtiog CLIB12y rusporte (familia transportadora Membrana
mitocondrial)
ADPIATP proteina Membrana Interna
gi|50543574 transportadora ou 32967 9.7 112 2 5 4 Yarrowia lipolytica CLIB122 Transporte transmembranar B Mitocondsial
YALIOA10659p .
Transporte de elétrons; Cadei Metabolismo-Metaboli Mernbrana Int
g[S0555522  YALIOF0S613p 44003 6.15 70 4 10 414 Tarrowia lipolytica CLIB122 - opone 8 Eleons; baded Fosforilagio oxidativa etabolsmo-2V etaboisma ermprana twietma
Respiratoria; transporte Energético Mitocondrial
Proteina hipotética Membrana Interna
12407 1495 vl 2 A - y 4
2240281608 conservada 24857 9.76 62 2 g 4 Ajellomyces capsulatus H143] Transporte transmembranar Mitocondsial
22097727 Fator de Alogamento e 50494 9.03 120 3 6 5, Yarrowia fipolytica CLIB122 Biossiatese de proteina Citoplasma
traducio 1-alfa
£i159805252 Fator de Alogamento ¢ 33557 7.7 107 3 8 5 Euraishia cidri Biossiatese de proteina
tradugio 1-alfa, parcial
. . . . Membrana Externa
gi|50556244 YALIOF17314p 29627 8.83 98 2 g 5.6¢el4 Yarrowia lipolytica CLIB122  Porina: proteina transmembranar . .
Mitocondrial
g222476495 Ttor de Alogamento e 25193 8.7 93 3 10 5 Avthonia caesia Biossiatese de proteina
traducio 1-alfa
gi56377826 Fator de ’:]lf“gamm'l 25307 6.67 72 2 7 5 Rhodotorula mavina Biossiatese de proteina
a
P 1o de proted Processo de Informagio
gi50848217  YALIOCO7933p 80285 493 75 2 2 5, Yarrowia lipolytica CLIB122  Enovelamento de proteiaas focessamento Ce PO AC (s nética - Folding, sorting and

reticulo endoplasmatico degradation
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Tabela I - continuagéo

Processo metabolico de proteina;

6 g 50554163 YALIOE27962p 99528 55 87 2 2 6 Yarrowia lipolvtica CLIB122 - -
Regulagio de transcrigio
250548497 YALIOC11341p 34617 49 75 2 6 6.14e15 Yarrowia lipolytica CLIB122
7 gi961482 Fator de :?gammm'l 50082 927 133 3 5 7 Neurospora crassa Biossintese de proteina Citoplasma
a
Proteina de choque Processamento de proteinas no Processo de Informacdo
2i|254566257 . b 80851 484 111 3 4 7 Komagataella pastoris GS115 Resposta a estresse . P . Genética - Folding, sorting and
térmico Hsp90 reticulo endoplasmatico i
degradation
ot o i . Processo de Informagéo
. Proteina Hipotética Vanderwaltozryma polvspora Enovelamento de proteinas e Processamento de proteinas no " ) .
156848696 81400 474 105 3 4 7 - : -
dl Kpol_1002p16 : DSM 70294 Resposta a estresse reticulo endoplasmatico Genética Foldmg.. sorting and
degradation
250548073 YALIOC06171p 36666 6.97 80 2 7 Te8 Yarrowia lipolvtica CLIB122 Atividade oxidoredutase
Proteina de ch Ty b brucei
gi123666 roteta e chogue 81121 5,15 80 2 2 7 FYPAnosoma BrUCE BIUCel by esso catabilico de ATP Citoplasma
térmico 83 (protozodrio)
8 2150545043 YALI0A14806p 52754 5.61 128 1 2 8el3 Yarrowia lipolvtica CLIB122 Matriz mitocondrial
250547339 408 protemna ribossomal 16237 8.86 108 2 11 8 Yarrowia lipolvtica CLIB122 Traducdo Processo de Informagao Ribossomo
S19 Genética -Tradugo
608 proteina ribossomal Processo de Informagéo
gi|50551803 L14 ou 15648 10,84 71 1 8 8 Yarrowia lipolytica CLIB122 Traducio Genética -Tradu é:’) Ribossomo
YALIOB00SS -
gi210075961  YALIOF06061p 10472 9.82 71 1 1 8 Tamowia lpolyfica CLIB12z  “omplese NADH ubiquinona
redutase. subunidade (ncbi)
. 408 protemna ribossomal ~ . . Processo de Informacio
210075 25 . ; 2 3
2210075787 $18 ou YALIOD20614p 17776 10,2 70 1 7 8 Yarrowia lipolytica CLIB122 Traducio Genética -Traducio Ribossomo
. 608 protema nbossomal ) Processo de Informagéo
505435 4164 ; , 27 3
gil50543518 135 ou YALIOADS922p 14164 10,97 66 1 8 8 Yarrowia lipolvtica CLIB122 Tradugiio Gentica Traducio Ribossomo
10 g50551053  YALIODIST44p 8364 10,73 68 1 12 10 Yarrowia lipolvica CLIB122 Membrana Interma
Mitocondrial
. Proteina hipotética Dothistroma septosporum
152844805 4
gil452844805 DOTSEDRAET 70666 10313 943 63 1 7 10 NZE10
gis6o4a1sep  Serinatreonina- 12995 6.67 62 1 2 10 Reticulomyxa filosa (protista)  Atividade de proteina-quinase
proteina-quinase
gi50557242 YALIOF29975p 27321 6.96 61 2 11 10 Yarrowia lipolvtica CLIB122 Atividade oxidoredutase
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Tabela Il - Proteinas identificadas na fracdo mitocondrial de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 cultivadas em meio otimizado por Da Silva (2010) para
producdo de &cido citrico

Massa

Banda Cédigo no NCBI Nome da proteina 1;;:];1':)3 Teﬁprlicu [XLiESDéE)T} Matches CD';;T}“H Organismo Bandas Processo Biolégico Via (KEGG) (E:ct;i[g; Localizacio
Yarrowia lipolvtica 2,11, 12. 13, Processo de biossintese de Metabolismo-
11 gi[30547471 YALIOB22066p 99.54 4,79 1106 22 18 CLE l‘z,}' 14,15.16 e ATP Fosforilagio oxidativa ~ Metabolismo Membrana
- 17 Energético
Ogataea Processo de biossintese de Metabolismo-
gi[362973879 Plasma membrane ATPase 98,676 5,00 515 10 7 & 11e12 Fosforilagdo oxidativa ~ Metabolismo Membrana
parapolymorpha DL-1 ATP .
Energético
gil212537861 P-type ATPase, putative 101378 5.69 382 7 4 T “["’:’;E‘gjlgfg“’ﬁ B leqy  (Processe d:_‘;‘“tm de Membrana
2191174826 plasma membrane ATPase 2 100051 52 314 6 5 Leptosphaeria maculans 1112 TTO0 d:‘;_‘;”‘“tm de Membrana
Arthroborrys oligospora P de biossintese d
#i343569769 hypothetical protein AOL _s00007g539 102086 310 6 5 ATCC 24927 lleny IR e Membrana
PMA]1_NEUCR. Plasma membrane ATPase Fusarium graminearum Processo de biossintese de Metaboismo-
246109086 T 100,290 494 305 6 5 & 11 Fosforilagdo oxidativa ~ Metabolismo Membrana
(Proton pump) PH-1 ATP .
Energético
. Metabolismo -
gi367005989 hypothetical protein TPHA_0K01590 99209 484 302 7 5 T“’m’pé;g’j:‘;f Faffi 1 Processo d:?;’smm % oforiiagio oxidativa  Metabolismo Membrana
Energético
115396758 Plasma membrane ATPase 102532 513 201 6 4 Asporgilus ferveus | 1y 131y, ) Processo de biossiatese de Membrana
EiRL=-01 e < NTH2624 R ATP :
21332687492 Plasma membrane H+-ATPase 90641 494 198 5 4 Saccharomyces warwm  11e12 RS0 d:?‘}‘,"“tm de Membrana
YALIODO08228p (ADP/ATP proteina ! .
Yarrowia lipolytica Membrana Interna de
15055 ; i 5 4 !
230550183 transportadora adenina nucleotideo 33,356 977 177 4 13 CLIB122 11 Transporte Transmembranar Mitocondria
translocator)
Yo via lipolyt:
#i50542946 YALI0A01023p 118951 516 18 2 2 i u ATP binding Membrana
Processo de
Yarrowia lipolvtica Ioformagzo
230546639 YALIOB12188p 144,542 3.6 108 2 1 CLEBAID"'; 11 ATP binding ABC transporters Ambiental- Membrana
- Transporte em
membrana
. Yarrowia lipolytica amino acid transmembrane
3054 4 4 3 o
2il30548379 YALIOC0988%p 66,430 8,94 95 3 3 CLIBIZ2 11 sansporter activiy Membrana
. Yarrowia lipolytica Transport (mitochondrial
50555990 YALIOF14225; 39.628 933 g3 1 4 N 4.6,11e14 Memb:
g v : CLBI22 e carrier family) chrma
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1

13

2210075535

gi|210075713

gil51012446

£{50549945

2210075206

gi|50545043

gi|126274595

250551453

gil71483401

YALIOC17347p 70,062
YALIOD11374p 70322
mitochondrial aconitate hydratase 81,777
YALIODO3467p (MASCOT) ou NADH
dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1 79 689

(KEGG) ou complex I (mitochondrial electron
transport) KEGG

YALIOF03179p ou ATP synthase subunit alphz 58,1

YALIOB03982p ou ATP synthase subunit beta 54,616

YALIOA14806p 52,754

F1F0-ATPase complex, F1 alpha subunit
(NCBI) e ATP synthase subunit alpha
(UNIPROT) e F1F0-ATPase complex, F1
alpha subunit (EC:3.6.3.14) (KEGG)

YALIOD23683p ou Acetyltransferase
component of pynivate dehydrogenase
complex (UNIPROT) e pyruvate
dehydrogenase E2 component
(dihydrolipoamide acetyltransferase)

43,714

elongation factor lalpha 27222

542

6.23

891

8,78

494

7.83

107

93

79

435

157

]
G

115
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n

=)

=]

n

=)

=]

n

Yarrowia lipolvtica
CLIB122

Yarrowia lipolytic a
CLIB122

Yarrowia lipohvric a

Yarrowia lipolvtica
CLIB122

Yarrowia lipolytica
CLIBI22

Yarrowia lipolvtica
CLIB122

Farrowia lipolvtica
CLIB122

Schaffarsomyces stipitis
CBS 6054

Yarrowia lipolytica
CLIBI22

Microbotryum violaceum

3.5, 1315

3. 13el4

§ell

13

protein folding RNA degradation
Citrate cycle e
Ciclo do dcido ticarbondico. O HoAVE
phosphorylation
(KEGG)
Ciclo do dcid
Ciclo do deido tricarbordico. - oo
tricarboxilico
Sintese de ATP acf)plada a Fosforilagio oxidativa
transporte de elétrons
Produz ATP a partir de
ADP: @ presx?:lga de um' Fosforilagio oxidativa
gradiente de prétons através
da membrana
Produz ATP a partir de
ADP. d
. " pres:m;a © um' Fosforilagdo oxidativa
gradiente de protons através
da membrana
Produz ATP a partir de
APP: - pres:m;a de um' Fosforilagio oxidativa
gradiente de protons através
da membrana
glicolise /
gliconeogénese, ciclo
wabai de citrato (ciclo TCA).
processo metabolico Metabolismo de

inTvato . -
L Pinuvato, Biossintese

de metabolitos
secundarios

Biosintese de Proteina

Processo de
Informagio

Genética - Folding,

sorting and
degradation

Metabolismo de
carboidrato,
Metabolismo
energético

Mieabolismo de
carboidrato

Metabolismo-
Metabolismo
Energético

Metabolismo-
Metabolismo
Energético

Metabolismo-
Metabolismo
Energético

Metabolismo-
Metabolismo
Energético

Metabolismo de
carboidrato

Membrana
Mitocondrial Interna
(KEGG)

Membrana interna da

mitocondria (KEGG)

Matriz Mitocondrial

Membrana

Complexo transporte
de protons ATP
sititase, nicleo
catalitico F (1)

Complexo transporte
de protons ATP
smtase, nicleo
catalitico F (1)

Matriz mitocondrial

Complexo transporte
de protons ATP
smtase, nicleo
catalitico F (1)

Complexo pinvato
desidrogenase, matriz
da mitocondria
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14

gi[7275

50

5
o

1

=]
]
Gy

gil50548497

550356244

gil50550873

g2i[154273230

2562977197

gil50545753

2212540872

gi|32127383

2365985389

gil50288123

elongation factor 1 alpha

YALIOD20768p ou Dihydrolipoyl
dehydrogenase

YALIOC11341p

YALIOF08613p ou Cytochrome b-cl
complex subunit 2, mitochondrial; Complex III
subunit 2; Ubiquinol-cytochrome-c reductase
complex core protein 2
YALIOF17314p (UNIPROT) ou voltage-
dependent anion channel protein 2 (KEGG)

YALIOD16753p ou Malate dehydrogenase
(UNIPROT)

sphingolipid long chain base-responsive protein
PIL1
Sphingolipid long chain base-responsive protein
LSPL
YALIOB02178p ou Aspartate
aminotransferase (UNIPROT) e aspartate
aminotransferase, mitochondrial [EC:2.6.1.1]
(KEGG)
cell wall integrity signaling protein Lsp1/Pill.
putative

Actin

hypothetical protein NDAI 0C06250

hypothetical protein

49,936

53,450

34617

44203

35,853

40,290

33.917

47,787

39.396

36,605

35,129

49

878

4.68

643

465

189

188

170

168

126

124
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39

"

11%

Dictyostelium
discoideum

Yarrowia lipolytica
CLIBI22

Yarrowia lipolytica
CLIB122

Yarrowia lipolytica
CLIBI22

Yarrowia lipolytica

CLIB122

Yarrowia lipolyiica

CLIB122

Ajellomyees capsulatus
NAmI
Ogataea
parapolymorpha DL-1

Tarrowia lipolytica
CLIB122

Talaromyces marneffer
ATCC 18224

Yarrowia lipolytica

Naumovozyma

dairenensis CBS 421

Candida glabrata CBS
138

3el3

6,14e15

deld

5.6,14¢15

14

Biosintese de Proteina

cell redox homeostasis

Transporte de elétrons:
Cadeia Respiratoria:
Transporte

Porina: proteina
transmembranar

Ciclo do dcido tricarboxilico

cellular amino acid
metabolic process

ATP binding

BNA transport

Gliconeogénese. ciclo
de citrato (ciclo TCA).
metabolismo de
glicina, serina e
treonina, degradagio
de valina, leucina ¢
isolencina,
Metabolismo do
piruvato, Biossintese
de metabdlitos

Fosforilagdo oxidativa

Ciclo do dcido
tricarboxilico

Metabolismo de
Alanina, aspartato e
glutamato

Processo de
Informagio
Genética - Tradugiio

Metabolismo-
Metabolismo de
carboidrato,
Metabolismo de
amiogcidos

Metabolismo-
Metabolismo
Energético

Metabolismo -
Metabolismo de
Carboidrato

Metabolismo -
Metabolismo de
Aminoacido

Citoplasma

Membrana Interna
Mitocondrial

Membrana Externa

Mitocondrial

Matriz Mitocondrial

In enkaryotes there are
cytoplasmic,
mitochondrial and

chloroplastic isozymes

citoplasma
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, Tarrowia lipolytica Membrana Externa de
5054 5 41554 4805 42 ¢ 4
gi50549875 YALIOD04354p 49056 84 8 1 3 CLBID 14 nitocadiia
Membrana Interna
, YALI0B20482p (UNIPROT) prokibitin 2 Tarrowia lipolvtica Biogénese Mitocondrial , ,
gi50547337 33176 991 65 1 3 " 14 Mitocondrial (Tatsuta
(KEGG) CLIB122 (KEGG) etal, 2005)
YALI0A17468p (UNIPROT) ubiquinol- } _ } Metabolismo-
Yarrowia lipoly Atividade transportadora d
15 gS0545055  cytochrome ¢ reductase cytockrome ¢l bt 36,772 866 120 4 16 “m’gl"éa’]ﬁ"; fiea 15 o dii":ri AT Fosforiacto Oxidativa ~ Metabolismo
(KEGG) . Energético
Processo Celular- ctoplasma.
gl6522910 Actin (UNIPROT) actin beta/'gamma 1(KEGG) 41,987 561 76 3 6 Tarrowia lipolvtica 15el9 ATP binding Phagosome Tansporte ¢ citoelz elet-o
catabolismo t
, Yarrowia lipolvtica
gil30552520 YALIOEQ7623p 20,382 9.04 72 1 7 CLBIN 15
YALIOF07975p (UNIPROT)
650555469 W0 891 7 | 6 Yarrowia lipolytica 15 Biogénese Mitocondrial
30355 22 i , 5
mitochondrial fission process protein | CLBI2 (KEGG)
KEGH)
) i Tarrowia lipolvtica
16 g50347939 YALIOC0438%p 285 9,18 73 1 6 CLBID 1617
Metabolismo-
, YALIOD11814p (UNIPROT) e F-type H+- Tarrowia lipolvtica P .
18 30550487 11447 1033 60 2 )] 18 Fosforl dativa  Metaboli
B transporting ATPase subunit { (KEGG) ' CLBIR pelriGEo oRdea - TR
Energético
YALI0F1835%p (UNIPROT) NADH Tavowia ol Metabolismo-
19 g210076047  dehydrogenase (uhiquinone) Fe S proteins 10240 §4 6 1 n "’””’(‘:‘L";B’ff; e 15 Fosforlagho oxidativa ~ Metabolismo Mitocondia
(KEGG) - Energético
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