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RESUMO

Peclat, Veronica R. O. L. Variagdo Morfoldgica de Yarrowia lipolytica em Fermentacdo no
Estado Sélido por Técnicas de Andlise Digital de Imagens. Rio de Janeiro, 2015. Resumo da
tese apresentada a EQ/UFRJ como parte dos requisitos necessarios para a obtencao do grau de
Doutor em Ciéncias (D. Sc.).

A crescente preocupacdo com a conservacdo ambiental tem estimulado diversas
pesquisas na busca de processos mais sustentaveis, tanto do ponto de vista econbmico como
ambiental. Neste cenario, a fermentacdo em estado solido (FES) emerge como uma potencial
tecnologia para a obtencdo de produtos microbianos de alto valor agregado. As lipases séo
exemplos de metabdlitos que podem ser obtidos utilizando substratos de baixo custo através
da FES, sendo os micro-organismos lipoliticos, como a Yarrowia lipolytica, os principais
biocatalisadores utilizados nesse tipo de processo. Apesar de vantagens como maior
produtividade e contaminacdo baixa, a aplicacdo da FES em processos industriais ainda €
bastante precaria devido a dificuldade de monitoracdo e controle das variaveis envolvidas no
processo. A medicdo da biomassa é um exemplo de parametro critico, com medic6es diretas
inexistentes por conta da intima ligacdo entre o micro-organismo e a matriz sélida, o que
dificulta a estimativa e o controle do crescimento celular. Desta maneira, o Processamento
Digital de Imagens (PDI), que consiste na manipulacdo de imagens por meios computacionais
com o proposito de extrair informacdes Uteis sobre os objetos contidos na mesma, surge como
uma potencial ferramenta para a obtencdo de informacgdes confiaveis sobre a biomassa,
possibilitando uma adequada monitoragéo e um controle de processo mais eficiente. Diante do
exposto, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar a morfologia da levedura
dimorfica Yarrowia lipolytica em fermentacdo no estado sélido por meio de ferramentas de
Anélise Digital de Imagens. O potencial para a producdo de lipases em FES também foi
avaliado utilizando diferentes matérias-primas de inddstrias produtoras de 0leos vegetais
(macauba, oliva). A metodologia desenvolvida para a aquisicdo de amostras de FES, assim
como a metodologia desenvolvida para o PDI, além de terem possibilitado a integracdo entre
as etapas de extracdo enzimatica e aquisicdo de imagens, propiciaram também a aquisicao de
imagens mais limpas e objetos mais destacados. A anélise conjunta dos parametros Area,
Comprimento, Largura, Compacidade e Diametro Equivalente (Dey) foi adequada para
caracterizar o comportamento dimorfico da levedura quando empregada em FES, enquanto
que os parametros Excentricidade e Robustez confirmaram a presenca de células com bordas
irregulares, caracteristica de células filamentosas, corroborando o potencial do PDI como
ferramenta para a monitoracdo da morfologia microbiana em FES. Paralelamente, a aplicacéo
da Yarrowia lipolytica IMURJ 50682 em FES utilizando diferentes matérias-primas
demonstrou a relevancia desta levedura para a producdo de lipases, mesmo quando em
condicGes nutricionais limitadas. A produtividade de 7,8 U/g*h obtida em FES com o residuo
da induastria de azeite TPOMW (Two Phase Olive Mill Waste) e farelo de trigo destacou-se
como uma produtividade elevada quando comparada as verificadas na literatura. A
produtividade em FES de torta de macauba, mesmo tendo sido menor do que a verificada com
TPOMW e farelo de trigo, foi igualmente superior as produtividades reportadas na literatura
(4,9 U/g*h).
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ABSTRACT

Peclat, Verbnica R. O. L. Morphological Variation of Yarrowia lipolytica in Solid State
Fermentation by Digital Image Analysis Techniques. Rio de Janeiro, 2015. Abstract of a Final
Project presented to EQ/ UFRJ as partial fulfillment of the requirements for the degree of
Doctor of Science (D. Sc.).

The growing concern over the environmental conservation has stimulated several studies on
the sustainable process development, both economically and environmentally. In this
scenario, the solid state fermentation (SSF) emerges as a potential technology for the
production of microbial products with high added value. The lipases are examples of
metabolites that may be obtained using low cost substrates in SSF, and lipolytic micro-
organisms, such as Yarrowia lipolytica, are the main biocatalysts used in such processes.
Despite advantages such as higher productivity and low contamination, the application of SSF
in industrial processes is still negligible due to the difficulty in monitoring and controlling the
variables involved. The biomass measurement is an example of critical parameter with no
direct measurements because of the intimate connection between the micro-organism and the
solid matrix, making it difficult the estimation and control of cell growth. Thus, the Digital
Image Processing (PDI), which is the image manipulation by algorithms in order to extract
useful information about the objects contained in it, appears as a potential tool to obtain
reliable information on biomass, allowing adequate monitoring and a more efficient process
control. Given the above, this study aimed to evaluate the morphology of the dimorphic yeast
Yarrowia lipolytica in solid state fermentation by Digital Image Analysis. The potential for
lipase production was also evaluated in SSF using different raw materials from vegetable oil
industries (macauba, olive). The developed methodology for the acquisition of SSF samples,
as well the PDI methodology, have made possible the integration between enzyme extraction
and image acquisition steps, and also enabled the purchase of cleaner and more detached
objects in the images. The analysis of the parameters area, length, width, compactness and
diameter Equivalent (Deq) was adequate to characterize the dimorphic behavior of the yeast
when used in SSF, while the eccentricity and Robustness parameters confirmed the presence
of cells with irregular edges, characteristic of filamentous cells, confirming the potential of
the PDI as a tool for microbial morphology monitoring in SSF. In addition, the application of
Yarrowia lipolytica IMURJ 50682 in SSF using different raw materials demonstrated the
relevance of this yeast for the lipases production, even when nutrient limited conditions. The
productivity of 7,8 U/g*h obtained in SSF with the residue from the olive oil industry
TPOMW (Two Phase Olive Mill Waste) and wheat bran stood out as a high productivity
compared to those observed in the literature. Productivity in SSF with macauba waste was
lower than that seen with TPOMW and wheat bran, however, it was also higher than the
yields reported in the literature (4,9 U/g*h).
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a conservacdo ambiental tem estimulado diversas
pesquisas na busca de processos mais sustentaveis, tanto do ponto de vista econémico como
ambiental. Neste cenario, a fermentacdo em estado sélido (FES) emerge como uma potencial
tecnologia para a obtencdo de produtos microbianos de alto valor agregado a partir de
residuos e subprodutos agroindustriais, desempenhando um papel importante no

desenvolvimento sustentavel de toda a indUstria quimica e bioldgica (PANDEY, 2003).

As lipases sdo exemplos de metabolitos que podem ser obtidos utilizando substratos
de baixo custo através da FES. Essas enzimas podem ser obtidas a partir de animais, plantas e
micro-organismos. Entretanto, sdo as lipases microbianas que possuem grande potencial para
aplicacBes comerciais, devido & sua estabilidade e seletividade. Micro-organismos ditos
lipoliticos, como a Yarrowia lipolytica, sdo os principais biocatalisadores utilizados nesse tipo
de processo, possibilitando taxas mais elevadas de conversdo e a obtencdo de enzimas
altamente especificas que podem ser aplicadas nas mais variadas industrias (SINGH et al.,
2012).

Apesar de vantagens como maior produtividade e menor demanda energética, a
fermentacdo em estado solido possui problemas que ainda precisam ser superados no que
concerne 0 monitoramento de parametros. Nesse tipo de fermentacdo, o0 monitoramento da
biomassa, por exemplo, é precério devido a intima ligagdo entre 0 micro-organismo e a matriz
solida, que dificulta processos de separacdo e impossibilita a estimativa e o controle do
crescimento celular em biorreatores de FES de maneira direta (DUBEY et al., 1998).

O controle do processo fermentativo é de extrema importancia para sua otimizacéo, e
para atender as necessidades especificas de producdo uma maior compreensdo sobre o
biocatalisador se faz necessaria (CHEN, 2013). A aplicagdo de metodologias de estimativa de
biomassa que permitam estabelecer uma relacdo entre a cinética de crescimento, a morfologia
microbiana e 0 metabdlito de interesse podem ser de grande auxilio no projeto e na operacéo
de um processo. Contudo, melhorias baseadas nas informagdes morfologicas sdo dificeis de
serem implementadas, uma vez que, do ponto de vista industrial, essas medi¢es devem ser

imparciais, objetivas e rapidas. (PINTO et al., 2004).
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Neste sentido, o Processamento Digital de Imagens (PDI) surge como uma potencial
ferramenta para a obtencdo de informagGes confiaveis sobre a biomassa, possibilitando uma
adequada monitoracdo e um controle de processo mais eficiente, especialmente na FES. O
monitoramento da atividade microbiana € normalmente baseado em andlises detalhadas das
comunidades em termos de numero de micro-organismos individuais, tamanho, volume e

morfologia (OSMA et al., 2011), dados esses que podem ser obtidos atraves do PDI.

O Processamento Digital de Imagens € um processo de manipulacdo de imagens por
meios computacionais com o propdsito de extrair informacdes Uteis sobre os objetos contidos
na mesma. Constitui-se em uma &rea multidisciplinar envolvendo elementos de Optica,
eletronica, matematica e engenharia computacional (COX; PAUL; THOMAS, 1998). A
analise digital de imagens combinada as técnicas estatisticas de analise multivariavel tem sido
implementada para efetuar o reconhecimento e a identificacdo de diferentes micro-organismos

através de caracterizacdo morfoldgica (PEREZ, 2006).

O termo andlise de imagens engloba ndo somente a analise da imagem propriamente
dita, como também 0s processos prévios de captura e tratamento da imagem, que sdo de
primordial importancia. A analise de imagem possibilita 0 melhoramento das imagens, bem
como a identificacdo e o isolamento automéatico de um objeto particular para o estudo do
mesmo, sendo uma técnica que permite a obtencdo de informacdo morfolégica (RUSS, 1995).
A utilizacdo da técnica de andlise digital de imagens tornou-se uma ferramenta inestimavel
para este tipo de tarefa, uma vez que reduz a subjetividade da contagem e permite automacao
da analise (MCINTYRE et al., 1998).

A aplicacdo do PDI como ferramenta no monitoramento de processos fermentativos
é ainda muito discreta. Grande parte dos estudos existentes envolve a aplicacdo de fungos
filamentosos (COURI et al., 2006; DUTRA et al., 2008; BARRY; WILLIAMS, 2011;
PAPAGIANNI, 2014), sendo ainda poucos os trabalhos que, assim como presente estudo,

buscam extrair dados morfoldgicos quantitativos a partir das suas imagens.

Com essa perspectiva o presente estudo visa a aplicacdo de técnicas de
processamento e analise de imagens digitais em fermentagdo em estado s6lido, buscando
avaliar e quantificar as modificagbes morfologicas ocorridas na levedura Y. lipolytica quando

empregada para a producéo de lipases.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

O acompanhamento da biomassa microbiana durante a condugdo de um bioprocesso,
seja por meio de medicOes diretas da concentracdo celular ou avaliacdo qualitativa da
morfologia, é etapa essencial para o éxito do mesmo. Apesar disso muitos processos,
inclusive industriais, sdo ainda conduzidos cegamente no que diz respeito a fisiologia e
morfologia do biocatalisador. No caso da fermentacdo em estado sélido (FES) essa condigéo é
agravada pela intima ligacdo entre o micro-organismo e a matéria prima, que impossibilita a

monitoracdo da biomassa microbiana por métodos diretos.

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma metodologia eficiente para o
acompanhamento do micro-organismo, quando empregado em FES, por meio do
processamento e analise de imagens digitais. Para alcancar o objetivo geral do projeto, este foi
segmentado nas seguintes etapas:

1. Avaliacdo das diferentes morfologias desenvolvidas pela estirpe Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 gquando empregada em duas formas de conducgédo do processo, fermentagédo
em estado sélido e fermentacdo submersa, utilizando um programa previamente desenvolvido

para o processamento e analise de imagens digitais;

2.  Desenvolvimento de metodologia para a separacdo da biomassa microbiana do

meio de fermentacdo em estado sélido;

3. Desenvolvimento de metodologia para a preparacdo de amostras e aquisicao de

imagens em fermentacéo em estado solido;

4.  Desenvolvimento e aplicacdo de ferramentas de processamento e analise digital
de imagens para a extracao e quantificacdo de dados morfologicos da estirpe de Y. lipolytica
IMUFRJ 50682;

5.  Validacdo das metodologias desenvolvidas acompanhando o desenvolvimento
morfologico da estirpe de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 por meio do processamento e analise
de imagens durante fermentacdes em estado sélido, tendo como matéria prima a torta de

macalba para a producéo de lipases.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ANALISE E PROCESSAMENTO DIGITAL DE IMAGENS
3.1.1. Aspectos gerais

O advento de dispositivos de captura de imagens e computadores aliados a
microscopia permitiu o rapido desenvolvimento da analise quantitativa de imagens nos mais
diversos campos da ciéncia (PONS et al., 1998). Como uma ferramenta poderosa, 0
Processamento Digital de Imagem (PDI) permite o processamento de imagens digitais por
algoritmos matematicos através de programas computacionais, de modo a extrair informacées
antes negligenciadas. A transformacdo da imagem original é capaz de melhorar um detalhe
desejado, contrastando o objeto de estudo do restante da imagem e de outros objetos que
também estejam na imagem (COX; PAUL; THOMAS, 1998).

A imagem digital pode ser representada por uma matriz M por N, cujas linhas e
colunas identificam um ponto (pixel) na imagem. As imagens coloridas, em linhas gerais, sao
uma representacdo tridimensional na qual cada cor é representada por um ponto no sistema de
coordenadas 3-D. O modelo mais utilizado para representacdo por cameras e monitores de
video é 0 RGB (Red, Green, Blue) (Figura 3.1), que pode ser visto como um cubo onde trés de
seus Vértices sdo as cores primarias, outros trés as cores secundarias, o vértice junto a origem
é o preto e o mais afastado da origem corresponde a cor branca. Neste modelo, a escala de
cinza se estende através da diagonal do cubo, que sai da origem (preto) até o vértice mais
distante dela (branco) (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

Azul L Ciano

Escala de Cinzas
Magenta .

: Verde
Proto Moy G
, (0,1,0)

Vermelho

/(1‘0.0) Amarelo

R

Figura 3.1. Modelo RGB (Fonte: MARQUES et al., 1999).
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Imagens RGB s@o compostas por trés matrizes separadas, cada qual contendo os
valores dos componentes R, G e B (normalizados em uma faixa de 0 a 1) de cada pixel. A
figura a seguir (Figura 3.2) exemplifica como uma imagem colorida pode ser decomposta nos

seus componentes R, G e B:

(b)

(c) (d)
Figura 3.2. Componentes RGB: Imagem colorida (a); componente R (b); componente G (c);
componente B (d).

Entretanto, as técnicas de processamento de imagens trabalham fundamentalmente
com imagens monocromaticas, bidimensionais e estaticas, sendo entdo necessaria a conversao
das imagens coloridas para a escala de cinza (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). A
conversdo de imagens coloridas em imagens monocromaticas se da através da aplicagdo de
funcdes matematicas que eliminam as informacdes de cor e saturacdo da imagem, mantendo
apenas as informacGes de luminancia. Desta maneira a imagem deixa de possuir 3

componentes e passa a possuir apenas um.
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Uma imagem monocromatica pode ser definida como uma funcéo bidimensional f (x,
y), em que X e y sdo as coordenadas espaciais e, em qualquer par de coordenadas (x, y), a
amplitude de f representa a intensidade ou nivel cinza da imagem nesse ponto (Figura 3.3)
(GONZALEZ; WOODS; EDDINS, 2008). Em outras palavras, a funcéo f (x, y) representa o
produto da interacdo entre a luminancia e a refletancia/transmitancia em um determinado
ponto da imagem. Para se obter uma imagem monocromatica de qualidade sdo necessarios
512 x 512 pixels e 128 niveis de cinza. Apesar disto, a maioria dos sistemas de visdo artificial
utiliza imagens com 256 niveis de cinza (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

X
Figura 3.3. Imagem monocromatica e suas coordenadas
espaciais (x, y).

A analise e o processamento de imagens digitais sdo técnicas da microscopia 6tica
com grande aplicabilidade em estudos que envolvem micro-organismos, pois possibilitam
uma classificacdo e quantificacdo de maneira ndo-subjetiva e automatizada. O termo anélise
de imagens engloba ndo somente a analise da imagem propriamente dita, mas também os
processos prévios de captura e tratamento da imagem, que sdo de primordial importancia. No
caso do processamento de imagens, o mesmo pode ser subdividido em cinco etapas:
visualizacdo, melhoria, segmentacdo, morfologia matematica e medicGes, que estdo

esquematizadas na Figura 3.4.

A primeira etapa € a aquisi¢do da imagem, considerada crucial para o sucesso do

processamento posterior das imagens. Nesse primeiro momento do processamento, 0 sensor

6
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converte a informacdo Optica em sinal elétrico, e o digitalizador transforma a imagem
analdgica em digital. O sucesso dessa etapa depende de aspectos como a qualidade do sensor,

iluminacdo, digitalizacdo, dentre outros.

Captura da Visualizacao
imagem
Melhoria E®» Morfologia Segmentagio
Quantificacdo

Figura 3.4. Principais etapas no processamento de imagens.

Céameras de video, analdgicas ou digitais, sdo os elementos de aquisi¢do de imagens
mais comuns, podendo ser acopladas a microscopios estéreo, Optico ou eletrdnico. Apds
aquisicdo, as imagens sdo armazenadas em formatos de arquivos de compressdo, que podem
reduzir o grau de qualidade da mesma dependendo dos requerimentos para armazenamento.
Entretanto, para propésito de processamento posterior é necessario que as imagens estejam
armazenadas com a melhor qualidade possivel, sendo o formato de arquivo TIFF (Tagged
Image File Format) o mais comum (GONZALEZ; WOOD, 1992).

A etapa seguinte trata do processamento das imagens armazenadas, e pode ser
dividida em dois estagios: pré-processamento e segmentacdo. No pré-processamento, também
conhecido como condicionamento ou melhoria da imagem, a qualidade da imagem é
aprimorada para as etapas subsequentes. Nesta etapa séo aplicadas operacdes de eliminagéo
de ruidos, normalizagdo de background e emprego de filtros que trabalham diretamente com
os valores de intensidade dos pixels (ROERDINK, 1998). Ruidos podem ser causados pelos
diferentes dispositivos de aquisi¢ao, e aparecem como variagdes discretas de pixels isolados.
Em geral, esses pixels sdo diferentes dos pixels vizinhos, sendo esta a base de algoritmos de

eliminacdo e atenuacao de ruidos.
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A modelagem morfoldgica se caracteriza pela manipulagdo de elementos estruturais
de diversas formas e tamanhos sobre uma imagem plana. As relagdes entre a imagem e 0s
elementos estruturais transladados sdo estudadas baseando-se na utilizacdo de filtros lineares
na vizinhanga do objeto. As operagdes morfologicas sdo ndo-lineares e usualmente séo
sequenciais, sendo a sequéncia de operagdes escolhida de forma a obter medidas quantitativas
da imagem (ROERDINK, 1998).

O objetivo das técnicas de segmentacdo de imagens € classificar os pixels de uma
figura de forma significativa, permitindo a identificacdo de regiGes semanticamente distintas.
A forma mais simples de segmentacdo, que é frequentemente encontrada em imagens
microscopicas, identifica pixels como sendo parte de um objeto (foreground) ou como o
fundo da imagem (background). Formas mais complicadas assinalam pixels de diferentes
classes, como é o caso de categorias de células, organelas diferentes e tipos de tecido.
Portanto, a segmentacao de imagens € um passo crucial no entendimento destas imagens. A
qualidade e a interpretacdo das medidas de diferentes partes de uma imagem dependem de
forma critica da habilidade do método de segmentacdo em associar cada pixel a uma classe
apropriada. Para medir, por exemplo, o volume de uma bactéria em uma imagem, devemos
ser capazes de determinar quais pixels realmente pertencem aquele objeto (WILKINSON,
1998).

A segmentacdo mais simples se da através da selecdo do threshold, definido como o
valor de nivel de cinza que permite efetuar a divisdo dos pixels que passardo a ter valores 0
(preto) e 1 (branco) a partir da binarizacdo (Figura 3.5). Este processo conhecido como
Thresholding é realizado pixel a pixel pela comparacdo do nivel de cinza de cada ponto com o
valor de threshold previamente estabelecido, podendo esse valor ser obtido de forma manual,
automatica e semiautomatica. Os métodos de segmentacdo baseados em bordas requerem o
uso prévio de filtros morfologicos para poderem distinguir entre os pixels que pertencem a
borda dos que ndo pertencem (GONZALEZ; WOOD, 1992).

Na etapa de quantificacédo, ou interpretacdo dos dados, sdo realizadas as medi¢6es em
funcdo do tipo de imagem final obtida (binéria ou em escala de cinza) bem como dos dados
requeridos. Em imagens binarias sdo determinados parametros morfoldgicos euclidianos
como Area, Diametro Equivalente, Perimetro, Comprimento, Largura, Excentricidade,
Esfericidade, dentre outros (AMARAL, 2003).
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Figura 3.5. Imagem binarizada. Pixels com diferentes
niveis de cinza sdo substituidos por O (preto) ou 1
(branco).

O processamento de imagens tem sido amplamente difundido em pesquisas que
envolvem micro-organismos com a finalidade de caracterizar, quantificar e obter propriedades
geométricas de culturas com aplicacBes biotecnoldgicas (KUMAR; MITTAL, 2010). Os
métodos tradicionais baseados em contagem manual, além de entediantes, possuem uma baixa
taxa de analise das amostras, limitada por fadiga técnica. Os resultados obtidos atraves da
contagem manual séo geralmente qualitativos e também podem apresentar erro por conta da
subjetividade do operador. Por estas razdes, ndo € surpreendente que 0s métodos
automatizados sejam muito utilizados para estudos com micro-organismos (SIERACKI,;
VILES, 1998).

Atualmente ndo existe uma solucdo universal para a segmentacdo de células ou
faixas celulares a partir de um conjunto de imagens, 0 que torna o processo laborioso.
Algoritmos que funcionam bem em um conjunto de imagens ndo funcionam necessariamente
em outro conjunto, devido as diferencas na forma dos objetos, densidade, ruidos e da
resolucdo. Nesses casos, o desenvolvimento de um software que seja capaz de fornecer um
conjunto de ferramentas capazes de extrair dados de diferentes tipos de imagens dentro de um
processo desejado € etapa essencial para a monitoracdo atraves de imagens (MEGASON;
FRASER, 2007).
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3.1.2. Aplicagdes biotecnologicas

Diversos pesquisadores tém reunido esforcos para desenvolver rotinas que permitam
a analise e o processamento de imagens, de forma rapida e automatica, obtendo assim
informacBes importantes para 0 sucesso dos seus processos. Em pesquisas que envolvem
tecnologia microbiana é onde a analise e processamento de imagens encontram as suas
principais aplicagdes, que incluem a deteccéo e enumeracéo de bactérias e leveduras, analise
de texturas de coldnias, caracterizagdo morfoldgica de coldnias e micélios de fungos,
quantificacdo do crescimento de hifas (THOMAS; PAUL, 1996).

Em sistemas de lodo ativado, por exemplo, grandes concentracfes de protozoarios
nos tanques de aeragdo podem ser indicacdo de um bom desempenho do mesmo. Buscando
alternativas a contagem e identificagdo manual de espécies de protozoarios e metazoarios
envolvidos na qualidade dos efluentes, Ginoris e colaboradores (2007) adequaram um
procedimento de anélise de imagens para o reconhecimento dessas espécies. Os pesquisadores
demonstraram a eficiéncia do programa utilizado na andlise das imagens, conseguindo uma
taxa de 95% de acerto no reconhecimento global dos principais grupos de protozoarios e

metazoarios.

Mesquita e colaboradores (2011), trabalhando igualmente com sistemas de lodo
ativado, utilizaram a andlise de imagens para obter avaliacfes mais acuradas do processo. Os
autores foram capazes de quantificar e identificar a biomassa filamentosa, além de verificar a
presenca de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, viaveis e ndo viaveis. Segundo 0s
pesquisadores, os parametros fornecidos pela analise de imagens ndo sé elucidaram eventuais
distarbios do sistema de lodo ativado, como possibilitaram a medicdo de pardmetros

operacionais importantes para a caracterizacdo da biomassa.

Técnicas de analise de imagens também ja foram aplicadas no monitoramento da
biomassa granular presente em reatores anaerdbicos, utilizados no tratamento de aguas
residuais de industrias. A eficiéncia destes biorreatores depende do crescimento e manutencao
do lodo granular, que contém o0s grupos microbianos necessarios a mineralizagcdo completa
dos constituintes organicos dos efluentes. O monitoramento através da analise de imagens
permitiu diagnosticar quantitativamente mudancas estruturais como a fragmentacéo/eroséo e
perda de filamentos dos granulos (AMARAL et al., 2004; ABREU et al., 2007). O efeito da
variagdo da carga organica nas propriedades morfolégicas e fisiologicas dos granulos
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anaerobios também foi objeto de estudo através da andlise quantitativa de imagens. De
maneira eficaz, essa ferramenta possibilitou o isolamento e visualizagdo dos principais

distdrbios causados pelas instabilidades no processo (COSTA et al., 2009).

O processamento de imagens abre possibilidades também para o desenvolvimento de
técnicas ndo invasivas na quantificacdo de bactérias presentes em biofilmes. Biofilmes estdo
associados a diversos processos, benéficos e prejudicais, e a aplicacdo de técnicas que
envolvem processamento e andlise de imagens permitiu um maior conhecimento das
populacdes celulares que os compdem, assim como suas respectivas concentracdes (MA,
BRYERS 2010).

O PDI torna possivel ndo s6 a quantificacdo de células, mas também a obtencdo da
viabilidade celular das mesmas, que na maioria das vezes é determinada através da aplicacéo
de corantes. Dependendo do micro-organismo estudado, existem componentes celulares que
podem indicar o estado fisiolégico do mesmo. Nas leveduras, por exemplo, a formacdo de
vacuolos pode determinar o estado das mesmas sem necessidade de qualquer coloragdo, como
demostraram Zalewski e Buchholzv (1996). Os pesquisadores acompanharam através de
imagens mudancas morfoldgicas em uma estirpe da levedura Saccharomyces cerevisiae e
puderam identificar as diferentes fases do ciclo celular observando o comportamento das
células. Segundo os autores, a diminuicdo da quantidade de células individuais com o
aumento de grupos de quatro células era um forte indicio de uma boa adaptacdo do micro-
organismo e do inicio da fase exponencial. Os vacuolos, por sua vez, foram importantes para
determinar a jovialidade das células, que quando novas possuiam um vacuolo escuro nao

estruturado e quando mais velhas passavam a apresentar um vacuolo péalido.

De maneira semelhante, Suzuki e colaboradores (2006) desenvolveram um programa
de anéalise de imagens capaz de reconhecer automaticamente a morfologia de uma célula de
levedura com brotamento. O programa foi capaz de extrair quantitativamente dados
morfologicos diretamente de imagens microscopicas da parede celular, de brotamentos e do
nucleo das células de levedura e possibilitou ao grupo obter informacgdes aproximadas sobre a

progresséo do ciclo celular de maneira eficiente.

Kawasse e colaboradores (2003) estudaram o efeito de condicOes de estresse celular
(térmico e oxidativo) no dimorfismo de Yarrowia lipolytica em FS empregando técnicas de
analise digital de imagens. Essa ferramenta permitiu a caracterizagdo morfolégica da levedura
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e a quantificagdo do aumento no tamanho total da hifa (cerca de 25%), que foi observado nos
sistemas sob estresse. De maneira semelhante, Coelho e colaboradores (2004) empregaram o
processamento de imagens para classificacdo morfologica de células de Saccharomyces
cerevisiae em condicOes de estresse barico. A analise de imagens confirmou de maneira
eficiente a reducdo tanto do tamanho das gémulas no decorrer do tempo, como também do
tamanho médio total das células quando expostas a CO..

Nas ultimas décadas muitos pesquisadores passaram a caracterizar principalmente
micro-organismos filamentosos, desenvolvendo modelos matematicos que pudessem
compreender suas morfologias. Em casos como este, a anélise de imagens pode exercer um
papel importante na caracterizacdo morfoldgica, automatizando e abrindo novos caminhos na
investigacdo da engenharia e fisiologia das espécies microbianas. O crescimento de micélios
fangicos nas formas dispersa e em pellet, por exemplo, diferem muito quanto a morfologia, e
embora o crescimento disperso seja o tipo preferido em fermentacGes industriais, 0
crescimento em forma de pellets tem sido foco de investigacdo através de técnicas de
processamento e andalise de imagens (PAUL; TOMAS, 1998). Essa forma de crescimento atrai
a atencdo especialmente pela producdo de alguns metabodlitos que ndo sdo produzidos por
miceélios dispersos. Esses aglomerados de micélio podem se comportar de maneira diferente
dependendo do seu tamanho e localizagdo nos biorreatores (KING, 1998).

A anélise de imagens pode também ser muito Util na contagem de esporos. O método
oferece muitas vantagens na determinacdo de viabilidade de esporos, pois € rapido e preciso,
podendo discriminar esporos germinados e ndo germinados. A analise de imagens pode
fornecer medigdes adequadas em preparacdes de esporos para a avaliacdo da qualidade de um
pré-inéculo como parte da otimizacdo dos processos fermentativos. Ha relato na literatura
demonstrando a influéncia da concentracdo inicial de esporos na morfologia apresentada pela
cultura durante um processo fermentativo. Schutgerl e colaboradores (1998) perceberam que
qguando baixas concentracdes de esporos eram utilizadas, grandes pellets se formavam durante

a fermentacéo, e quando a concentragdo era alta, os respectivos tamanhos diminuiam.

Ronnest e colaboradores (2012), ao trabalharem com bactérias filamentosas,
buscaram a melhor metodologia para acompanhar as mudangas na morfologia do micro-
organismo durante o processo fermentativo. Os pesquisadores concluiram que a técnica de

difracdo a laser era mais adequada do que a andlise de imagens para 0 acompanhamento e
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medicdo de aglomerados e pellets, alegando que a necessidade de aquisicdo de um grande
namero de imagens além do processamento das mesmas tornava o PDI muito demorado. No
entanto, € importante ressaltar que o método da difracdo a laser s6 foi viavel porque se tratava
de um processo em submerso, onde a biomassa pode ser facilmente separada do meio, e
porque a morfologia do micro-organismo foi considerada em todos os momentos proxima a
uma esfera. Em qualquer cenério diferente, a metodologia ja ndo poderia ter sido aplicada. A
conclusdo dos autores vai de encontro com diversas pesquisas que cada vez mais exaltam o
PDI por fornecer ferramentas que ja permitiram a quantificacdo rapida e precisa de
pardmetros microscopicos, tais como o comprimento total de hifas, quantidade de
extremidades e a unidade de crescimento de hifas (BARRY; WILLIAMS, 2011).

A anélise de imagens proporcionou o estudo das diversas morfologias apresentadas
pelo micro-organismo Streptomyces hygroscopicus em diferentes condicdes de cultivo. O
didmetro médio da morfologia tipo pellet foi monitorado em experimentacGes utilizando
compostos tenso-ativos, esferas de vidro e diferentes concentracoes de pré-inéculo (DOBSON
et al., 2008). O procedimento de analise de imagens aplicado a quantificacdo e identificacdo
da morfologia fungica de duas estirpes industriais de Penicillium chrysogenum foi
desenvolvido através de uma abordagem totalmente automatizada de microscopia aliada a
uma rotina de avaliagdo desenvolvida na linguagem de programacdo computacional
MATLAB. O método analitico desenvolvido permitiu a quantificacdo completa das mudancas
morfoldgicas ocorridas durante o processo com medicdes rapidas, se tornando a chave para a
compreensdo da relacdo entre morfologia, fisiologia e parametros criticos do processo
envolvido (POSCH et al., 2012).

A aplicacdo da analise de imagem na area de biotecnologia microbiana ganhou forca
na década de 90 e, desde entdo, tem permitido a extracdo de informacgfes quantificadas e
caracterizacdes detalhadas de diversas formas morfoldgicas. Em alguns campos, como em
processos fermentativos, a andlise de imagens ja é indispensavel para a caracterizagcdo do
estado da cultura e estimagdo da biomassa produzida (THOMAS; PAUL, 1996; DUTRA et
al., 2008).
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3.2. IMPORTANCIA DOS BIOCATALISADORES NOS BIOPROCESSOS

Bioprocessos conduzidos por micro-organismos, tradicionalmente chamados de
processos fermentativos, sdo de extrema importancia para a obtencdo de produtos de alto
valor agregado utilizados nas inddstrias quimica, farmacéutica e alimenticia. Nas Ultimas
décadas as industrias de bioprodutos ndo sO experimentaram grande aumento na sua
producdo, como também mudangas significativas visando & melhoria do seu desempenho. A
necessidade de Bioprocessos ‘“cost/effective” que atendam as crescentes exigéncias de
confiabilidade e reprodutibilidade vem estimulando melhorias no monitoramento e no
controle dos mesmos. Sem dlvida, esses progressos serdo alcancados através de uma maior
compreensdo da fisiologia celular e da interacdo com o ambiente quimico e fisico dos
processos. E esta combinacdo, o bindmio célula (ou enzima) e condigBes reacionais que
define o éxito de um Bioprocesso (PEREIRA Jr; BON; FERRARA, 2008).

Embora os diversos aspectos dos bioprocessos sejam objetos de estudo desde meados
da década de 50, no que concerne a morfologia microbiana e a sua influéncia sobre 0s
mesmos, pouco avancgo foi realizado (PAPAGIANNI; MATTEY, 2006). Segundo Tibayrenc
e colaboradores (2010), a maioria dos processos industriais € executada cegamente no que diz
respeito a fisiologia e morfologia do micro-organismo empregado. Apesar de crucial, a
estimativa qualitativa e quantitativa da biomassa é por muitas vezes determinada através de
métodos indiretos que ndo oferecem informacdes sobre a populagdo e viabilidade celular da
mesma. Na fermentacdo alcoolica realizada por leveduras, por exemplo, as taxas de produc¢éo
de CO; ou de etanol sdo utilizadas para avaliar o estado da cultura e servem como indicadores
de biomassa e de atividade metabolica. Embora ndo sejam indicadores confidveis, acabam
sendo utilizados para inferir valores que podem n&o demonstrar a realidade das culturas.

A ligacdo entre produtividade e morfologia também ainda ndo esta totalmente
elucidada, sendo dificil deduzir relaces gerais entre esses fatores. E possivel que ambas
dependam de alguns aspectos fundamentais da fisiologia do micro-organismo, como, por
exemplo, a diferenciacdo celular (SEBASTINE et al., 1999; PAPAGIANNI, 2014). Ja
existem trabalhos demonstrando a importancia da morfologia micelial dos fungos
filamentosos para o processo fermentativo, ndo somente pela forma das hifas e da formagéo
de agregados microscopicos, mas também pelo crescimento em forma de pellets. As

morfologias extremas (agregados microscopicos e pellets) afetam a produtividade e
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consequentemente a economia dos processos, podendo ainda existir uma vasta gama de
morfologias entre essas duas (PAPAGIANNI; MATTEY, 2006).

Os fungos filamentosos sdo bastante utilizados industrialmente por produzirem
enzimas no meio aonde se encontram, sem a necessidade de rompimento celular (HALTRICH
et al., 1996). Desde a introducdo de técnicas de analise digital de imagens grandes avangos no
conhecimento da morfologia de fungos foram alcancados, tornando evidentes suas relagdes
com parametros dos processos e as produtividades de fermentacdes industrialmente
relevantes. A informacdo quantitativa sobre a diferenciacdo do micélio tem sido usada na
construcdo de modelos estruturados e preditivos, cuja compreensdo pode ser utilizada na
otimizacdo e na concepgédo dos processos (PAPAGIANNI, 2014). Sabe-se que a morfologia
de organismos filamentosos esta estreitamente relacionada com as propriedades reoldgicas do
meio de cultivo, afetando a transferéncia de calor e massa que, por sua vez, afetam a

produtividade do processo.

J& sdo muitos os estudos relacionando a produtividade em processos biotecnoldgicos
com a morfologia (DRIOUCH et al., 2010; POSCH et al., 2012). Tepwong e colaboradores
(2011) demonstraram como a producdo da ergotionina pelo fungo Lentinula edodes esta
fortemente associada & morfologia do pellet. Os estudos morfoldgicos, beneficiados pela
utilizacdo da técnica de andlise de imagens, indicaram uma correspondéncia entre 0 aumento
no acumulo do composto bioativo e 0 aumento no tamanho dos pellets. Os resultados obtidos
por esse grupo foram (teis para a producdo em larga escala da ergotionina através da

manipulacdo das condi¢bes do processo fermentativo submerso com L. edodes.

Pons e colaboradores (1998) conseguiram identificar e quantificar todas as mudancas
morfolégicas ocorridas nas hifas do micro-organismo Streptomyces ambofaciens durante a
producdo do antibidtico espiramicina. Eles puderam identificar que durante a fase exponencial
os filamentos atingiram comprimento méaximo, passando a diminuir com a estabilizacdo da
concentracdo da biomassa, quando o antibiotico passou a ser rapidamente produzido. Foi
possivel identificar também regiGes vazias nas hifas que passam a surgir no fim do
crescimento exponencial, tendo sido fortemente investigadas por estarem relacionadas as
mudangas de permeabilidade na membrana celular, que induzem a liberagdo dos materiais

intracelulares.
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A producdo de avermectina pela espécie Streptomyces avermitilis demonstrou ser
fortemente afetada pela morfologia do micro-organismo. Através da andlise de imagens por
um software desenvolvido pelo grupo de pesquisa de Yin (2008), foi possivel verificar a
relacdo entre a morfologia filamentosa e a producdo do metabdlito secundario durante a
fermentacdo submersa. Segundo os pesquisadores, durante o processo a formacao de pellets
de area pequena e alta densidade favoreceram uma alta produtividade, demonstrando que o
tamanho e a forma das estruturas bioldgicas influenciam fortemente a atividade metabdlica do
micro-organismo. A producdo do metabdlito secundario geldanamicina por S. hygroscopicus
foi também indicada como fortemente influenciada pela morfologia, experimentando um
aumento expressivo de 88% em consequéncia da diminui¢cdo do didametro médio dos pellets.
Desta maneira € correto afirmar que para se promover o aumento na produtividade €
necessario monitorar e limitar o tamanho médio dos pellets durante o processo fermentativo
(DOBSON et al., 2008).

As leveduras também tém sido objeto de pesquisa em processos fermentativos,
principalmente as linhagens que apresentam dimorfismo. Esses micro-organismos costumam
apresentar formas unicelulares; entretanto, as linhagens ditas dimorficas tém a capacidade de
formar estruturas semelhantes as hifas dos fungos filamentosos em algum momento do seu
desenvolvimento. Sabe-se que a producdo de pseudohifas pode ser induzida, e o potencial
para a producdo de compostos de interesse destas estruturas diferenciadas tém despertado
grande interesse da comunidade cientifica (COX; PAUL; THOMAS, 1998). No caso da
levedura Aureobasidium pullulans, que pode apresentar diferentes morfologias dependendo
das condigdes reacionais, estudos tém evidenciado a predominancia da morfologia
leveduriforme nas condicBGes de maior producdo do polissacarideo pululana (SUGUMARAN
et al.,, 2014). O pH demonstra ser o principal fator que afeta tanto a morfologia quanto a
producdo do polissacarideo. Em pH baixo, quando producdo de pululana encontra seus
menores niveis, a levedura apresenta morfologia filamentosa, diferente da morfologia
leveduriforme que é apresentada na faixa de pH com maior producdo, entre 55 e 7,5
(SUGUMARAN et al., 2013).

O conhecimento da morfologia microbiana demonstra ter uma influéncia importante
sobre o0 metabolismo e a produtividade, e apesar de serem de dificil implementagéo, processos

de melhorias baseados em informagdes morfoldgicas sdo cada vez mais necessarios. Do ponto
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de vista industrial essas medi¢fes devem ser imparciais, objetivas e rapidas (PINTO et al.,
2004).

3.3. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aerdbia do filo Ascomycota que
possui intensa atividade secretora e elevada capacidade de geracdo de produtos de alto valor
agregado, tais como lipases, esterases, proteases, fosfatases, acido citrico, além de uma
variedade de proteinas extracelulares (OLIVEIRA et al., 2010). Originalmente classificada
como do género Candida, reclassificada como Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis
lipolytica e finalmente como Yarrowia lipolytica, ¢ atualmente uma das espécies “nao
convencionais” mais intensivamente estudadas, sendo classificada como GRAS (Generally
Regarded As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA, EUA) (BARTH,;
GAILLARDIN, 1997; SWENNEN; BECKERICH, 2007).

Com um nome que faz referéncia a sua capacidade de degradar parafinas e 6leos, a
espécie Y. lipolytica é uma eficiente degradadora de substratos hidrofobicos. Multiplos genes
estdo envolvidos nas rotas metabdlicas que permitem a Y. lipolytica fazer uso de uma gama de
substratos lipidicos (BANKAR et al., 2009; BEOPOULOS et al., 2009). Yarrowia lipolytica é
um excelente exemplo de micro-organismo com grande potencial biotecnoldgico, gracas a
possibilidade de producdo de uma variedade de metabdlitos, sendo a lipase um dos mais
importantes. Em leveduras lipoliticas, a producédo de lipases é induzida pelos acidos graxos
derivados da degradacdo de gorduras (TURKI et al., 2010; NAJJAR et al., 2011). No caso da
levedura Y. lipolytica, a mesma é capaz de produzir vérias lipases utilizando triglicerideos
como fonte de carbono, hidrolisando-os em éacidos graxos livres e glicerol (DARVISHI et al.,
2011). Essa enzima desperta interesse devido as suas amplas aplicacdes tecnoldgicas em

produtos alimentares, farmacéuticos e na area de producéo de detergentes.

Adicionalmente, o potencial para producdo e armazenamento de lipidios também tem
sido alvo de interesse em diversas pesquisas. Na natureza existem micro-organismos capazes
de acumular lipidios em quantidade substancial, podendo chegar a 70% da sua biomassa, e
por esse motivo sdo considerados candidatos potenciais para o chamado biodiesel de segunda
geracdo obtido através da transesterificacdo de compostos lipidicos (PAPANIKOLAOQU;
AGGELIS, 2011). Os lipidios sé@o armazenados principalmente na forma de triglicerideos e
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esteril éster. Em Y. lipolytica a acumulacdo de lipidios é estimulada principalmente pelo
esgotamento da fonte de nitrogénio do meio, que faz com que a levedura continue a assimilar
a fonte de carbono, porém, direcionando-a para a sintese de lipidios (BEOPOULOS:
CHARDOT; NICAUD, 2009).

Esta levedura é atualmente considerada um sistema confidvel e versatil para a
expressdo de proteinas heterologas, tanto para fins académicos como para possiveis
aplicacdes comerciais. A combinacdo de fatores como o aumento do conhecimento sobre o
seu metabolismo, sequenciamento do seu genoma e o desenvolvimento de ferramentas
genéticas cada vez mais eficientes tém permitido grandes avangos na area de engenharia
metabolica (MADZAK, 2015). Além disso, a sua capacidade inerente de secretar uma
variedade de proteinas via translocacdo co-translacional e bom rendimento de produto sédo
caracteristicas adicionais que tornam Y. lipolytica cada vez mais estudada (COELHO et al.,
2010).

3.3.1. Dimorfismo em Yarrowia lipolytica

A capacidade de alternar reversivelmente a morfologia € uma caracteristica
predominante nos fungos, que o fazem de modo a se adaptar a novos ambientes. Denominado
dimorfismo, esse fendmeno desperta interesse devido ao seu impacto sobre a viruléncia do
micro-organismo, uma vez que os fungos dimorficos sdo responsaveis pela maioria das
infeccBes sistémicas em seres humanos e outros mamiferos (HURTADO et al., 2000;
MORALES-VARGAS et al.,, 2012). O dimorfismo em leveduras faz com que estas
apresentem estruturas filamentosas, sendo uma forma de tolerancia a possiveis estresses e
envolve uma ampla modificacdo da maquinaria celular (ZINJARDE; PANT; DESHPANDE,
1998).

Existem evidéncias de que os sinais externos que influenciam no dimorfismo em
fungos sdo detectados basicamente atraveés da operacdo de dois mecanismos de transducéo de
sinal, a proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e a proteina quinase (PKA)
dependente de AMP-ciclico (CAMP) (CERVANTES-CHAVEZ et al., 2009). Em Y. lipolytica
estas vias trabalham de maneira oposta, enquanto a via de sinalizagdo MAPK é necessaria
para a formacéo de filamentos, a via PKA é requerida para o crescimento leveduriforme. Este

mecanismo difere do encontrado em C. albicans e em outros fungos, onde essas vias
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trabalham em conjunto na regulagdo da transicdo dimorfica (MORALES-VARGAS et al.,
2012).

A levedura Y. lipolytica desperta muito interesse em diversos grupos de pesquisa
devido a facil reprodutibilidade em condicGes in vitro do seu dimorfismo, que pode ser
induzido alterando-se fontes de carbono e nitrogénio, por exemplo (CERVANTES-CHAVEZ;
RUIZ-HERRERA, 2006). Bioquimicamente, o dimorfismo consiste em uma alteracdo
extrema do padrdo de biossintese da parede celular, que € iniciada a partir de um aumento da
polarizacdo do citoesqueleto. Esta polarizagdo resulta em um actimulo de vesiculas que
carregam enzimas de biossintese da parede celular para as extremidades da célula onde ha o
alongamento celular (HURTADO; RACHUBINSKI, 2002).

As células hifadas sdo caracterizadas por uma organizacdo interna diferenciada e um
volume significativamente maior quando comparadas a morfologia leveduriforme (SZABO;
STOFANIKOVA, 2002). Em leveduras a divisio mitética, seja por brotamento ou por fissao,
produz células-filhas independentes. Quando h& a formacdo de pseudo-hifas as células
geralmente alongadas permanecem aderidas umas as outras, produzindo cadeias ramificadas
com constricdes bem definidas entre as células. Ja a hifa é caracterizada pela presenca de

septos verdadeiros e auséncia de constricdes entre as células (SANNA et al., 2012).

Y. lipolytica pode assumir diferentes morfologias dependendo das condig¢des
ambientais, sendo um modelo Gtil em estudos sobre dimorfismo (CERVANTES-CHAVEZ E
RUIZ-HERRERA, 2007). Estirpes selvagens de Yarrowia. lipolytica possuem capacidade de
alterar sua morfologia em respostas as condi¢fes ambientais e nutricionais, exibindo formas
de colbnias variadas, sendo a morfologia determinada tanto pelas condigdes de crescimento
quanto pela genética (ZINJARDE; PANT; DESHPANDE, 1998). Esta espécie é capaz de
crescer nas formas haploide e diploide e pode mudar de um ciclo de vida leveduriforme para a
forma filamentosa, formando pseudo-hifas e hifas septadas (SWENNEN; BECKERICH,
2007; MORIN et al., 2007). Diferentes fatores ja foram descritos como indutores no
dimorfismo de Y. lipolytica, dentre eles estdo a fonte de carbono, fonte de nitrogénio,
presenca de citrato e o pH, sendo este Gltimo o0 mais importante nas mudancas morfoldgicas
na levedura (CERVANTES-CHAVEZ; RUIZ-HERRERA, 2006; SZABO; STOFANIKOVA,
2002).

19



Capitulo 3 — Revisdo Bibliogréfica PECLAT,V.R.O. L.

Segundo Szabo e Stofanikova (2002), espécies dimorficas, como Y. lipolytica,
crescem em forma de levedura em ambientes acidos, ao passo que com o aumento do pH
passam a induzir a formacdo de hifas. Cervantes e Herrera (2007) puderam verificar através
de imagens que a sua estirpe de Y. lipolytica apresentava diferentes morfologias quando
cultivada em meios de mesma composic¢do, porém com diferentes pHs. Os pesquisadores
confirmaram que quando o pH se encontrava perto da neutralidade a levedura passava
apresentar hifas extensas, enquanto em pH igual a trés a presenca de células hifadas era

praticamente nula.

A agitacdo também j& demonstrou ser um pardmetro importante na formagdo de
hifas, provavelmente devido ao fato desta levedura ser estritamente aerdbia, formando
filamentos em situac6es de pouca disponibilidade de oxigénio (NUNES et al., 2013). Braga e
colaboradores (2015), entretanto, verificaram diferencas na morfologia apresentada por uma
estirpe de Y lipolytica quando aplicados dois tipos de agitacdo diferentes. Quando a levedura
foi empregada em um processo em STR (Stirred Tank Reactor) houve a formagdo de células
filamentosas e irregulares, o que ndo aconteceu quando a mesma foi empregada em outro
processo em biorreator do tipo airlift. Segundo os autores, a agitacdo mecanica foi a maior

responsavel pelo estresse sofrido pela levedura.

3.4. LIPASES

Lipases sdo serina hidrolases denominadas triacilglicerol acilhidrolases (E.C.
3.1.1.3). Essas enzimas catalisam a hidrolise de ligacdes éster de tri, di e monoglicerideos de
cadeia longa em acidos graxos e glicerol, diferindo das esterases que hidrolisam apenas
ésteres sollveis de acidos graxos de cadeia curta. Em determinadas condi¢des, as lipases
podem catalisar reacdes de esterificacdo e de transesterificacdo, sendo a quantidade de agua
no meio reacional um dos principais pardmetros para a determinacdo da reacdo a ser
catalisada por essa enzima. A presenca de agua geralmente desloca o equilibrio da reagéo para
a hidrolise, limitando a sintese de esteres, que € mais favorecida em solventes organicos
anidros (BIGEY et al., 2003). Adicionalmente, as lipases sdo ainda capazes de catalisar

reacOes de alcdolise, acidolise e aminolise.

As lipases podem ser classificadas quanto a sua especificidade, de acordo com o

substrato, como regiosseletivas, tipo-seletivas e enantioseletivas. Lipases regiosseletivas
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possuem habilidade de hidrolisar ésteres de acido graxo primario ou secundéario, sendo ainda
subdivididas em lipases especificas (hidrolisam apenas ésteres de &cido graxo primério) e
lipases ndo especificas (hidrolisam ésteres de acido graxo primario ou secundario). Tipo-
seletivas sdo lipases com capacidade de hidrolisar um tipo particular de ester de glicerol. Ja as
lipases enantiosseletivas tém a habilidade de diferenciar enantidbmeros em uma mistura
racémica (BORA et al., 2013).

As lipases constituem o grupo mais importante de biocatalisadores, tanto sob o ponto
de vista fisiolégico quanto biotecnoldgico, com comprovado potencial para aplicacdes
industriais diversas. Estabilidade em solventes organicos, ndo requerimento de cofatores e
atuacdo em um amplo espectro de substratos, sdo caracteristicas que atraem atencao para estas
enzimas. As lipases ja sdo aplicadas satisfatoriamente na sintese de biopolimeros, producéo de
biodiesel, produtos farmacéuticos, agroquimicos, flavorizantes, inddstria de detergentes
dentre outros (BUSSAMARA et al., 2010; CONTESINI et al., 2010). Essas enzimas podem
ser produzidas por animais, plantas e micro-organismos, sendo as lipases microbianas as mais
amplamente estudadas (BORA et al., 2013). A Tabela 3.1 traz alguns exemplos de lipases
microbianas com aplica¢bes industriais comercializadas (SINGH; MUKHOPADHYAY,
2012).

Lipases microbianas catalisam tanto hidrélise quanto reacGes de sintese e despertam
muito interesse devido a sua seletividade, alta especificidade de substrato e estabilidade em
temperaturas extremas, pH e solventes organicos (DOMINGUEZ et al., 2010). A capacidade
de catalisar reacbes em solventes ndo aquosos tem colocado as lipases em posicdo de
destaque. Quando esses biocatalisadores séo utilizados em solventes organicos com baixo teor
de 4gua eles tém a sua estabilidade aumentada e as reacdes de sintese sdo favorecidas. Apesar
do grande numero de lipases ja descritas na literatura, poucas demonstraram ter estabilidade
adequada e capacidade biossintética para serem utilizadas em reacGes organicas. Este fato
estimula de maneira crescente pesquisas que tém por objetivo a identificacdo e a producédo de
lipases por diversos micro-organismos (DUTRA et al., 2008; RIGO et al., 2010).

Atualmente, o biodiesel é sem divida o produto que mais tem atraido atencéo dentro
do universo de aplicacdes das lipases microbianas. Combustivel de fonte renovavel, definido
como mono-alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, o biodiesel produzido por via

enzimatica tornou-se promissor devido as vantagens oferecidas, como condic¢des suaves de
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processamento, ser semi-intensivo em energia e de menor agressividade ao meio ambiente,

quando comparado ao combustivel obtido através da sintese quimica (ZHONG et al., 2013).

Tabela 3.1. Algumas lipases microbianas disponiveis comercialmente e suas aplicaces industriais.
Fonte: Singh; Mukhopadhyay (2012).

Micro-organismo Nome comercial Empresa Aplicacao

Candida antarctica Chirazyme®L-5 SP526 Boehringer Mannheim  Sintese

Candida antarctica Chirazyme®L-2 Boehringer Mannheim  organica
Candida antarctica SP526 Novo Nordisk
Candida antarctica SP 525 or Novozym Novo Nordisk
435b
Candida cylindracea ChiroCLEC-CR Atlus Biologics Alimentos
Candida cylindracea Lipase AY Amano
Candida cylindracea  Lipase MY, Lipase OF- Meito Sangyo
Candida cylindracea 360 Chirazyme® L-3  Boehringer Mannheim
Candida cylindracea  Lipomod™ 34P-L034P Biocatalysts
Candida rugosa Lipase AY “Amano” 30 Amano Sintese
Candida rugosa Resinase® Novozymes organica
Penicillium roquefortii Lipomod™ 338P-L338P Biocatalysts Alimentos
Penicillium Lipase G “Amano” 50 Amano Alimentos,
camemberti Oleoquimica
Aspergillus niger Lipase A “Amano” 6 Amano Alimentos
Aspergillus niger Lypolyve NA Lyven
Thermomyces Lipolase® Novozymes Detergente
lanuginosus Lipolase® Ultra Novozymes
Lipo Prime™ Novozymes
Lipex® Novozymes
Mucor javanicus Lipase M “Amano” 10 Amano Alimentos,
Oleoquimica
Geotrichum candidum Chirazyme®L-8 Boehringer Mannheim Oleoquimica
SP 524, Novo Nordisk
Lipolase Novo Nordisk
Humicola lanuginose Lipolase TM Novo Nordisk Detergente
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3.4.1. Lipases de Yarrowia lipolytica

A producgdo de enzimas lipoliticas permite que muitos micro-organismos possam
assimilar compostos de triacilglicerdis (TAGs) como fonte de carbono, uma vez que esses
compostos ndo atravessam a membrana celular de maneira passiva e precisam ser
decompostos em &cidos graxos livres (FFAs) e glicerol para serem absorvidos (NAJJAR et
al., 2011). A levedura Yarrowia lipolytica é um exemplo de micro-organismo capaz de
utilizar TAGs como fonte de carbono gracas a producédo de lipases, servindo inclusive de
modelo para estudos sobre lipdlise extracelular e absorcdo de gordura (KAMOUN et al.,
2015).

A principal lipase extracelular da espécie Y. lipolytica, denominada Lip2, é
produzida em grandes quantidades, sendo uma das poucas enzimas dentre as lipases que
hidrolisam TAGs de cadeia longa mais rapido do que hidrolisam tributirina. Uma estirpe
mutante (LgX64.81), por exemplo, foi capaz de produzir 1.000 U/ml de atividade de lipase
em um biorreator de 15 L e 1.118 U/mL em um biorreator de 2.000 L. Muitos estudos
reportam uma elevada producdo desta enzima a partir da indugdo por substratos lipidicos, o
gue aumenta cada vez mais o interesse sobre a Lip2. Diversas pesquisas tém buscado aplicar
essa enzima na substituicdo de enzimas pancreaticas para casos de insuficiéncia. A lipase
Lip2 mostrou-se ativa nas condi¢gdes do trato gastrointestinal humano, como as lipases
gastricas e pancreéaticas (ALOULOU et al., 2007a). Além disso, em valores de pH préximo ao
encontrado no trato intestinal, a adsorcdo dessa enzima na interface 6leo-agua ndo foi inibida
pelos sais biliares, o oposto do que acontece com outras lipases microbianas (ALOULOU et
al., 2007b).

A lipase Lip2 possui massa molar de aproximadamente 38 kDa, sendo
estruturalmente homologa a muitas lipases fuangicas (YAN et al.,, 2013). Uma das
caracteristicas € a presenca de um subdominio moével chamado de tampa, de natureza
hidrofobica, que facilita a ligacdo a interface lipideo-agua e controla o acesso de moléeculas de
substrato ao centro catalitico (CUI et al., 2013). No que concerne a obtencdo dessa enzima,
grande parte dos esforcos esta centrada na modificacdo genética de estirpes de Y. lipolytica,
visando a construgdo de estirpes superprodutoras, seja por mutagénese cléssica, amplificacdo
do gene LIP2 ou até mesmo a combinacdo dessas duas técnicas (PIGNEDE et al., 2000;
JOLIVET et al., 2007). Embora a utilizacdo de micro-organismos geneticamente modificados
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(MGM) possa suscitar davidas acerca da seguranca, Y. lipolytica é listada por muitos paises
como aceitavel para a construcdo de MGM, desde que as instalages para producdo em larga
escala respeitem as Boas Praticas da Fabricacdo Industrial em Grande Escala (GILSP) em
nivel de confinamento fisico (MADZAK, 2015).

Pignéd e colaboradores (2000) mostraram a importancia de estudos sobre a
amplificagdo de genes utilizando a levedura Y. lipolytica. Eles relataram o isolamento e a
caracterizacdo do gene LIP2, que codifica para a producdo da lipase Lip2. Ao
superexpressarem esse gene na estirpe modificada, por eles denominada LIP2A, obtiveram
um aumento de 100 vezes na producdo de lipase. De maneira semelhante, Nicaud e
colaboradores (2002) testaram uma estirpe mutante que continha multiplas cépias do gene
LIP2 integradas seu ao genoma. A producdo de lipase por esta estirpe atingiu 2.000 U/mL em

condic¢des nao otimizadas e 90.500 U/mL em um processo de batelada alimentada otimizado.

Existem ainda pesquisas que utilizam outros micro-organismos como hospedeiros
para a expressdo heteréloga de proteinas, no caso a lipase Lip2. As leveduras aparentam ser 0s
hospedeiros mais atraentes por serem capazes de crescer em meios de baixo custo e terem
niveis de expressdo de proteinas elevados. Além disso, tanto a secre¢cdo de proteinas como as
modificacGes pos-translacionais cruciais, tais como a formacdo de pontes dissulfeto e a
glicosilagdo, sdo eficazes (WANG et al., 2012; NARS et al., 2014; ZHOU et al., 2015).

Aleém da lipase Lip2, na literatura também estdo descritas outras lipases produzidas
por Y. lipolytica. Sdo conhecidas pelo menos 25 lipases putativas, dentre elas estdo as lipases
Lip2, Lip7, Lip8, Lip9, Lipll, Lipl2, Lipl4 e Lipl8. As lipases Lip7 e Lip8, diferentemente
da Lip2, ndo sdo produzidas em grandes quantidades, existindo ainda divergéncias sobre as
mesmas serem extracelulares ou intracelulares (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2010;
FICKERS et al., 2011). As lipases Lipll e Lip12 possuem atividade mais elevada em 0leos,
seguido por triacilglicerdis e ésteres. No entanto, no que diz respeito a ésteres de acidos
graxos, a lipase Lipl11 tem especificidade para cadeias medias e longas, enquanto a Lip12 tem
especificidade apenas para cadeias medias (KUMARI; VERMA; GUPTA, 2012). As lipases
Lip8, Lip9, Lipll, Lip12, Lipl4 e Lip18 tém pH 6timo proximo 7,0. Adicionalmente, a Lip18
demonstrou ser a lipase com a maior termoestabilidade, caracteristica importante para a
aplicacdo em reacgdes de sintese livres de solventes (ZAO et al., 2011; KUMARI & GUPTA,
2012).
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3.5. FERMENTAGAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacdo em estado sélido (FES) é definida como um processo de fermentagéo
que envolve uma matriz solida e é realizada na auséncia, ou quase auséncia, de agua livre
(SINGHANIA et al., 2009), sendo uma alternativa a fermentacdo submersa na obtencdo de
produtos com alto valor agregado (BHARGAV et al., 2008). O meétodo de transformar
substratos sélidos utilizando-se de micro-organismos é, provavelmente, um dos mais antigos
ja desenvolvidos pelo homem. Como exemplos de fermentacGes tradicionais podem ser
citados o arroz japonés do tipo “Koji”, que utiliza 0 arroz como substrato sélido com estirpes
de Aspergillus oryzae, e o “Queijo Azul” francés, que utiliza queijo fresco como substrato e

Penicillium roquefortii como inoculante (VINIEGRA-GONZALEZ, 1988).

Aproximadamente 90% de todos os biocatalisadores industriais sdo produzidos por
fermentacdo submersa (FS) utilizando micro-organismos geneticamente modificados
(CONTESINI et al., 2010). As lipases sdo um exemplo desses catalisadores, tradicionalmente
produzidos por fermentagdo submersa. A fermentagdo submersa proporciona tanto uma
melhor recuperacdo das enzimas extracelulares quanto um monitoramento eficaz da biomassa
microbiana, seja por filtracdo ou centrifugacdo. Em contrapartida, a fermentacdo em estado
solido (FES) tem se mostrado uma técnica promissora no desenvolvimento de diversos
bioprocessos (Tabela 3.2) (BHARGAV et al.,, 2008). Isso se deve principalmente a
possibilidade de utilizacdo de residuos e subprodutos, além das vantagens inerentes a esse tipo

de fermentacdo, conforme descritas a seguir no texto (CORADI et al., 2012).

Tabela 3.2. Dados da literatura sobre producdo de diferentes metabolitos em fermentacdo no
estado solido a partir de diferentes matérias-primas.

Micro-organismo Matéria Prima Metabdlito Referencia
Rhizomucor pusillus,  Bagaco de cana de Lipases Cordova et al.,
R. rhizopodiformis agucar, torta de oliva (2008)
Rhizopus chinensis  Farinha e farelo de trigo Lipases Sun &Xu
(2008)
Pleurotus ostreatus Casca de arroz, palha de Enzimas Mansti et al.,
trigo lignoceluloliticas (2012)
Candida rugosa Tortas de amendoim, Lipases Rajendran et al.,
gergelim, coco (2012)
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Aspergillus niger Bagaco de macé e casca  Acido citrico Dhillon et al.,
de arroz (2013)
A. niger, A. ibericus, Residuos das industrias Enzimas Salgado et al.,
A. uvarum de vinho e azeite lignoceluloliticas (2013a)
A. niger, A. ibericus, Residuos das industrias Lipases Salgado et al.,
A. uvarum de vinho e azeite (2013b)
Rhizopus oryzae Bagaco de cana de Lipases Vaseghi et al.,
acucar (2013)
S. cerevisiae, Residuos diversos da Lipidios Aggelopoulos et
Kluyveromyces industria alimenticia microbianos, al., (2014)
marxianus, kefir compostos
organicos
Aspergillus oryzae Torta de canola Proteases Freitas et al.,
(2015)
S. cerevisiae Casca de laranja Flavorizantes ~ Mantzouridou et
al., (2015)

Pleurotus ostreatus ~ Cascas de semente de  Biossurfactantes Velioglu &
girassol Urek (2015)

O interesse na FES se renovou nas Ultimas décadas frente a constante preocupacao
com a conservagdo de energia e biomassa, aléem do crescente interesse no tratamento de
residuos solidos. As atuais préaticas agricolas e industriais geram grandes quantidades de
materiais de baixo custo ou até mesmo de valor negativo, que podem ser prontamente
aplicados na FES. Os materiais que compdem o0s substratos sdo normalmente a base de
lignocelulose ou amido, e permitem o crescimento dos micro-organismos de maneira natural
(PANDEY, 2003). Eles sdo selecionados de acordo com o produto desejado, podendo ainda
haver a utilizagdo de indutores, principalmente quando o produto final sdo enzimas (COUTO;
SANROMAN, 2006).

Além de agregar valor aos residuos, a FES oferece ainda uma série de vantagens
quando comparada a fermentacdo submersa, intensificando cada vez mais a sua aplicagdo em
bioprocessos. Dentre as vantagens, podem ser citadas a maior produtividade volumétrica,
contaminacgédo reduzida, tempo de fermentacdo geralmente mais curto e baixo consumo de
agua e energia (FERNANDEZ; CORREA, 2007). Ainda segundo Holker e colaboradores
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(2004), enzimas produzidas pela FES sdo menos susceptiveis a problemas de inibi¢do por

substrato e também possuem uma estabilidade maior a varia¢fes de temperatura e pH.

Os residuos utilizados na FES podem servir tanto como substrato quanto como
suporte para a sintese de metabdlitos com alto valor de mercado, como por exemplo, lipidios
microbianos, acidos organicos, biossurfactantes, células ricas em proteina e enzimas
(MAFAKHER et al., 2010). Esses residuos podem diferir em diversos aspectos quanto a sua
composicdo, como por exemplo, natureza quimica, tamanho de particula, capacidade de
retencdo de agua, dentre outros. Esse fato justifica 0 aumento de pesquisas em FES

envolvendo a utilizagdo de dois ou mais residuos simultaneamente.

Estudos mostram que as caréncias nutricionais de um residuo podem ser
compensadas com adicdo de um outro com caracteristicas complementares. Babu e Rao
(2007) ao trabalharem com diversos residuos verificaram que a producdo da lipase foi
bastante favorecida na FES com substrato misto, contendo bagaco de cana e farelo de trigo,
quando comparada as fermentacGes contendo os residuos separadamente. Além da
compensacdo nutricional, a integracdo de residuos pode também superar problemas como
toxicidade e capacidade de retencdo de agua, atuando sinergicamente na producdo de enzimas
(CORDOVA et al., 1998; SUN & XU, 2008; SANTIS-NAVARRO et al., 2011; CORADI et
al., 2012; SALGADO et al., 2013a).

Farias e colaboradores (2014) avaliaram o potencial de diferentes residuos para a
producdo de enzimas lipoliticas através da FES utilizando uma estirpe selvagem de Y.
lipolytica. Os pesquisadores testaram farelo e borra provenientes do processamento da soja e
torta de algoddo. A torta de algoddo proporcionou tanto um bom crescimento do micro-
organismo como uma boa producdo de enzimas sem a necessidade de qualquer
suplementacéo, servindo como fonte de carbono e nitrogénio para a levedura. A borra da soja,
rica em triacilglicerois e acidos graxos, foi utilizada juntamente com o farelo, agindo como
indutor para producéo de lipases. Quando utilizado sozinho, o farelo de soja n&o foi capaz de
propiciar a producéo de lipases pela levedura, provavelmente pela baixa concentracdo de 6leo
remanescente. Os resultados obtidos nesse estudo demostram o potencial da FES, uma vez
que residuos da industria de processamento de éleo puderam ser efetivamente empregados na

obtencéo de lipases.
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Em se tratando da producéo de lipases, a utilizacdo da FES pode ser ainda mais
vantajosa por conta da possibilidade de utilizagdo da enzima produzida sem qualquer extragéo
ou imobilizacdo prévia. Enzimas produzidas desta maneira reduzem 0s custos por estarem
naturalmente imobilizadas, podendo ser prontamente utilizadas em processos biossintéticos
que ndo exijam biocatalisadores com alto grau de pureza (RIGO et al., 2010). A utilizagéo
direta do substrato fermentado contendo enzimas extracelulares evita etapas financeiramente
dispendiosas como purificacdo, concentracdo e imobilizacdo enzimética (CORADI et al.,
2012; AGUIEIRAS et al., 2014).

Apesar dessas vantagens, a aplicacdo da FES em processos industriais ainda é
bastante precéria devido a dificuldade de monitoracdo e controle das varidveis envolvidas no
processo. Enquanto a fermentacdo submersa é considerada homogénea, na fermentacdo em
estado solido podem existir varios gradientes de temperatura e umidade que afetam
negativamente a producdo de metabolitos, principalmente quando se trabalha com grandes
volumes (FARINAS et al., 2010). As técnicas convencionais para controle da temperatura em
fermentacdes submersas ndo sdo facilmente adaptaveis para a fermentacdo em estado solido.
Convencionalmente, o controle da temperatura em FES € realizada principalmente atraves do

ajuste da aeragéo do meio.

Segundo Raghavarao e colaboradores (2003), no inicio da fermentacdo em estado
solido a concentracdo de oxigénio e a temperatura sao as mesmas em todos os locais do leito.
Com o desenvolvimento do processo, entretanto, ocorre a deplecdo gradativa do oxigénio e as
reacOes ali existentes passam a liberar calor que ndo é facilmente dissipado devido a baixa
condutividade térmica dos substratos. Com o aumento no tempo da fermentagdo ocorre ainda
uma diminuicgéo da porosidade do substrato, que acaba por dificultar ainda mais o processo de
transferéncia de massa e calor. Sob estas circunstancias acabam se formando os gradientes na
FES.

A medicdo da biomassa na FES também é um pardmetro critico, com medi¢oes
diretas inexistentes. Por esse motivo, as medicOes off-line se tornam mais comuns nesse tipo
de processo, permitindo a aquisicdo de informacbes importantes, porém com um grande
atraso (JIANG et al., 2012). Na FES, a biomassa fica geralmente ligada a superficie sélida do
meio, de maneira a dificultar a sua medicdo. Medidas indiretas de biomassa sdo utilizadas

nesses casos, como por exemplo, medigédo da taxa de respiracdo do micro-organismo (OSMA
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et al., 2011). Existem poucos trabalhos disponiveis sobre a caracterizacdo morfoldgica e a
cinética da biomassa em FES, principalmente por causa da complexidade da medicdo das

principais variaveis do processo (COURI et al., 2006).

Algumas metodologias tém sido propostas como medidas indiretas de quantificacao
da biomassa, na maioria dos casos a metodologia proposta é comparada com o método de
glicosamina, que é considerado um método classico para a quantificacdo. Entretanto, este
método pode apresentar erros devido a variacdo no conteudo de glicosamina em diferentes
estagios de crescimento do micro-organismo e a baixa especificidade da quantificacdo. Isso
significa que diferentes acucares de seis carbonos, como o0s presentes no tecido vegetal do
substrato utilizado na FES, também podem ser medidos por esse método (DUTRA et al.,
2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
4.1.1. Reagentes

Os principais reagentes utilizados para a composi¢do dos meios de cultura e ensaios

analiticos estdo listados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Principais reagentes utilizados em meios de cultura e ensaios analiticos.

Reagente Fabricante

Agar Vetec
Alaranjado de acridina -

Azul de metileno -

Extrato de levedura Oxoid
FUN 1 (LIVE/DEAD® Yeast Viability Kit) Thermo Fisher Scientific
DMSO (Dimetil Sulfoxido) Vetec
Glicose Reagen
Peptona Oxoid
Uréia Vetec
NaCl Vetec
NaOH Vetec
p-nitrofenil laurato Fluka
Safranina Vetec
Sulfato de Amonio Vetec
Triton X-100 -
Tween — 80 Sigma-Aldrich
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4.1.2. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados nos experimentos e nas analises estdo listados

na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Principais equipamentos utilizados.

Equipamento Fabricante Modelo
gg?;ﬁgg)or de umidade AND MX-50
Balanga analitica Mettler AE260
Biorreator de bancada Multigen -
Sjrrr?ﬂ%de fluxo laminar Labconco BioFlux 11
Camera digital MediaCybernetics Evolution VF
Centrifuga Fanem 204-NR
Espectrofotometro Bell Photonic SP2000-UV
com uidade saturacs Tecral BOD
Incubador com agitacao e Certomat BS-1

controle de temperatura

Leitor de Microplaca
Lupa estereoscopica

Microcentrifuga

Microscopio
Programa computacional

Programa computacional

Peneirador e peneiras

SpectraMax M2e

Eppendorf

Nikkon Eclipse

MatlabWorks
QImaging

GranuTest

Molecular Devices

5804R

E200
Matlab R2011b

Qcapture-Pro
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4.2. MICRO-ORGANISMO

Em todos os experimentos, 0 micro-organismo utilizado foi a levedura Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682, estirpe selvagem isolada de um estuério da Baia de Guanabara no
Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER & MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada pelo
Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

4.2.1. Preservacao do micro-organismo

A levedura foi conservada a 4 °C ap0s 24 horas de crescimento em tubos de ensaio
contendo &gar YPD, com composicdo (em m/v): extrato de lévedo 1 %, peptona 2 %, glicose

2 % e Agar-agar 2 %.

4.2.2. Cultivo do pré-inoculo

As células, inicialmente preservadas em tubos contendo YPD &gar, foram inoculadas
de maneira estéril em frascos contendo 200 mL de meio liquido YPD (extrato de lévedo 1 %
m/v, peptona 2 % m/v e glicose 2 % m/v). Apds a inoculacdo os frascos foram incubados com

agitacdo orbital (shaker) por 72 horas a 28 °C e 160 rpm.

4.3. ESTERILIZACAO

Todos os materiais e meios utilizados que exigiram condicGes assépticas, passaram
por esterilizacdo em autoclave. Os meios de composicdo organica foram esterilizados a 0,5
atm por 22 minutos, enquanto materiais em geral foram esterilizados a 1,0 atm por 22

minutos.

4.4. FERMENTACAO SUBMERSA

As fermentacGes submersas foram conduzidas para os estudos preliminares de PDI.
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4.4.1. Meio de producéo

O meio de cultivo utilizado em biorreator foi 0 meio YPD modificado. A quantidade
de peptona foi reduzida para 0,64 % (m/v) enquanto 0s outros componentes tiveram suas
quantidades mantidas (AMARAL, 2007).

4.4.2. Inoculacdo do meio de producgéo

Apds as 72 horas de cultivo do pré-indculo, uma aliquota foi retirada para
determinacdo da absorbancia a 570 nm e célculo da biomassa (ver item 4.4.5). Apoés isso, as
células foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos e suspensas em 10 mL do meio de
producdo, para posterior inoculagdo do biorreator. O volume de pré-indculo centrifugado foi
calculado de modo a se obter, aproximadamente, uma concentracdo inicial de células de 1,0

mg m.s. cel. mL™.

4.4.3. Biorreator

O biorreator utilizado foi do modelo Multigen (New Brunswick Scientific Co.,
EUA), com capacidade nominal de 2 litros. Esse modelo é composto de agitacdo magnética,
aeracdo e controle de temperatura simultaneos, apresentando duas chicanas e duas turbinas

(turbina tipo Rushton com pas retas verticais), conforme mostra a Figura 4.1.

o ¥ e I .
Figura 4.1. Biorreator de bancada
utilizado para o desenvolvimento da
FS.
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Para esse experimento foram adotados os seguintes pardmetros: concentracao inicial
de células de 1,0 g.L™", temperatura de cultivo de 28 °C, vazdo de oxigénio de 1,5 L.min™ e

volume de trabalho de 1,5 L.

4.4.4. Amostragem

Durante as 48 horas de processo, amostras de 5 mL foram retiradas, de modo
asséptico, em intervalos de trés horas. Parte desse volume foi separado para quantificacao
celular, enquanto a outra parte foi direcionada para a aquisicdo de imagens, sempre em
triplicata.

4.4.5. Quantificacdo do crescimento celular

O crescimento celular foi acompanhado através de medidas de absorbancia em
espectrofotobmetro Bel Photonic SP2000-UV a 570 nm. Os valores de cada leitura foram
convertidos para mg m.s. cel. L™ utilizando-se o fator obtido através de uma curva padréo
(Figura 4.2) de peso seco de Y. lipolytica previamente elaborada, conforme metodologia
descrita por Amaral (2007).

oo Concentracao celular
0,35 -
_. 0,30
E
o 0,25 -
E
w
& 0,20 -
% y=0,4792x
< R?=0,996
g 0,15 <
2
2 010 -
o
0,05 -
*
0,00 : . . . . : : ‘
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80

Absorbéncia (570nm)

Figura 4.2. Curva de peso seco para quantificacdo do crescimento celular de
Yarrowia lipolytica (570 nm em espectrofotdmetro Bel Photonic SP2000-UV).
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4.5. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

As fermentagdes em estado solido foram conduzidas tanto para os estudos de PDI
quanto para os estudos envolvendo a producdo de lipases pela estirpe de Yarrowia lipolytica

IMUFRJ 50682.

4.5.1. Matérias primas
45.1.1. Torta de macauba

A torta de macauba utilizada na FES foi obtida a partir da prensagem a frio da polpa e
casca da macauba (cedida pela PETROBRAS - CENPES). Esse material foi estocado a
temperatura de 5 °C e foi utilizado sem nenhum tratamento quimico prévio. A Tabela 4.3

mostra as andlises fisico-quimicas da torta da polpa e casca de macaulba.

Tabela 4.3. Analises fisico-quimicas da torta residual da polpa de
macalba realizada pelo laborat6rio de controle bromatoldgico-

LABCBROM/UFRJ.
Anélises fisico- Composicao centesimal base
quimicas seca (%) da torta de
macalba— Polpa e casca.
Cinzas 2,3+0,1
Proteinas 4,6 +0,2
Extrato etéreo 58+0,3
Carboidratos totais Nifext 16,2+1,6
Fibras totais 71,2+16

4.5.1.1.1. Separacao granulométrica

A torta de macauba foi submetida a um processo de separacdo granulométrica

utilizando peneiras com aberturas de 1,18 mm.
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4.5.1.1.2. Medig&o da umidade

O teor de umidade da torta foi medido através da andlise de amostras de

aproximadamente 0,5 g de material fermentado diretamente no analisador de umidade.

4.5.1.2. Two-phase olive mil waste (TPOMW)

TPOMW é um residuo da inddstria de 6leo de oliva, resultante do sistema de
centrifugacdo de duas fases, que contém cerca de 60 % de agua e 2,5-3,5 % de 0leo residual.
Esse subproduto tem alta umidade e viscosidade devido a auséncia da etapa de separacdo das

fases solida e liquida durante o processo de extracéo do 6leo (DARVISHI, 2012).

O TPOMW utilizado nesse estudo foi obtido a partir de industrias de azeite da regido
norte de Portugal. Devido a alta umidade, o residuo precisou ser completamente seco em

estufa. Apds a secagem, o mesmo foi moido até um tamanho de particula inferior a 2 mm.

4.5.1.3. Farelo de trigo

O farelo de trigo, um subproduto da moagem do trigo para a confec¢do da farinha
branca, é reconhecido por ser uma fonte de carbono de baixo custo. O residuo utilizado neste
estudo foi coletado a partir de industrias de beneficiamento de trigo da regido norte de
Portugal. Apesar da baixa umidade, o farelo de trigo foi seco em estufa para um maior
controle de umidade do processo.

4.5.2. Preparo do meio de producéo

Em todos os processos fermentativos foram utilizados reatores contendo 10 g de
matéria prima. Solugdes nitrogenadas com 0,5 % de concentracdo (ureia e sulfato de amonio
foram avaliados) foram adicionadas de modo a deixar a umidade da FES torno de 53 % (base
umida). O volume a ser adicionado a cada fermentacdo foi calculado através da seguinte

férmula;
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Umidade (%) = (ﬂ) x 100

mlig+msol

Onde mlig € a massa de 4gua e msol é igual a massa do solido seco.

Os reatores foram incubados em estufa com temperatura controlada a 28 °C e
umidade saturada (99 %), de forma a manter a umidade do meio. Parametros como
quantidade de matéria prima, umidade e concentracdo da solucdo nitrogenada foram baseados
nos estudos realizados por Farias (2014).

4.5.3. Inoculacéo do meio de producéo

ApoGs as 72 horas de cultivo do pré-in6culo em meio YPD, a densidade celular foi
analisada em espectrofotdmetro a 570 nm. O valor de cada leitura foi convertido em nimero
de células por mililitro (cel.mL™), utilizando-se o fator obtido através de uma curva padréo

(Figura 4.3). O meio de producdo foi entdo inoculado com volume equivalente a 10® cel.mL™.

Numero de células
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Absorbéncia (570 nm)

Figura 4.3. Curva de correlagdo entre absorbancia e namero de células de Yarrowia
lipolytica (570 nm em espectrofotdmetro Bel Photonic SP2000-UV).
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4.5.4. Processo de extracao enzimética

Nos estudos aplicando os residuos TPOMW e farelo de trigo as extragBes foram
realizadas adicionando-se, ao final de cada tempo de processo fermentativo, 5 mL por grama
de torta fermentada de tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) adicionado de NaCl (1 %)
e Triton-X100 (0,5 %) (MOREIRA, 2012). Nos estudos com torta de macauba, inicialmente,
as extracdes foram realizadas adicionando-se 5 mL por grama de torta fermentada de tampé&o
fosfato de potéssio (50 mM, pH 7,0). A influéncia da adicdo de cloreto de sédio (NaCl) e

Triton-X100 na extracdo das FES de torta de macauba foi avaliada.

A extracdo enzimatica foi realizada em um agitador rotatério a 35 °C e 200 rpm por
20 min. Posteriormente, o fermentado foi prensado manualmente para a obtencdo do extrato
enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 8.000 rpm por 15 min para remocéo de solidos. O

sobrenadante foi utilizado para a dosagem da atividade da lipase.

4.5.5. Medicao de pH

O pH dos extratos enzimaticos foi medido em potencidmetro previamente calibrado

com solucBes padrédo de 4,0 e 7,0.

4.5.6. Amostragem

Os biorreatores foram retirados em intervalos regulares, sempre em duplicata para
cada ponto de amostragem, para a realizacdo da extracdo enzimatica e separacdo das amostras

para aquisicdo de imagens.

4.6. QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DA LIPASE

A atividade da lipase foi estimada atraves da variacdo de absorbancia a 410 nm em
leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax M2e) devido a hidrélise do p-nitrofenil
laurato (p-NFL) a p-nitrofenol, com uma concentracéo de 0,162 mg.mL™ em tampéo fosfato
de potéssio (50 mM), pH 7,0 (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997).
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O substrato (p-NFL) foi preparado solubilizando 0,018 g deste em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSQO). Em seguida, essa aliquota foi diluida 100 vezes em tampéo fosfato
de potassio. A cinética enzimatica foi realizada em leitor de microplaca onde, em cada poco,
180 uL de substrato previamente preparado foi aclimatado a 37 °C por, aproximadamente, 15
min. Apds esse tempo, foram adicionados 20 pL do extrato enzimatico e a variacdo da
absorbéncia foi acompanhada durante 110 segundos, contra o branco de reacdo (20 pL de
tampédo fosfato de potassio adicionados a 180 pL de substrato). O calculo da atividade foi

realizado utilizando a seguinte equacao:

_(4Abs)xDx fxVr
B At x Vs

Onde A é a atividade da enzima (U/L) e 1 unidade enzimatica (U) corresponde a
quantidade de enzima capaz de produzir 1umol de p-nitrofenol por minuto nas condicdes de
ensaio; A Abs/At ¢ a variagdo de absorbancia no intervalo de tempo At (em min) transcorrido
durante a fase de aumento linear da absorbancia; D € a diluicdo da solucdo enzimatica; Vr
igual ao volume reacional, que é o volume da solucdo de p-NPL em tamp&o e o volume da
amostra, em litros; Vs refere-se ao volume da solucdo enzimatica utilizada no ensaio, em

litros; f é o fator de conversdo, obtido através da construcdo de uma curva padrao de p-NFL.

A atividade lipolitica por grama de sélido seco (U/g) foi calculada através da
multiplicacdo da atividade em U/mL pelo volume de tampdo utilizado na extracdo dividido

pelo peso seco da amostra inicial.

4.7. ANALISE DIGITAL DE IMAGENS

Os processos fermentativos foram acompanhados através da aquisicdo e do

tratamento de imagens, realizados a cada ponto analisado, conforme os subitens a seguir.
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4.7.1. Preparo das amostras obtidas a partir da fermentacéo submersa

As amostras obtidas a partir da fermentacdo submersa foram diluidas em &gua

destilada para a etapa de aquisicdo das imagens.

4.7.2. Preparo das amostras obtidas a partir da fermentac@o em estado sélido

No que tange a fermentacdo em estado sélido, diversas formas para separar a
biomassa microbiana do meio fermentado foram testadas no decorrer da pesquisa. Nesta secao
estdo descritos tanto o primeiro método utilizado quanto o método desenvolvido. Entretanto,
como a elaboracdo de um método eficiente de separacdo de biomassa para a aquisi¢do de
imagens de FES fez parte dos objetivos deste trabalho, maiores detalhes estdo descritos no

Capitulo 5 (resultados e discussao).

4.7.2.1. Estudos preliminares

Nos estudos preliminares as aliquotas obtidas a partir da fermentacdo em estado
solido eram diluidas em 1 mL de solucdo fisiologica e centrifugadas a 3.000 rpm por 3
minutos. Apos a centrifugacdo aliquotas contendo as células da levedura eram separadas para

a etapa de aquisicdo de imagens.

4.7.2.2. Estudos avangados

As amostras contendo as células passaram a ser obtidas juntamente com o processo
de extracdo enzimatica. As células centrifugadas da levedura, aproximadamente 0,4 g, foram
cuidadosamente transferidas para um tubo Falcon contendo 10 mL de solucéo fisiologica. A

suspensdo celular foi entdo diluida trés vezes para a etapa de aquisi¢do de imagens.

4.7.2.2.1. Utilizagao de corantes

A aplicacdo de corantes foi avaliada visando a melhoria na visualizagdo dos objetos
contidos nas imagens, no caso as células de Yarrowia lipolytica. Nesse estudo foram

utilizados os seguintes corantes:
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o Azul de metileno — Adicionou-se 0,5 mL de uma solucdo de azul de metileno
com concentracdo 1g/L a 0,5 mL de amostra e incubou-se por 5 minutos. As amostras foram

visualizadas em microscopia de campo claro.

o Safranina — Adicionou-se 0,5 mL de uma solucéo de safranina (0,25 % v/v,) a
0,5 mL e amostra e incubou-se por 5 minutos. As amostras foram visualizadas em

microscopia de campo claro.

o Alaranjado de acridina — Adicionou-se uma solugéo de alaranjado de acridina
(4 g/L) a amostra de modo a se obter uma concentracdo final de 0,5 g/L, e incubou-se por 15
minutos no escuro. As amostras foram visualizadas em microscopia de fluorescéncia com o

filtro apropriado de 450 nm-490 nm.

. FUN-1 — Adicionou-se uma solucdo de FUN-1 (10 mM) a amostra de modo a
se obter uma concentracdo final de 5 pM, e incubou-se por 30 minutos no escuro. As amostras
foram visualizadas em microscopia de fluorescéncia com o filtro apropriado de 470 nm-590

nm.

4.7.2.2.2. Utilizagao de detergente

Com o objetivo de diminuir a interacdo entre as células de Y. lipolytica na etapa de
aquisicdo de imagens, que tendem a ficar aderidas umas as outras, avaliou-se a aplicacédo de

Tween-80 (1 %) as amostras.

4.7.3. Aquisicao das imagens
4.7.3.1. Imagens em lupa estereoscépica

Para a aquisicdo de imagens macroscopicas, amostras de FES foram colocadas
diretamente em placas de Petri e analisadas em lupa estereoscépica equipada com camera

digital.
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7.7.3.2. Imagens em microscopio optico

Para a visualizagdo no microscopio, 20 pL da amostra foram depositados em uma
lamina e cobertos por uma laminula. Para cada amostra duas laminas foram preparadas e

imagens foram obtidas, totalizando aproximadamente 150 imagens por amostra.

As aquisicdes foram realizadas em microscopio éptico (Eclipse E200, Nikon®)
usando as ferramentas disponiveis no software comercial Image-Pro Plus® 5.0 (Media
Cybernetics, Inc.). Um micrometro e o software Image-Pro Plus® 5.0 foram utilizados para
calibrar o tamanho das células para cada objetiva utilizada (40x e 100x), convertendo a area

dos objetos (em pixels) em pm.

O microscopio utilizado possui camera digital (Evolution VF fast cooled color,
Media Cybernetics®) acoplada e ligada a um computador. A captura das imagens foi
realizada em matriz RGB com 24 bits (16 milhdes de cores aproximadamente), e as mesmas
foram armazenadas no formato TIFF. As imagens digitais foram processadas e tiveram
diversos pardmetros fundamentais determinados através de sub-rotinas desenvolvidas em
ambiente MATLAB.

4.7.4. Processamento das imagens obtidas em microscopio éptico
4.7.4.1. Estudos preliminares

Nos estudos preliminares uma rotina simples de processamento foi utilizada em
ambiente  MATLAB para o processamento das imagens. A rotina semiautomatica,
desenvolvida seguindo a metodologia desenvolvida por Freire e colaboradores (2005) foi

adaptada de uma rotina utilizada no estudo de estabilidade de emulsdes.

Os objetos contidos nas imagens, adquiridas durante os estudos preliminares,
precisaram ter seus contornos realgados. A cada amostra, uma imagem sem objetos foi

adquirida para ser utilizada no processo de subtragéo de background.

Na rotina utilizada nesta etapa, as imagens coloridas eram primeiramente convertidas
para a escala de cinza. Apos a determinacéo do critério de binarizagédo, por parte do operador,

as imagens passavam pela etapa de eliminacdo de objetos de fronteira. Em seguida, eram
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aplicadas operacbes morfologicas tais como a erosdo (remocdo de pequenos residuos),

reconstrugdo e preenchimento, produzindo a imagem binéria final.

4.7.4.2. Estudos avangados

Assim como a metodologia para o preparo de amostras de FES, o desenvolvimento
de uma nova rotina para o processamento de imagens foi também um dos objetivos desse
trabalho.

A nova rotina foi desenvolvida de modo a processar eficientemente as amostras de
FES adquiridas utilizando a nova metodologia de aquisicdo e preparo das amostras. Os
detalhes da nova rotina para o processamento de imagens estdo descritos no Capitulo 5

(resultados e discusséo).

4.7.5. Analise das imagens

Ap0s o tratamento das imagens seguiu-se para etapa de analise das mesmas, na qual
se efetuou a quantificacdo dos objetos e o calculo de pardmetros morfoldgicos. Para isso,
outra sub-rotina desenvolvida em ambiente MATLAB foi aplicada. O programa,
desenvolvido por Amaral (2003), permite o estudo em nivel de caracteristicas estruturais das
células microbianas baseadas na geometria Euclidiana e na determinacdo das dimensGes

fractais.

Nesta etapa foram analisados os seguintes parametros para posterior analise: Area,
Comprimento, Largura, Compacidade, Excentricidade, Robustez, Circularidade e Diametro

Equivalente (Deg).

. Area (A): A Area é calculada como a superficie do objeto projetada e é

definida como o numero de pixels que pertencem a um objeto convertido a unidades métricas:
A= Nobj X Fcal

Em que Noy; € a soma dos pixels de cada objeto e Fcy € 0 fator de calibragéo métrico.
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o Comprimento (Fnax): O Comprimento de um objeto é dado pelo Didmetro de
Feret Maximo convertido a unidades métricas. O Diametro de Feret de um objeto é a
distancia méxima entre duas tangentes paralelas tocando as bordas opostas de um objeto
(GLASBEY & HORGAN, 1995).

o Largura (L): A Largura de um objeto é definida como o Diametro de Feret

Minimo (Fmin) convertido a unidades métricas (RUSS, 1995).

o Compacidade (Comp): A Compacidade € expressa pela seguinte equacdo
(RUSS, 1995):

/iA
T

Comp =

max

. Excentricidade (Exc): A Excentricidade é determinada pelos momentos de
segunda ordem do objeto (GLASBEY & HORGAN, 1995).

_(4n?) (May—May)” + 4M3,,,
Exc = 2

Onde My, € 0 momento de segunda ordem horizontal e vertical.

. Robustez (Rob): Este parametro é expresso pela seguinte equacdo (PONS et
al., 1997):

Rob = ——2
VA
Onde ergpj € 0 nUMero de erosdes necessarias para apagar o objeto.

o Circularidade (Circ): Este parametro é expresso pela razdo entre o

Comprimento (Fméx) e a Largura (Fmin).

Fmax

Circ = -
Fmin
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o Diametro Equivalente (Deq): O Diametro Equivalente de um objeto € expresso
como o diametro do circulo de superficie igual a do objeto convertido a unidades métricas
(RUSS, 1995):

Deg =2 4
eq — T

E importante assegurar que o programa detecte todos os tamanhos de células de
maneira aleatoria, sem a deteccdo preferencial. Quando nenhum erro sistematico esta
presente, a populacdo de todas imagens analisadas segue uma distribuicdo Gaussiana
(TRINDADE et al., 2008). Os dois parametros da distribuicdo gaussiana sdo a média e o
desvio padrdo, parametros de uma curva normal, uma vez que sdo suficientes para defini-la
completamente. A média é o parametro de tendéncia central ou de posicdo, indicando em que
ponto da reta real a curva estd centrada; o desvio-padrdo € o parametro de dispersao ou
variabilidade, e informa sobre a forma, se mais larga ou estreita, da distribuicdo
(CALLEGARI-JAQUES, 2008).

Ap0s essa etapa 0s parametros morfoldgicos estimados foram registrados em formato

xls.

4.7.6. Tratamento estatistico dos resultados

Os parametros morfologicos obtidos apds o processamento e analise digital das
imagens de FES foram analisados aplicando o software estatistico de analise de dados
Statistica 12 (StatSoft®). Os parametros morfoldgicos calculados através da anélise digital de
imagens foram tratados aplicando andlise de variancia univariada (ANOVA). Adicionalmente,

o software foi utilizado para gerar histogramas dos parametros morfolégicos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADOS PRELIMINARES
5.1.1. Avaliacdo macroscépica da FES

Com o objetivo de desenvolver técnicas para 0 acompanhamento de FES através da
andlise de imagens, o primeiro estudo proposto envolveu a avaliagdo de imagens
macroscopicas da torta de macauba fermentada utilizando uma lupa estereoscépica. Para esse
experimento, fermentacGes foram conduzidas durante 24 horas, com retiradas em intervalos
de trés horas para a aquisicdo de imagens. Entretanto, ap6s alguns experimentos verificou-se
que a aquisicdo de imagens através da lupa ndo era efetiva.

As imagens obtidas desta maneira ndo se mostraram préprias para qualquer
tratamento posterior. Os principais problemas encontrados estavam relacionados tanto a lupa
em si, quanto as caracteristicas do processo. Em relacdo a lupa, o primeiro problema
encontrado foi a impossibilidade de padronizacdo da iluminacdo, uma vez que a iluminacao
partia de luzes na extremidade de hastes flexiveis que se moviam constantemente. Além disso,
0 proprio mecanismo de iluminacdo era ineficiente e ndo permitia uma iluminacdo
homogénea da superficie do leito sélido, produzindo &reas escuras e areas muito brilhosas que

dificultariam o processamento da imagem.

O segundo problema encontrado estava relacionado aos aumentos possiveis de serem
trabalhados. Mesmo diante do menor aumento, que era de oito vezes, ndo foi possivel tirar
uma foto Unica que abrangesse todo o leito de fermentacdo. Foi necessario dividir o leito, que
era circular, em quadrantes para se obter uma imagem da amostra por inteiro. Desta maneira,
a natureza dimorfica da levedura ndo pOde ser contemplada através das imagens
macroscépicas. A levedura Y. lipolytica mesmo tendo a capacidade de apresentar, sob certas
circunstancias, aspecto filamentoso, ndo apresentou crescimento identificavel
macroscopicamente. Observando-se as Figuras 5.1 e 5.2 é possivel identificar apenas uma
discreta camada recobrindo o substrato apds 24 horas de fermentacdo, correspondente a

biomassa da levedura.
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Figura 5.1. Crescimento da Y. lipolytica em FES de torta de
macaulba. Imagem obtida através de cAmera digital comum.

Figura 5.2. Crescimento da Y. lipolytica em FES de torta de
macalba. Imagem obtida por meio de lupa estereoscopica
(aumento de 8x).

O processamento de imagens macroscopicas adquiridas com o auxilio de lupa em

FES ja foi descrito na literatura (COURI et al., 2006; DUTRA et al., 2008; DUAN et al.,

2012). Nos estudos essa técnica foi utilizada para extrair informagdes Gteis e monitorar a

biomassa microbiana nos processos fermentativos. O éxito alcancado por esses autores na
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utilizacdo de imagens macroscopicas deveu-se a utilizacdo de fungos filamentosos, que
apresentaram um crescimento facil de ser detectado mesmo a olho nu. As espécies de fungos
filamentosos utilizadas apresentaram micélios facilmente diferencidveis do meio de
fermentacdo, de modo que o processamento de imagens utilizado por eles permitiu o

reconhecimento da biomassa microbiana.

5.1.2. Avaliacdo microscopica da FES
5.1.2.1. Aquisicéo e processamento de imagens de FES

Amostras da FES foram entdo acompanhadas através do microscépio. As amostras
foram processadas de maneira a evitar a presenca de residuos nas imagens, mesmo assim em
algumas delas foi possivel notar a existéncia de células aderidas ndo sé as goticulas de 6leo,
como também as particulas da matéria-prima (Figura 5.3). As imagens serviram para reforcar
mais uma vez o que ja é citado na literatura, a forte interacdo micro-organismo/substrato
durante o processo de fermentacdo em estado sélido, além da afinidade desta levedura por
substratos hidrofobicos (CHEN, 2013; AMARAL et al., 2006).

Célula

Oleo

Figura 5.3. Células de Y. lipolytica envoltas por micelas
de Oleo ap6s 3 horas de fermentacdo (aumento de
1000x).

Devido a dificuldade no processamento das imagens adquiridas na FES, muitas delas

tiveram que passar por uma etapa de pré-processamento, que consistiu no realce manual das
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bordas dos objetos (Figura 5.4). Essa etapa manual foi essencial pois sem ela a binarizagéo
das imagens seria inviabilizada (Figura 5.5).

Figura 5.4. Processamento de imagem da FES com a etapa de pré-processamento. Em A: imagem
original; B: objetos com realce manual das bordas; C: imagem binarizada.

Figura 5.5. Processamento de imagem da FES sem a etapa de pré-
processamento. Em A: imagem original; B: imagem binarizada.

5.1.3. Acompanhamento da morfologia de Y. lipolytica em diferentes sistemas de

producao através do processamento e anélise de imagens

A levedura Yarrowia lipolytica, como ja mencionado anteriormente, é capaz de
sofrer uma transicdo da morfologia de levedura para a filamentosa dependendo das condicGes
de cultivo. Para avaliar as diferentes morfologias apresentadas pela levedura, dois tipos de
fermentacdo foram conduzidos e monitorados atraves de imagens (fermentacdo em estado

solido e fermentagdo em submerso).

5.1.3.1. Avaliagdo do pré-indculo quanto & morfologia da levedura Y. lipolytica

Para ambas as fermentacGes o preparo do pré-inoculo seguiu a mesma elaboracdo, e

o mesmo foi avaliado através de imagens visando a confirmacdo de que ndo haveria
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diferencas entre as culturas. No chamado “tempo zero”, a morfologia leveduriforme foi
dominante para todos os pré-indculos (Figura 5.6). Vale ressaltar que os pré-indculos foram

cultivados em submerso utilizando um meio rico em nitrogénio e carbono.

Figura 5.6. Imagem ilustrativa das células presentes nos pré-
indculos (72 horas de cultivo em meio YPD) (aumento de 1000x).

A rotina utilizada para a andlise das imagens € capaz de gerar histogramas de
diferentes parametros a partir das imagens binarizadas, incluindo circularidade e diametro
médio. O histograma € a representacdo grafica de uma distribuicdo de frequéncias, as quais
sdo representadas pelas areas de retdngulos verticais adjacentes que mostram quantos pontos

do conjunto de dados estdo em cada intervalo (GILAT, 2006).

O parametro Circularidade é calculado através da razdo entre os valores do eixo
maximo (Fmax) € do eixo minimo (Fmin), mensurado para cada objeto obtido na imagem. 1sso
significa dizer que quanto mais circular for o objeto, mais préximo de 1 (um) sera esta razdo.
Nos estudos preliminares esse parametro foi considerado como o mais relevante para a
avaliacdo das mudancas morfologicas da levedura Y. lipolytica, uma vez que a distribuicéo
das circularidades médias permitiu identificar aumentos no comprimento dos objetos, neste
caso o processo de formagdo de hifas. O programa utilizado faz a distribuicdo das

circularidades médias em 40 diferentes classes (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Classes de circularidades/didmetros médios com seus respectivos valores.

Classes Circularidade/ Classes Circularidade/ Classes Circularidade/

Diametro Diametro Diametro
0-5 <0,5 17 16-<1,7 29 28-<29
6 0,5-<0,6 18 1,7-<18 30 29-<3,0
7 0,6-<0,7 19 18-<19 31 3,0-<31
8 0,7-<0,8 20 19-<20 32 3,1-<3,2
9 0,8-<0,9 21 20-<21 33 32-<3,3
10 09-<1,0 22 21-<22 34 3,3-<34
11 10-<11 23 22-<23 35 34-<35
12 11-<1,2 24 23-<24 36 35-<36
13 12-<13 25 24-<25 37 3,6-<37
14 13-<1/4 26 25-<26 38 3,7-<3,8
15 14-<15 27 26-<27 39 3,8-<3,9
16 15-<16 28 2,7-<28 40 >4,0

O histograma das circularidades médias dos pré-indculos foi utilizado para avaliar a
similaridade entre as populacdes iniciais usadas em cada sistema de cultivo (Figura 5.7). Nos
histogramas o eixo vertical representa a quantidade de objetos em porcentagem e 0 eixo
horizontal representa a distribuicdo nas 40 classes. Como é possivel verificar, o perfil dos dois
pré-indculos é similar, estando a maior parte das células entre os grupos 11 e 25, que
representam as circularidades que variam entre 1 e 1,5, totalizando 93 % para o indculo da
FES e 92 % para o da FS. Tal informacdo de circularidade reforca ainda mais o estado
morfolégico do micro-organismo, indicando a presenca de células ovais, morfologia
leveduriforme tipica da estirpe Y. lipolytica IMUFRJ 50682 quando cultivada em meio rico.
Pode-se dizer que ambas as populagdes sdo morfologicamente “idénticas" quando do inicio do

processo fermentativo.
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Histograma - Circularidades Histograma - Circularidades

0
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Figura 5.7. Histogramas da distribuicdo das circularidades médias dos pré indculos da fermentacéo
em estado solido de torta de macauba e da fermentacdo submersa (FS). Eixo vertical: porcentagem
de objetos; Eixo horizontal: classes de distribui¢do das circularidades médias.

A distribuicdo dos diametros médios das células no tempo zero (Figura 5.8) também
seguiu 0 mesmo perfil. Nos dois pré-indculos, o diametro médio foi de aproximadamente 5
um (dados calculados e fornecidos pelo programa, através de correlacdo entre os pixels
medidos e as distancias relativas em um micrometro). A avaliacdo dos pré-indculos foi
necessaria para confirmacdo de que qualquer alteracdo posterior na morfologia da levedura
seria devido ao sistema de cultivo no qual o0 mesmo foi empregado, sem nenhuma influéncia

do estado morfologico inicial do micro-organismo.

Histograma - Diametro/Diammedio Histograma - Diametro/Diammedio
30 T T T T T T T T 25 T T T T T

FES

FS

| 0 |
20 25 30 35 40 45 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Figura 5.8. Histogramas da distribuicdo dos didametros médios dos pré inéculos da fermentagdo em
estado sdlido de torta de macalba e da fermentacdo submersa (FS). Eixo vertical: porcentagem de
objetos; Eixo horizontal: classes de distribuicdo dos diametros médios.
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5.1.3.2. Avaliacdo dos sistemas de cultivo quanto a morfologia da levedura Y. lipolytica

O acompanhamento das fermentacdes submersa e em estado solido através de
imagens possibilitou uma melhor visualizagdo do comportamento da levedura Y. lipolytica em
relacdo a sua morfologia. Durante as 48 horas de fermentacdo submersa, a levedura nédo
apresentou em nenhum momento mudangas na sua morfologia. Durante todo o processo, a
morfologia se manteve equiparavel a morfologia do pré-indculo, com células leveduriformes,
0 que ndo aconteceu durante as 48 horas da fermentacdo em estado solido. Na a FES, a
levedura comprovou o seu comportamento dimorfico, passando a formar extensas hifas, que

puderam ser confirmadas através da analise das suas circularidades médias (Figura 5.9).

Devido a forte tendéncia do micro-organismo em desenvolver caracteristica
filamentosa, formando hifas e pseudo-hifas dos mais diversos comprimentos, o desvio padrdo
intrinseco € muito grande para cada tempo analisado. Com o progresso da fermentacéo, as
celulas passaram a aumentar cada vez mais 0 seu comprimento médio, 0 que proporcionou um
aumento no desvio padrdo de tal maneira que no tempo 48 horas 0 mesmo chegou a

corresponder a 65 % do valor da média.
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Figura 5.9. Distribuicdo das circularidades médias nos diferentes tempos de
fermentacdo (submersa e em estado sélido).
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Pode-se perceber que esse desvio padrdo estd relacionado ao comprimento dos
filamentos durante a FES, uma vez que ao se observar o desenvolvimento da FS, onde néo

ocorre alteracdo na morfologia, os desvios padrdo sdo consideravelmente menores.

No que concerne a distribuicdo dos diametros, pode ser observado na Figura 5.10 que
com o progresso da FS os didmetros médios se mantiveram quase sem variagdo dentro da
faixa de 5 um. Para a FES, o comportamento foi similar, entretanto nas primeiras 6 horas
ocorreu um aumento significativo do didmetro meédio, de aproximadamente 34% do valor
inicial. Apos esse aumento abrupto, os didmetros médios passaram a se manter sem grandes
variacdes dentro da faixa de 7 um. Essa mudanca no didmetro médio nas 6 primeiras horas
esta provavelmente ligada a transicdo morfolégica do micro-organismo, que muda de células
ovoides para células filamentosas. Sabe-se que o processo de mudanca morfoldgica consiste
basicamente em uma alteracdo drastica no padrdo de biossintese da parede celular, tendo
como principal consequéncia 0 aumento constante na concentracdo de vesiculas que carregam
enzimas biossintéticas (HURTADO; RACHUBINSKI, 2002). Desta maneira, toda a
preparacdo celular necessaria para transicdo morfologica pode ter acarretado primeiramente

no aumento no diametro da célula.
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Figura 5.10. Distribuicdo dos didmetros médios nos diferentes tempos.

FES

Didmetro médio (um

Comparando-se as Figuras 5.9 e 5.10, pode-se perceber que o aumento na
circularidade média das células aconteceu principalmente a partir das 6 horas de fermentagéo,
de maneira aparentemente complementar ao aumento no diametro médio nas 6 primeiras

horas. Apesar de esses resultados serem promissores no que tange o estudo do dimorfismo de
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Y. lipolytica utilizando a técnica de andlise de imagens, outros experimentos serdo necessarios

para investigar essa relagdo mais profundamente e obter resultados definitivos.

No contexto geral, a circularidade foi o pardmetro mais importante para a
identificacdo da transicdo morfoldgica por parte da espécie Y. lipolytica. Os histogramas
gerados pelo programa demonstraram ser de grande auxilio para uma visualizag&o répida do

comportamento do micro-organismo quando empregado em um processo fermentativo.

Ao se observar a evolucdo dos histogramas em diferentes tempos, tanto para FS
quanto para FES, pode-se confirmar as mudancas na morfologia da levedura. E possivel
perceber que ao longo do curso da FS (Figura 5.11) ocorre uma variagdo nas circularidades
médias até 6 horas de processo. Essas variagdes estdo identificadas pelas diferentes classes
listadas no eixo horizontal, enquanto a porcentagem de células em cada classe esta listada no
eixo vertical. Para uma melhor compreensdo dos histogramas € necessario saber que quanto

maior for a numerag&o da classe, maior sdo as circularidades médias das células nela contidas.

Histograma - Circularidades Histograma - Circularidades Histograma - Circulandades
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Figura 5.11. Histogramas da distribui¢do das circularidades médias em diferentes tempos da
fermentacdo submersa (FS). Eixo vertical: porcentagem de objetos; Eixo horizontal: classes
de distribuicdo das circularidades médias.

O aumento na circularidade média durante a FS, facilmente observado em 3 horas e 6
horas de fermentagdo, é decorrente do processo de divisdo e crescimento celular. Muito

provavelmente nesses tempos estdo contabilizadas células germinadas, que no processo de
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binarizagdo e quantificacdo acabam sendo interpretadas como uma unica célula (Figura 5.12).
Esse fato é corroborado ao se analisar os tempos subsequentes, onde a partir das 24 horas de
fermentacdo ja ndo se pode identificar a presenca de células nas classes que identificam as
maiores circularidades, estando concentradas entre os grupos 10 e 20, que indicam
circularidades médias entre 1,0 e 2,0. Isso significa dizer que em tal ponto as células que antes
se encontravam germinadas ja se destacaram das células-mae e, nesse momento, se encontram

como células individuais.

Figura 5.12. Células de Y. lipolytica em 6 horas de fermentagdo
submersa (aumento de 1000x).

Conforme mostra a Figura 5.13, o perfil dos histogramas da FES difere muito do
perfil dos histogramas da FS, com excecéo do tempo 0 horas. Na FES, a partir da terceira hora
do processo ja é possivel identificar a existéncia de células em classes crescentes de

circularidade.
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Figura 5.13. Histogramas da distribuicdo das circularidades médias em diferentes tempos da
Fermentacdo em estado sélido (FES). Eixo vertical: porcentagem de objetos; Eixo horizontal:
classes de distribuicdo das circularidades médias.

Assim como na FS, esse resultado também ¢é influenciado pela existéncia de células
germinadas, principalmente nas primeiras horas (Figura 5.14). Entretanto, como ja foi
mencionado, na FES a levedura Y. lipolytica experimenta mudangas na sua morfologia,
passando a apresentar aspecto filamentoso (Figura 5.15), e essa caracteristica pode ser

visualizada no histograma.

Figura 5.14. Células de Y. lipolytica ap6s 6 horas de
fermentacdo em estado s6lido (aumento de 1000x).
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Figura 5.15. Células de Y. lipolytica ap6s 24 horas
de fermentagdo em estado sélido (aumento de
1000x).

E notavel que com o decorrer do processo as células vdo aumentando a sua
circularidade média, de maneira tal que ao final das 48 horas de processo quase 90 % das
células estdo localizadas na classe 40, que agrupa células com circularidade maior do que 4.
As células que se encontram em classes de menor circularidade correspondem as células

individuais jovens, que ao final da FES ja se encontram em menores proporcoes.

Os resultados preliminares demonstraram o potencial da utilizacdo de técnicas de
processamento e andlise de imagens no monitoramento de processos fermentativos.
Entretanto, a necessidade de aprimoramento da rotina para o processamento foi imperativa.
Além das dificuldades inerentes a fermentacdo em estado sélido, a rotina utilizada mostrou-se
limitada no que diz respeito ao reconhecimento automatico de objetos contidos nas imagens.
A capacidade de reconhecimento e segmentacdo correta foi praticamente nula para as células
mais alongadas, forcando a uma delimitacdo manual de objetos que tornou o processo
laborioso, fato que levou ao desenvolvimento de nova metodologia conforme os resultados

descritos a seguir nesse trabalho.
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5.2. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA MONITORACAO DE FES POR
PDI

Visando a melhoria do processo de monitoracdo por PDI, uma nova metodologia foi
desenvolvida. Modificacdes foram realizadas desde o processo de aquisicdo de amostras de
FES, tratamento das amostras para aquisicdo de imagens e rotina para 0 processamento e

analise das imagens, como estdo descritas a seguir:

5.2.1. Aquisicdo de amostras de FES

Inicialmente aliquotas eram retiradas dos biorreatores de maneira aleatéria
(triplicata) e diluidas em 1 mL de solucéo fisioldgica utilizando eppendorf. Essa suspensao de
solidos e células passava entdo por um ciclo de centrifugacdo, conforme descrito nos
Materiais e Métodos. Ao fim da centrifugacdo, a amostra ficava dividida em trés fases

visiveis: particulas grandes, particulas pequenas e sobrenadante (Figura 5.16).

Sobrenadante

Particulas peguenas

* Particulas grandes

Figura 5.16. Resultado da centrifugacdo da
amostra de FES.

Verificou-se que, apos a centrifugacdo, as celulas da levedura ficavam retidas na
regido intermediaria, junto com as particulas menores. Dessa maneira 0 sobrenadante era
descartado. Com o auxilio de uma espatula, a regido contendo as células era transferida para
outro eppendorf e ressuspensa em solucéo fisiologica, para entdo serem preparadas as laminas
para a aquisi¢do de imagens. Este processo, no entanto, ndo era suficiente para a aquisicéo de

imagens livres de residuos. As particulas mais finas acabavam sendo carregadas junto com as
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celulas, dificultando o processamento posterior das imagens adquiridas, uma vez que no
processo de segmentacdo esses residuos acabavam sendo reconhecidos como objetos de

interesse.

Visando amostras com menos residuos, foram realizadas centrifugacdes seriadas. As
aliquotas da FES foram diluidas em solucg&o fisiologica e centrifugadas. Apos a centrifugacéo,
0 sobrenadante foi descartado e a regido contendo células e solidos leves foi transferida para
outro eppendorf contendo solucdo fisioldgica. Esse processo foi repetido por mais duas vezes
para que entdo as amostras da etapa de aquisicdo de imagens fossem adquiridas. As
centrifugacdes seriadas proporcionaram imagens mais limpas, porém com baixa concentragdo
celular. A diminuicdo na quantidade de células ja era esperada, uma vez que a cada
transferéncia para um novo eppendorf células acabavam sendo perdidas junto com o residuo

descartado.

A solucdo encontrada foi utilizar todo o residuo fermentado no processo de
centrifugacdo. Entretanto, como parte da pesquisa dedica-se também a producéo de lipase, 0
processo para obtencdo de amostra para aquisicdo de imagens teve de ser unido ao processo
de extracdo enzimatica. Desta maneira as amostras passaram a ser obtidas apds a etapa de
centrifugacdo do processo de extracdo enzimética. O protocolo original para extracdo
enzimatica teve que ser modificado no que tange a centrifugacdo, que apds alguns testes
passou de 3.000 rpm por 5 minutos para 8.000 rpm por 15 minutos. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante (extrato enzimatico) era reservado para estudos de atividade, restando a fase
solida da FES, que assim como nos experimentos com eppendorfs, ficou visivelmente

dividida em duas fases (Figura 5.17).
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—— Extrato enzimatico

Particulas pequenas

Particulas grandes

Figura 5.17. Amostra de FES ap6s o processo de extracdo
enzimatica.

Apds verter 0 extrato enzimatico para outro frasco, a regido contendo as particulas
leves foi transferido com o auxilio de uma espéatula (aproximadamente 0,4 g) para um tubo
Falcon contendo 10 mL de solugdo fisioldgica. Apds a homogeneizacdo dessa suspensao,
aliquotas foram retiradas para a aquisi¢do de imagens (Figura 5.18).
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ba 178

- 11

~

ST el
Figura 5.18. Separacdo das amostras: A - Extrato
enzimatico; B — Suspensdo de células.
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5.2.2. Preparacdo das amostras para visualizacdo em microscopio
5.2.2.1. Utilizagéo de corantes

Nos estudos preliminares, as amostras de FES eram visualizadas no microscopio com
os objetos (células) desfocados, para entdo terem as imagens adquiridas. Esse desfoque dado
aos objetos nas imagens era necessario para o realce das bordas dos mesmos, que por sua vez
era necessario para o processamento posterior das imagens. Como ja foi discutido, mesmo
com esse procedimento de desfocagem, o processamento das imagens nem sempre era

efetivo, principalmente quando as células da levedura se tornavam filamentosas.

Buscando uma solucéo para esse problema, estudou-se 0 emprego de corantes que
pudessem aumentar o contraste dos objetos contidos nas imagens. Corantes indicadores de
viabilidade celular também foram avaliados nesse estudo. Primeiramente foi realizado um
levantamento dos corantes possiveis de serem aplicados nas amostras, tendo sido escolhidos
o0s corantes azul de metileno, safranina, alaranjado de acridina e FUN-1. Ressalta-se que 0s
dois primeiros corantes foram utilizados em microscopia de campo claro e os dois Gltimos em

microscopia de fluorescéncia.

e Azul de metileno:

O corante azul de metileno, muito utilizado em estudos de viabilidade celular, foi
logo descartado como op¢do de corante. Esse corante se liga apenas as células
metabolicamente inativas e por esse motivo ndo serviu para fins de contraste, uma vez que as

células presentes nas amostras se encontravam todas viaveis.

e Safranina:

A safranina, bastante utilizada no método de coloracdo de Gram, demonstrou grande
potencial para fins de contraste. Quando foi adicionada as suspensdes de células de Y.
lipolytica, a safranina foi capaz de corar as células por completo, realcando os limites das
mesmas. Para efeitos de processamento de imagens a utilizacdo da safranina se mostrou

bastante promissora (Figura 5.19).
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Figura 5.19. Amostras de células de Y. lipolytica coradas por safranina (Aumento
de 40x).

e Alaranjado de acridina:

O alaranjado de acridina é descrito na literatura como um corante que estima a
viabilidade celular através das fluorescéncias em laranja/vermelho ou em verde/amarelo.
Quando as moléculas do corante se ligam a cadeia de RNA (&cido ribonucleico), presente em
grande quantidade nas células em fase de crescimento exponencial, as células apresentam a
fluorescéncia laranja/vermelha. J& quando o corante se liga ao DNA (acido
desoxirribonucleico), predominante em células mortas ou com baixa taxa reprodutiva, as

celulas fluorescem em verde/amarelo (BELO, 2000).

Nos nossos estudos, o alaranjado de acridina foi capaz de corar todas as células de Y.
lipolytica presentes nas amostras. Entretanto, o resultado final obtido nas imagens acabou por
elimina-lo como opc¢do. Quando esse corante foi aplicado nas amostras de Y. lipolytica, a
distribuicdo de células possivelmente viaveis ou ndo-vidveis ndo seguiu o padrdo de cores
esperado (Figuras 5.20 e 5.21).
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Figura 5.20. Amostras de células de Y. lipolytica apds 24 horas de FES coradas
por alaranjado de acridina (Aumento de 40x).

Figura 5.21. Amostras de células de Y. lipolytica apds 96 horas de FES coradas
por alaranjado de acridina (Aumento de 40x).
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Como pode ser observado, as células ndo se distribuiram de maneira bem definida
entre vermelhas/laranjas e verdes/amarelas. Na verdade, mesmo em amostras com células
viaveis, a presenca de células coradas em verde foi notavel, principalmente nas primeiras 24
horas de fermentacdo. Poucas células ficaram completamente coradas em vermelho, na maior
parte delas as extremidades se coraram em verde e apenas regides internas se coraram em
vermelho. Essas variagdes no padrdo de cores apresentado pelas células claramente ndo
seriam interessantes para as futuras etapas de processamento, e por esse motivo a utilizacdo o

alaranjado de acridina foi descartada.

e FUN-1:
O corante FUN-1 permitiu a aquisicdo de imagens interessantes no que concerne a

viabilidade das células de Y. lipolytica (Figura 5.22).

Figura 5.22. Amostras de células de Y.lipolytica apds 96 h de FES coradas por
FUN-1 (Aumento de 40x).

O corante FUN-1 é permeével a membrana celular, fluindo livremente para o interior
das células. Inicialmente, no citoplasma, se mostra na cor verde brilhante. Em células fangicas
metabolicamente ativas, o FUN-1 é convertido em estruturas intravacuolares cilindricas
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(CIVS) que coram na cor vermelho/laranja &s custas de ATP (Adenosina trifosfato), enquanto
as estruturas intracelulares continuam coradas em verde. Quando as células ndo estdo
metabolicamente ativas exibem apenas a fluorescéncia verde-amarelada de maneira difusa
(MILLARD et al., 1997). Esse fato pode ser confirmado observando-se as imagens
adquiridas, onde as células da levedura apresentaram estruturas internas coradas em vermelho,

comprovando a viabilidade das mesmas.

Apesar do resultado positivo para a estimativa de viabilidade celular, o corante FUN-
1 ndo se mostrou viavel para a etapa de processamento de imagens. Isso porque a
fluorescéncia em vermelho das CIVS tem uma excitacdo muito curta, apagando rapidamente
da imagem. Essas estruturas sdo a Unica comprovacdo da viabilidade das células, e nem

sempre é possivel capta-las nas imagens devido a excitacdo rapida.

Desta maneira, diante dos fatos expostos, a safranina foi o corante escolhido para

auxiliar no processo de aquisi¢ao das imagens.

5.2.3. Desenvolvimento da nova rotina para o processamento de imagens de FES

Apds as modificacbes realizadas nas metodologias de aquisi¢cdo e preparo das
amostras de FES, a etapa seguinte tratou do desenvolvimento de uma nova rotina para o
processamento digital de imagens. Nessa etapa crucial do estudo, buscou-se aliar as
modificacOes ja realizadas nas metodologias as necessidades existentes no processamento de
imagens de FES. A seguir esta descrito o programa LEV_HIFAS, desenvolvido em ambiente
MATLAB, em conjunto com pesquisadores do Departamento de Engenharia Biologica da
Universidade do Minho e do Departamento de Engenharia Quimica e Bioldgica do Instituto
Politécnico de Coimbra — Portugal.

5.2.3.1. Interface do programa LEV_HIFAS

Trata-se de um programa desenvolvido para permitir a utilizagcdo das sub-rotinas de
maneira automatica ou semiautomatica, dando ao operador a liberdade de escolha de alguns

pardmetros. O menu principal tem 4 opc6es: Imagem, Avanco, Tratamento e Pardmetros.
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Inicialmente, na opgdo “Parametros”, é possivel fazer a determinacdo do nivel de
Threshold e da largura dos objetos, no caso as células de Yarrowia lipolytica, permitindo ao
operador adequar esses parametros a realidade dos objetos contidos nas imagens a cada

utilizacdo (Figura 5.23).

)] LEV_HIFAS =

Imagem Avango Tratamento ‘ Pardmetros o)

Definigdo de pardmetros

Nivel de Threshold:

Largura das leveduras

Figura 5.23. Interface do programa na opgao Parametros.

r

A opgao “Tratamento” é subdividida em 4 itens (Figura 5.24):

o Tipo de tratamento: Essa opcdo permite a escolha entre a sub-rotina de
binarizagdo de imagens (op¢do “Binarizar”) ¢ a sub-rotina de separacdo manual de objetos
contidos nas imagens (op¢ao “Segmentar”). Essa segunda sub-rotina é opcional e so pode ser
utilizada em imagens binarias. Ela foi desenvolvida para possibilitar a separacdo de objetos

que ndo tenham sido separados corretamente no processo de binarizacao;

. Eliminacdo de objetos na fronteira: Permite a escolha de se eliminar ou ndo os

objetos que estejam proximos a borda da imagem;

o Eliminacdo manual de objetos: Quando na sub-rotina “segmentar”, essa opgao
possibilita a eliminacdo manual de objetos que ndo devessem estar na imagem binazarizada
(como residuos, por exemplo);
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o Tipo de segmentacdo: Permite a escolha da segmentacdo manual ou

automatica.

n LEV_HIFAS - olEl

l Imagem  Avango | Tratamento | Parametros

Tipo de tratamento
Eliminag3o de objetos na fronteira
Eliminagdo manual de objetos

Tipo de segmentagdo

Tipo de tratamento: Eiminagao de objetos Eiminagdo manual de Tipo de segmentacio
na fronteira? obietos?

O Manual

@ Segmentar @ Automética

Figura 5.24. Interface do programa na op¢do Tratamento.

A opcdo “Avango” possibilita a escolha do processamento de imagens em série ou

uma a uma. Por ultimo, a op¢do “Imagem” da inicio a sub-rotina previamente escolhida.

5.2.3.2. Processamento de imagens com o programa LEV_HIFAS

O programa LEV_HIFAS, como mencionado anteriormente, permite a aplicacdo de
duas sub-rotinas no processamento de imagens. Com a primeira sub-rotina obtém-se as
imagens binarias, ja com a segunda sub-rotina essas imagens podem ser aperfeicoadas. Um
esquema representativo da rotina desenvolvida para o processamento de imagens esta

demonstrado na Figura a seguir (Figura 5.25).
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Pré- Segmentagdo/
processamento Binarizagao

Separacdo e

Pés tratamento eliminacdo manual
de objetos™

Figura 5.25. Esquematizacdo das principais etapas do processamento de imagens
(*Opcional).

A etapa de pré-processamento envolve a conversdo da imagem colorida para escala
de cinza (8 bit), utilizando por base o valor minimo de cada um dos canais (RGB — Red,

Green, Blue).

Na etapa de segmentacdo o fundo da imagem é subtraido de modo a destacar os
objetos de interesse. A selecdo do campo de interesse da imagem é realizada aplicando-se
técnicas baseadas em limites de cinza, onde a imagem é segmentada a partir de um valor
6timo de Threshold (que pode ser modificado pelo utilizador). Essa segmentacéo é efetuada
tendo-se por base uma funcdo a partir de um valor predefinido e a média entre o valor da
mediana, abaixo e acima de 50 % dos pixels no histograma. Os pixels abaixo do valor dessa
funcdo sdo reconhecidos como representando a fronteira das leveduras, e os pixels com
valores acima sdo reconhecidos como fundo da imagem. Ao fim dessa etapa obtém-se

imagens binarizadas.

Na etapa de pos-tratamento ocorre a aplicacao de filtros morfol6gicos, que visam a
melhora da imagem binaria. O programa é capaz de eliminar objetos que se encontrem na
fronteira da imagem binéaria, caso seja de interesse do utilizador. Nesta etapa sdo aplicadas
operacdes morfologicas de abertura e fechamento, alternando-se filtros de erosdo e dilatagédo
com 0 mesmo elemento estruturante. Em seguida ocorre o enchimento de zonas interiores das
células e a eliminag&o de residuos (debris) distinguidos dos objetos de interesse pelo tamanho.
Finalmente é efetuada uma separacdo basica dos objetos em contato através de uma

metodologia baseada na largura das hifas individuais (previamente definida pelo utilizador).
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A quarta e Ultima etapa, opcional ao utilizador, permite uma melhor separa¢do dos
objetos em contato a partir das imagens finais do pos-tratamento, seja por uma metodologia
automatica ou por uma metodologia manual. Na metodologia automatica utiliza-se uma
separacdo por watershed baseada na largura das hifas individuais; na metodologia manual, o
utilizador seleciona as zonas de separacdo entre hifas a serem inseridas na imagem. Essa etapa
também permite a eliminagdo manual de objetos considerados como detritos. A Figura 5.26

exemplifica as principais etapas do processamento de imagens no programa LEV_HIFAS.

o LEV_HIFAS - oiEl g LEV_HIFAS - ' IEN

Imagem Avango Tratamento Parametros ¥ Imagem Avango Tratamento Pardmetros &

n LEV_HIFAS - o IElm LEV_HIFAS - oIEd

Imagem Avango Tratamento Parametros ~ llmagem Avango Tratamento Parametros |

Figura 5.26. Imagens resultantes do procedimento de processamento de imagens: a) Amostra de células
de Yarrowia lipolytica; b) Reconhecimento automético dos objetos contidos na imagem; ¢) Conversédo
da imagem colorida para a escala de cinza; d) Imagem binarizada.
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5.3. VALIDACAO DA METODOLOGIA DESENVOLVIDA

Apo6s o desenvolvimento dos meétodos para o preparo das amostras de FES e do
programa para 0 processamento de imagens, seguiu-se para aplicacdo dos mesmos. As
fermentacdes foram conduzidas em triplicata, utilizando o residuo de macauba, e

acompanhadas por 72 horas, com pontos a cada 24 horas.

5.3.1. Preparo das amostras

Como descrito anteriormente, para a visualizacdo em microscopio as amostras de
FES foram separadas a partir do processo de extracdo enzimatica. Para cada amostra, uma
aliquota de 0,5 mL da suspensdo celular foi transferida para um eppendorf, onde foi
adicionado 0,5 mL do corante safranina. Apds alguns minutos, 0,5 mL de uma solucéo
fisiolégica contendo 1% de Triton-80 foi adicionado a amostra. Ap6s a homogeneizacdo da
amostra, as imagens foram adquiridas, totalizando aproximadamente 150 imagens por

amostra (divididas em duas laminas).

5.3.2. Aquisicao e processamento de imagens de FES

A metodologia desenvolvida para o processamento de imagens de FES, além de ter
possibilitado a integracdo entre as metodologias de extracdo enzimética e aquisicdo de
imagens, propiciou também a obtencdo de imagens mais limpas e objetos mais destacados.
Gracas as mudancas na metodologia e ao programa LEV_HIFAS as imagens puderam ser

binarizadas de modo rapido e automatico (Figura 5.27).

o —

Figura 5.27. Representacdo do processo automatico de binarizacdo, nas imagens células de Y.
lipolytica apds 72 de FES.
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5.3.3. Analise de imagens de FES

Buscando avaliar os resultados obtidos das fermentag¢es por meio do processamento
e analise de imagens desenvolvidos, os parametros Comprimento e Largura foram escolhidos
para analise estatistica (LS-means), para identificar correlagdes entre as réplicas no decorrer
das 72 horas de processo. Esses parametros foram inicialmente escolhidos por serem os mais
adequados para caracterizar o provavel comportamento dimoérfico da levedura quando

empregada em FES.
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Figura 5.28. Avaliagdo das triplicatas utilizando a variacdo do pardmetro
Comprimento (1um) nos tempos (horas) 24, 48 e 72.

Observando-se a Figura 5.28 é possivel perceber o comportamento semelhante das
réplicas entre 24 e 48 horas de processo, quando ocorre uma diminui¢cdo no comprimento
médio da levedura. De maneira oposta, com excecdo da réplica 3, entre 48 e 72 horas o
comprimento médio aumenta, atingindo valores acima daqueles encontrados no tempo de 24
horas. E importante salientar que cada réplica é uma fermentacéo distinta, o que justifica as
diferencas encontradas entre os comprimentos médios das mesmas para cada tempo avaliado.
Ressalta-se que o valor maximo obtido foi de 12,7 um e 0 menor para 0 mesmo tempo de

andlise foi 11 um, expressando uma variagdo de apenas 13%.
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A maior variagdo do comprimento médio entre 24 e 48 horas foi de
aproximadamente 1,2 um (réplica 3), seguida por uma variacao de 0,8 um (réplica 2) e 0,3 um
(réplica 1). Ja entre 48 e 72 horas, a réplica 3 manteve o comprimento médio praticamente
estavel, enquanto as réplicas 2 e 1 apresentaram aumento no comprimento medio de
aproximadamente 1,1 um e 0,8 um, respectivamente. A diferenca apresentada pela réplica 3

entre 48 e 72 horas pode ser interpretada como um erro de amostragem.

A diminuicdo do comprimento médio entre 24 e 48 horas pode ter sido motivado
pelo processo de divisdo celular da levedura. Durante a divisdo por brotamento as células mée
e filha podem permanecer um tempo aderidas até a separacdo completa em células
individuais, e essas células germinadas ao serem processadas acabam sendo interpretadas
como uma unica célula. No ponto de 48 horas, as células que antes estavam ligadas, ja se
encontram como células individuais, levando a uma falsa impressdo de que as células da

levedura “diminuiram”.

A elevacdo ocorrida no comprimento médio entre 48 e 72 horas (com excec¢do da
réplica 3) pode tanto ser interpretada como o aumento de células com brotamento, como
também como células que realmente se encontram mais alongadas devido a formagdo de
pseudo-hifas. De qualquer maneira, observando-se o ponto de 48 horas, onde o comprimento
médio teve os valores mais baixos, a menor média (aproximadamente 10,7 um - réplica 1)
pode ser considerada elevada no caso da existéncia de apenas células individuais, 0 que nos
leva a conclusdo da presenca de células alongadas dentro das populacBes estudadas. Isso
porque, nas condicdes oferecidas pela FES aqui estudada, as células de Y. lipolytica quando

no formato leveduriforme apresentaram comprimentos entre 2 um e 4 um (Figura 5.29).

Figura 5.29. Imagem das células de Y. lipolytica em FES de torta de macaiba no
ponto de 48 horas. A direita: Imagem original; A esquerda: Imagem binarizada.
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A Figura 5.29 exemplifica a existéncia de células individuais leveduriformes e
hifadas numa mesma amostra. Na imagem em questdo 47 objetos (células) foram analisados,

dos quais 0 menor comprimento verificado foi 3,04 um e o maior foi 59,86 pum.

O estudo das médias é importante para se ter uma visdo geral do comportamento das
réplicas em relacdo ao tempo, mas nao oferece a nocdo real dos variados comprimentos das
celulas de levedura encontrados durante a FES. Desta maneira foram elaborados histogramas

para cada tempo do processo.
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Figura 5.30. Histogramas de distribuicdo dos comprimentos nos diferentes tempos da FES. Eixo
horizontal: comprimento em um; Eixo vertical: nimero de observagdes (objetos).

Avaliando-se os histogramas de comprimento podemos verificar a heterogeneidade
das células presentes nas amostras. A primeira faixa, que caracteriza principalmente as células
leveduriformes (comprimento até 3 um), variou entre 3 % e 2 %. Na faixa de 3 a 12 um, as
somas das percentagens foram 60 %, 65 % e 61 % (24, 48 e 72 horas, respectivamente). Na
faixa de 12 a 24 um, as somas das percentagens foram 26 %, 27 % e 26 % (24, 48 e 72 horas,

respectivamente). Na faixa entre 24 e acima de 45 um a soma das percentagens foram 9 %, 7
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% e 8 % (24, 48 e 72 horas, respectivamente). E importante ressaltar que a percentagem nula

(0 %) em determinadas faixas ndo significa a auséncia de células nestas faixas.

Apesar de, aparentemente, ndo ter variacGes significativas nas percentagens de cada
faixa de comprimento no decorrer das 72 horas, a populacdo total (objetos processados) de
cada tempo foi diferente, como pode ser observado no eixo vertical de cada gréfico da Figura
5.30. Considerando as réplicas em cada tempo estudado, o total de objetos analisados foi: 24
horas — 22.948 objetos; 48 horas — 27.021 objetos; 72 horas — 16.586 objetos. Ndo se pode
afirmar uma causa exata para as diferencas encontradas no total de objetos analisados no
decorrer das 72 horas, mas sabendo que o total de imagens analisadas foi semelhante,
podemos inferir tratar-se de diferencas na concentragéo celular nas amostras processadas.

Conforme foi escrito anteriormente, o parametro Largura € igualmente importante
guando se estuda possiveis mudancas morfoldgicas nas células de Y. lipolytica. A Figura 5.31
mostra 0 comportamento das triplicatas em relacdo a este pard@metro no decorrer das 72 horas

de fermentacéo.
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Figura 5.31. Avaliacdo das triplicatas utilizando a variacdo do parametro
Largura (um) nos tempos (horas) 24, 48 e 72.

E possivel verificar que o comportamento do pardmetro Largura no decorrer do
processo fermentativo seguiu uma tendéncia semelhante do parametro Comprimento (Figura
5.28). Entre os tempos 24 e 48 horas ha uma diminuicdo acentuada na largura média da
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réplica 3, enquanto que a diminuicdo nas réplicas 1 e 2 foi discreta, quase nula. Entre 48 e 72
horas, as trés réplicas experimentaram aumento na largura média que, com excecéao da réplica
3, atingiu valores superiores aqueles encontrados no tempo de 24 horas. Este fato reforca a
ideia de que entre 24 e 48 horas as células provavelmente encontrar-se-iam em fase de diviséo

celular onde o comprimento muda, mas a largura de cada célula individual é mantida.

Observando-se o parametro Comprimento (Figura 5.28) verificamos que entre 48
horas e 72 horas as réplicas 2 e 1, respectivamente, tiveram o maior aumento, enguanto a
réplica trés manteve-se praticamente estavel. O comportamento em relacdo ao parametro
Largura foi diferente, os maiores aumentos médios foram, respectivamente, das réplicas 2, 3 e
1. Com excec¢do da réplica trés, verifica-se que a variacdo do comprimento das células foi
acompanhada da variacdo na largura nos trés tempos estudados. Significa dizer que as células
de Y. lipolytica durante a FES ndo s6 se alongaram, caracteristica do seu comportamento
dimérfico, como também ficaram mais robustas (Figura 5.32), provavelmente por conta das
mudancas morfologicas que exigem mais da maquinaria celular (HURTADO;
RACHUBINSKI, 2002).

Figura 5.32. Imagens de células de Y. lipolytica em FES de torta de macatba no tempo de 72 horas.

A Figura 5.33 traz os histogramas de distribuigdo das larguras nos diferentes tempos

estudados.
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Figura 5.33 Histogramas de distribui¢do das larguras nos diferentes tempos da FES. Eixo horizontal:
larguras em pum; Eixo vertical: nimero de observagdes (objetos).

Analisando os histogramas do pardmetro Largura é possivel observar uma tendéncia

ao aumento no decorrer das 72 horas. No tempo de 24 horas 10 % da populacdo analisada esta

na faixa de 1 — 2 um, decaindo para 3 % nos tempos de 48 horas e 72 horas. A soma das

percentagens de faixas entre 2 — 6 um é de 70 % no tempo de 24 horas, aumentando para 83

% no tempo de 48 horas. No tempo de 72 horas a soma das percentagens entre faixas entre 2 —

6 um diminui para 74 % devido ao aumento das percentagens nas faixas de maior largura.

Desta maneira, podemos perceber que, embora os histogramas do parametro Comprimento

ndo nos tenha permitido visualizar uma tendéncia exata devido a heterogeneidade existente

entre as células, os histogramas do parametro Largura possibilitaram a visualizacdo de uma

populacdo que tende a aumentar de largura no decorrer das 72 horas de processo.

O parametro Circularidade, dado pela razdo entre os parametros Comprimento e

Largura, também foi analisado por meio de histogramas (Figura 5.34).
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Figura 5.34 Histogramas de distribui¢do das circularidades nos diferentes tempos da FES. Eixo
horizontal: circularidades; Eixo vertical: nimero de observagfes (objetos).

A morfologia comum de célula de levedura, tipo ovoide, tem uma circularidade
préxima de 1,0 (um). Se considerarmos uma célula de levedura passando por transi¢do na sua
morfologia, assumindo caracteristica filamentosa, espera-se um aumento crescente na
circularidade. Observando-se os histogramas pode-se verificar que no decorrer das 72 horas
de processo ha uma diminuicdo da populacdo dentro das classes de maior circularidade. Ao
considerar, por exemplo, a soma das percentagens das circularidades acima de 5,0, verifica-se

uma queda gradual de 13 % (24 horas), para 11 % (48 horas), terminando em 7 % (72 horas).

Embora a diminuicdo da circularidade sugira que exista uma diminui¢do de células
mais compridas (filamentosas), essa resposta pode ser decorrente do que foi observado nos
histogramas do pardmetro Largura. A Figura 5.33 mostra a tendéncia ao aumento da largura
das células no decorrer das 72 horas de processo, que levaria a diminui¢do das circularidades
uma vez que a razdo Fpa/Fmin S€ tornaria cada vez menor. Desta maneira, verificamos a
importancia da andlise de diversos parametros ao se estudar e avaliar mudancas morfoldgicas

em biocatalisadores durante um processo fermentativo.

Dando continuidade a avaliacdo de parametros morfologicos, a Figura 5.35 traz os
histogramas do parametro Diametro Equivalente (Deg).
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Figura 5.35 Histogramas de distribuicdo dos Deq nos diferentes tempos da FES. Eixo horizontal:
didmetro equivalente (um); Eixo vertical: nimero de observagdes (objetos).

A anélise dos histogramas de distribuicdo dos didametros equivalentes, em funcao da
area do micro-organismo, confirma a heterogeneidade da populacdo analisada.
Adicionalmente é possivel perceber que, assim como 0s outros parametros, o diametro
equivalente segue uma distribuicdo gaussiana, indicando a auséncia de erro sistematico
durante a analise das imagens. Neste tipo de distribuicdo, o desvio-padrdo é o parametro de
disperséo e pode ser verificado observando-se a forma da curva, se mais larga ou estreita
(CALLEGARI-JAQUES, 2008).

Pode-se observar na Figura 5.35 uma distribui¢cdo mais larga, resultado de um desvio
padréo alto que implica diretamente na diversidade de tamanhos encontrados nas amostras
analisadas durante as 72 horas de fermentacdo. E fato que, mesmo durante a transicio
morfologica para forma de hifas ou pseudo-hifas, células leveduriformes coexistem com

células filamentosas durante todo o processo fermentativo (Figura 5.36).
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Figura 5.36. Imagem de células de Y. lipolytica em FES
de torta de macaudba no tempo de 48 horas.

A imagem acima exemplifica a variedade de tamanhos celulares encontrada em
amostras de FES. De acordo com o processamento realizado, a célula nesta imagem com

maior area tem 263,69 um?, enquanto que a menor célula tem 3,50 pm?, 75 vezes menor.

O parametro excentricidade também pode caracterizar o comportamento dimorfico

da levedura, estando relacionado ao alongamento da mesma (Figura 5.37).
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Braga e colaboradores (2015), ao estudarem os efeitos da agitacdo na morfologia de
uma estirpe de Yarrowia lipolytica, classificaram como pouco alongadas células com
excentricidade média em torno de 0,68, e como alongadas células com excentricidade média
em torno de 0,77 (excentricidade elevada). Observando a Figura 5.37 € possivel constatar que,
nos trés tempos estudados, mais de 50 % da populacédo se encontra com excentricidades acima
de 0,8 confirmando a caracteristica dimorfica da levedura quando empregada em FES. Como
ja foi mencionado, o dimorfismo apresentado por alguns micro-organismos € uma resposta
fisioldgica as condicBes de estresse, sendo um mecanismo adaptativo. No presente estudo
podemos verificar que a FES, claramente, induz as células de Yarrowia lipolytica a uma
condigdo de estresse, provavelmente devido a uma transferéncia de oxigénio limitada e a

baixa atividade de agua resultante das caracteristicas da FES.

A analise do parametro Robustez (Figura 5.38) nos fornece informacdes acerca da
regularidade da superficie celular da levedura, uma vez que leva em consideragdo a
quantidade de erosbes que foram necessarias para apagar o objeto durante o processamento da

imagem.
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Figura 5.38. Histogramas de distribuicdo da robustez nos diferentes tempos da FES. Eixo
horizontal: robustez; Eixo vertical: nimero de observagdes (objetos).
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Valores de robustez elevados (proximos de 1,0) indicam células mais regulares, com
a superficie integra. Considerando o estudo realizado por Braga e colaboradores (2015), que
classificaram como irregulares células com robustez abaixo de 0,70, observamos que no
decorrer das 72 horas de processo pelo menos 50 % da populacdo se encontra nas faixas <
0,7. Este resultado nos indica células irregulares, provavelmente mais frageis, e pode estar

diretamente relacionado & mudanca morfoldgica da levedura.

O parametro Compacidade pode também ser indicativo da integridade da superficie
celular. Assim como a Robustez, quanto mais proximo de 1,0, mais regular a superficie

celular.
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Figura 5.39. Histogramas de distribuicdo da compacidade nos diferentes tempos da FES.
Eixo horizontal: compacidade; Eixo vertical: nimero de observacGes (objetos).

Analisando a Figura 5.39 confirmamos a presenca de células irregulares nos trés
tempos estudados. Assim como os histogramas de robustez, pelo menos 50 % da populagéo se
encontra com a compacidade < 0,7. Pérez (2006), ao realizar o estudo morfoldgico de flocos
em sistema de lodo ativado verificou a existéncia de uma correlagéo entre os pardmetros Deq €
Compacidade, comprovando que quanto maior os flocos mais irregulares eles eram. Desta
maneira, podemos também inferir que a transicdo celular da levedura para a forma

filamentosa, de alguma maneira, tornou as células mais irregulares.
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As analises dos parametros morfoldgicos demostram o comportamento dimorfico da
levedura durante a FES, que pode ser confirmado por meio do Comprimento, D Area e
Excentricidade. O parametro Largura permite a visualizacdo da robustez celular, que pode
estar associada a modificacGes intracelulares sinalizadas por um fator externo (estresse, por
exemplo), ou até mesmo devido ao processo de divisao celular. A analise dos pardmetros
Robustez e Compacidade classifica as células de acordo com a superficie celular, indicando a

presenca de células irregulares, como foi verificado em nossos experimentos.
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5.4. PRODUC;AO DE LIPASES ATRAVES DE FES UTILIZANDO DIFERENTES
SUBSTRATOS — Um caso estudo

5.4.1. Valorizacdo de TPOMW através da producéo de lipases por Y. lipolytica

O TPOMW ¢é um residuo da industria de azeite, resultante do sistema de
centrifugacdo de duas fases. Neste processo o residuo gerado € composto da fase solida (pasta
de azeitonas) juntamente da fase liquida (dgua do fruto), fazendo com que o mesmo apresente
alta umidade (aproximadamente 60 %), diminuindo o seu valor comercial. Este residuo possui
alta carga organica, além da presenca de compostos fendlicos, e pode causar relevante
impacto ambiental se ndo manejado adequadamente (MOREIRA, 2012). Em contrapartida, é
um residuo com quantidade significativa de 6leo residual, tornando-o atraente para producéao
de lipases utilizando a levedura Y. lipolytica. Desta maneira, estudou-se a sua aplicacdo em
FES como parte do estagio no laboratorio de Bioprocessos e Biossistemas da Universidade do

Minho (Braga — Portugal).

5.4.1.1. Composicao do meio de FES

Estudos preliminares demonstraram que o residuo TPOMW, quando utilizado como
Unica fonte de carbono, ndo permitia o crescimento adequado da levedura (dados néo
apresentados). Esse residuo possui caracteristicas que dificultam a sua aplicacdo direta em
bioprocessos, dentre elas esta a alta concentragdo de compostos aromaticos, que sao toxicos
para a células microbianas. Adicionalmente, esse residuo possui particulas muito pequenas
gue o tornam viscoso, com pouca capacidade para absorcdo de agua. Com uma baixa
capacidade para suportar o minimo de umidade, qualquer nivel acima pode causar diminuicao
da porosidade, limitando a transferéncia de oxigénio e consequentemente o0 crescimento
microbiano (MOFTAH et al., 2012).

Para contornar esse problema considerou-se a adicdo de um segundo residuo cujas
caracteristicas fossem complementares as caracteristicas do TPOMW, tendo sido o farelo de
trigo o residuo escolhido. Caracteristicas como alta capacidade de retencdo de agua e niveis
elevados de nitrogénio, além de ser um residuo de facil obtencdo, asseguraram o potencial do
farelo de trigo para aplicagdo em FES. A Tabela a seguir traz uma comparacdo ente as

principais caracteristicas dos dois residuos (Tabela 5.1).
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Tabela 5.2. Principais caracteristicas dos residuos TPOMW e farelo de trigo
(Fontes: Jang et al., 2000; Palmarola-Adrados et al., 2005; Seguin et al., 2012;
Salgado et al., 2013a-b).

Parametros TPOMW Farelo de trigo
Umidade (%) 75,31+ 0,14 20,0+34
C (%) 51,66 + 1,54 543+ 4.2
N (%) 0,86 + 0,19 2,603
CIN 60,06 17,3-24,9
Fendis Totais (mg/g) 2,57 0,04 -
Proteinas (mg/g) 0,30+ 0,03 15,3+0.8
Lipidios (mg/g) 102,46 + 0,04 0,3+0,0
Lignina (Klason) (g/100g) 58,16 + 0,41 5,0
Celulose (g/100g) 6,76 + 0,24 11,4+0,6

Estudou-se entdo a proporcédo ideal de cada residuo para producdo de lipases. Neste
estudo uma solucdo de ureia foi utilizada como suplementacdo de nitrogénio (0,5 %), e as
seguintes proporgdes entre os residuos foram testadas (TPOMW:Farelo de trigo): 1:1, 3:1,1:3,
em um total de 10 g de meio. As fermentacdes foram conduzidas por 96 horas e a avaliacdo

da atividade de lipase foi realizada a cada 24 horas.

O meio com proporcdes iguais entre os residuos foi o que proporcionou a melhor
atividade de lipase, atingindo 94 U/g ap6s 24 horas de processo fermentativo. O meio com a
quantidade minima de TPOMW também levou a melhor producdo nas primeiras 24 horas,
atingindo 15,5 U/g, enquanto o meio com a maior propor¢do de TPOMW teve a sua melhor

producdo apenas apos 72 horas de fermentagdo, atingindo 30 U/g (Figura 5.40).
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Figura 5.40. Atividade de lipase nas trés diferentes propor¢des
entre os residuos (TPOMW:Farelo de trigo).

Este resultado demonstra como a producdo de enzimas lipoliticas pode ser
influenciada por substratos lipidicos. Mesmo com uma maior concentracdo de compostos
fenolicos, 0 meio com 75 % de TPOMW teve uma produgdo maior, ainda que tardia, do que o
meio com 25 % de TPOMW. Na literatura estdo descritos varios elementos extracelulares que
afetam a expressdo de lipases, e dentre eles a fonte de carbono parece ser a mais critica. A
producdo destas enzimas é normalmente estimulada pela presenca de fontes lipidicas, tais
como Oleos vegetais (triacilglicerois), acidos graxos livres, agentes tenso-ativos, sais biliares e
glicerol (KEBABCI & CIHANGIR, 2012). Outrossim, a levedura Y. lipolytica € também
conhecida por sua capacidade de metabolizar compostos aromaticos, como polifendis por
exemplo (LANCIOTTI et al., 2005).

O aumento no tempo requerido para se alcancar a maior producdo de lipase no meio
contendo 75 % de TPOMW deveu-se, provavelmente, a elevada relacdo carbono/nitrogénio.
Sabe-se que as lipases produzidas por leveduras permanecem ligadas a parede celular, sendo
secretadas somente quando a fonte de carbono se torna escassa, 0 que retarda a secrecdo de
lipases em meios com uma relacdo C/N elevada (PEREIRA-MEIRELES et al., 2000). De
modo semelhante, uma estirpe de Yarrowia lipolytica mostrou um atraso na transicédo para a
fase estacionaria quando cultivada em meio rico em &cido oleico. Enquanto o &cido oleico era
abundante as lipases permaneceram ligadas as celulas, sendo secretadas no meio de cultura

somente quando a concentracao desse substrato diminuiu (FICKERS et al., 2004).
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5.4.1.2. Efeito da fonte de nitrogénio na producéo de lipases

A fonte de nitrogénio, organica ou inorganica, é de grande relevancia na producéo de
lipases. Desempenhando papeis diferentes na sintese de enzimas, fontes organicas fornecem
fatores de crescimento e aminoacidos as celulas, enquanto as fontes inorganicas podem ser
utilizadas rapidamente (ALMEIDA et al., 2012). Adicionalmente, a fonte de nitrogénio pode
alterar o pH do meio, influenciando diretamente a morfologia celular da levedura Y.
lipolytica, ja tendo sido reportado uma maxima formacdo de hifas em pH perto da
neutralidade, tornando-se minima ou praticamente nula em pH igual a trés (RUIZ-HERRERA
& SENTANDREU, 2002).

Por este motivo, o efeito do sulfato de amoénio na producédo de lipase foi avaliado e
comparado com a suplementacdo com ureia, normalmente utilizada na FES. De acordo com o
experimento anterior, a proporcdo de 1:1 entre os residuos foi a escolhida e os meios foram
suplementados com solucGes de ureia e sulfato de amonio separadamente (0,5 %). As
fermentacdes foram conduzidas durante 96 horas, com pontos a cada 24 horas onde foram

medidos a atividade de lipase e o pH.

Como pode ser observado, 0s meio suplementado com sulfato de amdnio apresentou
perfil de producdo diferente quando comparados ao meio suplementado com ureia (Figura
5.41).
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Figura 5.41. Influéncia da fonte de nitrogénio na producdo de
lipases.
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A presenca do sulfato de aménio ndo s propiciou um aumento na atividade de
lipase, como também manteve os niveis elevados durante todo o processo, atingindo 476 U/g
em 72 horas, chegando a 486 U/g ao fim das 96 horas de fermentacdo. Como esperado, a
suplementacdo com ureia também teve influéncia positiva na producdo de lipases, com
producdo maxima nas primeiras 24 horas. Entretanto, é possivel observar que a atividade
maxima no meio suplementado com ureia foi de 145 U/g, cerca de trés vezes menor do que a

atividade maxima obtida no meio suplementado com sulfato de aménio.

De acordo com diversos autores, compostos nitrogenados modulam a sintese da
Lip2, sendo as fontes organicas as melhores para esse fim. Estudos destacam a utilizagdo de
compostos nitrogenados orgénicos na producdo de lipases, contrastando com a utilizacdo de
compostos inorganicos, que dificilmente tém o mesmo efeito positivo (PEREIRA-
MEIRELES et al., 1997; FICKERS et al., 2004). Hidrolisados de caseina e ureia sdo
exemplos de fontes nitrogenadas preferidas em estudos sobre a producdo de lipases por Y.
lipolytica, diferentemente do sulfato de aménio, que ja teve descrito um efeito inibitorio
(CORZO & REVAH, 1999; TURKI et al., 2009; IMANDI et al., 2010).

Nossos resultados, contrariando outros estudos, mostrou o potencial do sulfato de
amonio como suplementacdo na producédo de lipases por Y. lipolytica. A combinacéo entre os
residuos e esta fonte de nitrogénio, de alguma maneira, favoreceu um incremento na

produtividade do processo (Figura 5.42).

.

Produtividade (U/g*h)

L T e ¥ N L L = A T B + < R X s

\!?///////////////%
\f!///////////////ﬂr
\W

- ‘
=
00
~
(%]

2 9

]

Tempo (h)

mUreia HBESulfato de amodnio

Figura 5.42. Produtividade nos diferentes tempos de processo
fermentativo nos meios suplementados com ureia e sulfato de aménio.
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As fermentages suplementadas com sulfato de amdnio ndo s tiveram uma maior
producdo de lipase, quando comparadas as fermentagdes com ureia, como também
apresentaram as maiores produtividades. Nas primeiras 24 horas a produtividade atingiu o seu
maior valor, com 7,8 U/g*h, e mesmo ap06s quatro dias de processo a produtividade diminuiu
apenas 35 %. Este resultado promissor confirma o potencial do processo de FES
desenvolvido, uma vez que a produtividade foi mais elevada do que grande parte das

produtividades relatadas na literatura, como mostra a Tabela 5.2.

Embora as fontes de nitrogénio organicas sejam as mais utilizadas, a aplicacdo de
fontes inorganicas tem sido cada vez mais estimulada, principalmente por serem fontes de
baixo custo e por facilitarem o0s processos posteriores de purificacdo enzimatica. Yu e
colaboradores (2013) investigaram o impacto do ion amdnio (NH4") na producio de lipases
por Pichia pastoris, e os resultados obtidos demonstraram o efeito positivo deste ion. O
estudo utilizou o sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, a fim de manter a concentragao
do fon NH;" constante em trés niveis, 400 mmol/L, 440 mmol/L e 500 mmol/L. A maior
atividade de lipase foi obtida no meio com a concentracdo de 440 mmol/L, tendo sido 71%
maior do que a atividade obtida no sistema de controle, onde a concentracdo do ion ndo foi
mantida constante. Além disso, segundo os autores, a presenca do ion NH;" no processo
fermentativo também inibiu a producdo de proteases. Este fato pode explicar a manuten¢édo da
atividade da lipase ao longo das 96 horas em nossos experimentos quando o sulfato de

amonio foi utilizado.

Tabela 5.3. Comparacdo entre o pico de atividade lipolitica e produtividade de diferentes micro-
organismos produtores de lipase.

Micro- Maxima
. Matéria-prima atividade Produtividade  Referéncias
organismo linolitica*
ipolitica
Y. lipolytica Torta de 2642U/g"  028U/g*h  |MANDI etal
semente de 2010
niger
) - Torta de A
Candida utilis ) 25 U/g 0,26 U/g*h MOFTAH et
azeltona al.. 2012
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Trichoderma Bagago de cana

: e Torta de
harzianum
mamona
Rhizopus
Bagaco de cana
oryzae
Aspergillus TPOMW
ibericus

Y. lipolytica TPOMW e

IMUFRJ 50682 farelo de trigo

4,04 U/g”

215,16 U/g *

18,67 U/g ®

486 U/g ©

0,042 Ulg*h

2,98 U/g*h

0,155 U/g*h

7,8 Ulg*h

CORADI et al.,
2012

VASEGHI et
al., 2013

SALGADO et
al., 2013b

Este trabalho

*Todas as atividades aqui apresentadas foram medidas pelo método espectrofotométrico. Substratos utilizados: A

— p-nitrofenil palmitato; B - p-nitrofenil butirato; C - p-nitrofenil laurato

Kebabci e Cihangir (2012) estudaram a producdo de lipases por trés estirpes de Y.

lipolytica, avaliando a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio (caseina, ureia, sulfato de

amonio, oxalato de amonio, nitrato de amonio e carbonato de amonio) em meios contendo ou

ndo 6leo de oliva. Os pesquisadores observaram que 0s compostos de aménio eram 0S

melhores para esse fim. De acordo com eles, quando o sulfato de amdnio foi empregado no

meio contendo 6leo de oliva o pH ficou levemente baixo e a producdo de lipases atingiu seu

maior nivel.

No estudo aqui reportado, o pH também foi acompanhado. De maneira semelhante, o

pH no meio contendo sulfato de amdnio variou dentro da faixa &cida, entre 5,5-5,9. Ja o pH

no meio suplementado com ureia variou entre 7,0-7,8 (Figura 5.43).
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Atividade [LU/fg)
pH

(=)
I
"]

50 100 150
Tempao (h)
—i— Atividade lpolitca --e-- pH

pH

At

Ln

0 50 100
Tempo (h)
—&— Atividade lipolitca  --#-- pH

Figura 5.43. Atividade versus pH. A: Suplementacdo com
ureia; B: Suplementacdo com sulfato de aménio.

O pH 6timo para a Lip2, a principal lipase de Y. lipolytica, é relatado na literatura
como ligeiramente acido, embora isso dependa do substrato e das condi¢bes experimentais
(FICKERS et al., 2011). De acordo com Dominguez e colaboradores (2003), o pH baixo
nesses casos pode ser atribuido a liberacdo de acidos graxos devido a acdo de lipases. Ja o
aumento no pH durante um processo € normalmente atribuido a liberacdo de aminoécidos

devido a acéo de proteases (RIGO et al., 2010).

A levedura Y. lipolytica pode produzir grandes quantidades de enzimas proteoliticas,
dentre elas as proteases alcalinas (AEP) e acida (AXP) sdo as mais comuns. As proteases
alcalinas, no entanto, sdo as principais proteases secretadas, atingindo varios gramas por litro
em condi¢bes otimizadas (NICAUD et al.,, 2002). A secrecdo desta enzima pode ocorrer

paralelamente & secrecéo da lipase, sendo induzida em pH neutro/bésico.
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Embora neste trabalho a producéo de proteases ndo tenha sido acompanhada, o pH
verificado em nossos experimentos pode fornecer informag6es sobre as fermentacdes. Najjar
e colaboradores (2011) demonstraram que, independentemente do meio de cultivo, a atividade
da lipase sempre diminuia na fase tardia do processo, quando o pH se tornava alcalino,
sugerindo uma degradacdo proteolitica pela AEP. De forma semelhante, nossos resultados
mostraram que, quando em pH neutro/basico, a atividade da lipase atingiu o seu valor mais

baixo.

O maior aumento no pH (7,0-7,6), observado nos meios suplementados com ureia,
foi seguido de uma queda acentuada na atividade da lipase (Figura 5.43-A). Ja& nos meios
suplementados com sulfato de aménio, onde a atividade da lipase atingiu 0s maiores niveis, 0
pH se encontrava levemente acido, fora da faixa otima para a AEP (Figura 5.43-B). Sabe-se
que a producdo de proteases é rigorosamente controlada por uma combinacdo de estimulos
ambientais, que incluem a disponibilidade de nutrientes como carbono, nitrogénio. A presenca
de compostos como ions de amonio e aminoacidos, assim como a presenca de enxofre podem
promover um efeito repressor sobre a producdo de AEP e AXP (YOUNG et al., 1996;
GONZALEZ-LOPEZ et al., 2002).

A estirpe de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 mostrou um grande potencial para a
producdo de lipases em FES, agregando valor a um residuo que é normalmente considerado
um problema ambiental, 0 TPOMW. A utilizacdo conjunta do TPOMW e o farelo de trigo
ofereceu as melhores condicdes para FES, principalmente quando usadas proporc6es iguais
dos residuos. Além disso, a suplementacdo com uma fonte de nitrogénio mineral propiciou o
aumento significativo na atividade da lipase, atingindo o patamar de 486 U/g ap6s 96 horas de
FES. O uso do sulfato de aménio também aumentou produtividade do processo, mantendo-a
elevada até o fim das 96 horas, diferentemente dos meios com ureia que tiveram 0s menores

valores de atividade e produtividade.

5.4.2. Valorizacéo de torta de macauba atraves da producéo de lipases por Y. lipolytica

Estudos previos realizados por Farias (2014) determinaram as melhores condigdes
para a producdo de lipases através da FES utilizando a torta da polpa de macauba. Segundo o

estudo realizado, a ureia foi a Unica fonte de nitrogénio que apresentou significancia
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estatistica dentre todas as fontes testadas (ureia, peptona e extrato de levedura). Entretanto,
como o sulfato de aménio ndo foi contemplado nesses estudos e diante do incremento
significativo na producédo obtido na FES de TPOMW quando o mesmo foi utilizado, essa

fonte de nitrogénio mineral foi testada e comparada aos resultados obtidos com ureia.

Em um segundo momento, o processo de extracdo enzimética foi avaliado. Nos
estudos prévios realizados por Farias (2014) apenas o tampd&o fosfato de potéssio (50 mM, pH
7,0) era adicionado a torta fermentada para a extracdo da enzima, diferentemente dos estudos
com TPOMW onde houve também a adicdo de 1 % de NaCl e 0,5 % de Triton-X100
(MOREIRA, 2012). Desta maneira, estudou-se a influéncia da adi¢cdo destes dois

componentes juntamente com o tamp&o no processo de extracéo.

5.4.2.1. Efeito da fonte de nitrogénio na producdo de lipases em meio contendo torta de

macauba

A atividade enzimatica foi acompanhada durante 96 horas de processo em
fermentacdes contendo suplementacdo de ureia (0,5 %) ou sulfato de aménio (0,5 %). Como
pode ser observado na Figura 5.44, ndo houve diferenca significativa na atividade da lipase
nas primeiras 24 horas, quando os meios suplementados com ureia e 0s meios suplementados
com sulfato de amonio apresentaram as maiores atividades. O pico de atividade nas primeiras

24 horas de processo esta de acordo com os estudos prévios (FARIAS, 2014).

Atividade (U/g)

0 24 48 72 96

Tempo (h)
- « = Sulfato de amédnio — reia

Figura 5.44. Atividades de lipase em FES de torta de polpa
de macalba suplementada com sulfato de aménio e ureia.
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Dados na literatura demonstram que a producdo das enzimas extracelulares esta
associada ao crescimento microbiano, uma vez que as mesmas S30 necessarias para a
disponibilizacdo dos nutrientes que sdo assimilados pelos micro-organismos. Segundo Amaral
(2007), a principal lipase produzida pela estirpe de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682,
utilizada neste trabalho, tem seu pico de producdo durante a fase de desaceleracdo do
crescimento celular, ou seja, em um intervalo entre as fases exponencial e estacionéria que
acontece dentro das primeiras 24 horas de processo (mais precisamente em 20 horas de

processo).

Apesar do estudo realizado por Amaral (2007) ter utilizado um processo
fermentativo em submerso, 0 mesmo perfil para a producdo de lipases foi encontrado para a
fermentacdo em estado solido. No estudo realizado por Farias (2014) foi possivel verificar
gue o ponto maximo de atividade lipolitica para as fermentacdes conduzidas com a torta da
polpa de macauba acontecia na fase exponencial do crescimento da levedura, estando a
producdo enzimatica associada ao crescimento. O estudo incluiu a andlise da biomassa pelo
método indireto da N-acetil-glicosamina, que alcancou 0,27 mg de N-acetil-glicosamina/g de
torta (Figura 5.45).
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Tz
45
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= ==}
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5 g
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0 24 48 72 96
Tempo (h)
— % = Sulfato de aménio  =——#=— Ureia ----®--- Biomassa

Figura 5.45. Dados da quantificacdo de biomassa em FES de
torta da polpa de macadba (FARIAS, 2014) e atividades de
lipase com as diferentes suplementacdes de nitrogénio.
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Uma vez que a maior producdo enzimatica foi semelhante para as duas fontes de
nitrogénio, a escolha da melhor suplementacdo baseou-se na avaliacdo das produtividades
(Figura 5.46).

1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Produtividade (U/g*h)

n B

24 48 72 96
Tempo (h)

B Ureia HESulfato de aménio

Figura 5.46. Produtividade nos diferentes tempos de FES de
torta de polpa de macadba suplementada com sulfato de amonio

A producéo de lipase nos meios suplementados com sulfato de aménio manteve-se
superior durante quase todo o processo fermentativo, quando comparado a producdo nos
meios suplementados com ureia, 0 que impactou diretamente a produtividade. E possivel
verificar que, com exce¢do do ponto de 96 horas, a produtividade com sulfato de aménio foi
superior a produtividade com ureia, chegando a ser mais do que o dobro nos tempos 48 e 72
horas de processo. Uma melhor produtividade ao longo do processo fermentativo, associada
ao baixo custo dessa fonte de nitrogénio reforcam a utilizacdo do sulfato de amonio em FES

para a producdo de lipases, tendo sido o escolhido para a etapa seguinte.

5.4.2.2. Avaliagdo do melhor processo de extragédo

Como mencionado anteriormente, nos estudos realizados por Farias (2014) o
processo de extracdo enzimaética era realizado através da adi¢do de tampdo fosfato de potassio
ao meio fermentado, seguido de agitacdo em shaker. Ja a metodologia utilizada para extracdo
enzimatica nos trabalhos realizados com os residuos TPOMW e farelo de trigo previa também
a adicdo de 1 % de NaCl e 0,5 % de Tritron-X100.
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Existem diversos estudos na literatura que reportam a utilizacdo de detergentes no
processo de extragdo enzimatica (RODRIGUEZ et al., 2006; SALGADO et al., 2013b;
VASEGHI et al., 2013; VEERABHADRAPPA et al., 2013), e por este motivo a influéncia do
Triton-X100 na recuperacdo das enzimas lipoliticas dos meios fermentados de torta de
macalba foi estudada. O estudo compreendeu a avaliagdo da atividade da enzima lipase nas

fermentacgdes extraidas das trés seguintes maneiras:

e Apenas com tampéo;
e Tampdo adicionado de 1 % de NaCl e 0,5 % de Triton-X100;
e Tampdo adicionado de 1 % de NaCl e 1% de Triton-X100.

Devido ao conhecimento prévio da producdo de lipases pela levedura Y. lipolytica
IMUFRJ 50682, que nas condi¢des estudadas atinge seu maximo dentro das primeiras 24

horas, nesta etapa apenas esse ponto foi avaliado (Tabela 5.4).

Tabela 5.4. Avaliacdo de diferentes extracOes para recuperacao de lipases.

Atividade da lipase

Extracoes (U/g)
Tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7.0) 22,3+£1,10
Tampdo fosfato de potassio (50 mM, pH 7.0) 118,1+4,99

+ 0,5 % Triton—X100 + 1 % NaCl

Tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7.0) 11,8+0,74
+ 1 % Triton—X100 + 1 % NaCl

Observando os resultados obtidos € possivel perceber o efeito positivo da adicdo de
Triton quando na concentracdo de 0,5 %, que aumentou a recuperacdo das enzimas e
quintuplicou a atividade da lipase do meio. A produtividade no tempo de 24 horas passou de
aproximadamente 0,93 U/g*h para 4,9 U/g*h. De modo oposto, a utilizagdo de Triton na
concentracdo de 1 % teve uma influéncia negativa no processo de extracdo, reduzindo a

atividade para quase a metade quando comparada com a extracdo utilizando apenas tampéo.
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Edwinoliver e colaboradores (2010), em seus estudos para recuperacdo de lipases,
verificaram que o NaCl (1 %) propiciava uma 6tima recuperacdo da enzima, e quando o
mesmo foi combinado com Triton—X100 (0,5 %) o incremento na atividade foi ainda maior.
Segundo os autores, 0 aumento na atividade deveu-se provavelmente a acdo do surfactante,
que pode ter aumentado a permeabilidade das celulas, resultando em uma melhor recuperagéo
das enzimas. Ainda de acordo com os estudos de Najjar e colaboradores (2011), a solucéo de
NaCl possibilita a recuperacdo de lipases, provavelmente residuais ndo-ligadas a células,
enquanto que a utilizacdo de surfactantes como o Triton-X100 potencializa a liberagdo de

lipases ligadas a células, favorecendo a recupera¢do maxima de atividade enzimatica.

Surfactantes séo frequentemente utilizados em ensaios envolvendo lipases, seja na
preparacdo de emulsdes ou na caracterizacdo e purificacdo enzimatica. Esses compostos
tensoativos facilitam o acesso dos substratos as enzimas, reduzem a tensdo interfacial 6leo-
agua, onde ocorrem as reacGes cataliticas, além de prevenirem a agregacdo das enzimas,
fatores que influenciam no aumento da atividade lipolitica. Contudo, a utilizacdo de
surfactantes também pode potencialmente causar a desnaturacdo da enzima, desestruturando a
sua estrutura terciaria (BUSSAMARA et al., 2010), o que pode explicar a queda na atividade
quando o Triton foi utilizado na concentracdo de 1 %. Assim, 0 processo de extracdo
utilizando tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) adicionado de 1 % de NaCl e 0,5 % de
Triton-X100 foi escolhido para uma avaliagdo da cinética da FES, abrangendo 96 horas de

processo, utilizando o sulfato de am6nio como suplementacéo de nitrogénio.

5.4.2.3. Producdo de lipases em FES a partir da torta da polpa de macauba

Durante os estudos da producéo de lipases, um novo lote de residuo de polpa e casca
de macauba passou a ser utilizado. Os estudos conduzidos anteriormente haviam mostrado o
potencial do sulfato de aménio como fonte de nitrogénio, entretanto, a chegada do novo lote
de torta de macauba fez com que as suplementacGes de nitrogénio fossem reavaliadas. 1sso
porgue, ja em uma primeira analise, era possivel verificar diferencas visuais entre 0s residuos

novo e antigo.

A avaliagdo da producdo de lipases com o0 novo lote surpreendeu ao apresentar

resultados bem diferentes dos adquiridos com o residuo antigo. As produtividades ficaram
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aquém do que era esperado para as duas fontes de nitrogénio, assim como o perfil de
producdo se modificou (Figura 5.47). O pico de producgéo de lipases deixou de acontecer nas
primeiras 24 horas de processo, passando para as ultimas horas tanto nas fermentacdes com

ureia quanto nas fermentac6es com sulfato de amonio.

pH

Atividade (U/g)

Tempo (h)

- —& - Sulfato de amonio —e— Ureia
- - +- - pH Sulfato de amdnio ---%--- pH Ureia

Figura 5.47. Atividades de lipase em FES versus pH do novo lote de
torta de polpa de macaiba suplementada com sulfato de amdnio e
ureia.

Como o gréfico acima mostra, a maior atividade de lipase nas fermentacbes com
sulfato de amonio sé ocorreu apds 72 horas de processo, ficando praticamente estavel até as
96 horas. J& a maior atividade nas fermentac6es suplementadas com ureia s6 foi obtida em 96
horas de processo. Pode-se observar que a FES com ureia atingiu uma producdo de quase 30
U/g, enquanto que a producdo maxima de lipase com sulfato de amdnio ficou abaixo de 10
U/g. Ao observar a variacdo do pH nas fermentacdes é possivel perceber que tanto nos meios
suplementados com ureia quanto nos meios suplementados com sulfato de aménio o pH ficou

mais acido no decorrer das 96 horas de processo.

O meio suplementado com sulfato de amonio alcangou niveis mais baixos de pH,
chegando a atingir 4,9 em 96 horas. J4 0 pH nos meios suplementados com ureia o pH mais
baixo foi 5,36, em 96 horas. Estudos realizados por Farias (2014) mostraram uma variagéo de

pH entre 5 e 9 durante a producéo de lipases por Y. lipolytica 50682 em FES de torta de polpa
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de macauba (torta antiga), com o pico de producdo entre os pHs 6 e 7. J& utilizando a torta

nova os picos de producdo ficaram entre 5 e 6.

Existem trabalhos relatando uma étima producao de lipases por Y. lipolytica tanto em
pHs acidos quanto em pHs neutros/basicos, demonstrando que o pH 6timo depende do
substrato utilizado para producgio desta enzima (BRIGIDA et. al., 2007; YU et al., 2007;
FICKERS et al., 2011; KEBABCI et al., 2012). E comum, entretanto, verificar um aumento
no pH no decorrer dos processos fermentativos, indicativo da presenca de enzimas

proteoliticas, o que ndo foi observado em nossos experimentos.

Apesar de, em termos de valores, a produ¢do maxima com ureia utilizando o novo
lote ter sido semelhante a producéo com o residuo antigo (Figura 5.44), o deslocamento de 24
para 96 horas tornou a produtividade com a nova torta muito baixa. A produtividade da FES
de torta de macauba, que chegou a atingir o nivel de 4,9 U/g*h nos estudos aqui apresentados,

quando utilizado o novo lote ndo chegou a 0,4 U/g*h (Figura 5.48).
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Figura 5.48. Produtividade nos diferentes tempos de FES do
novo lote de torta de polpa de macauba suplementada com
sulfato de amonio e ureia.

Como explicado anteriormente, a baixa produtividade foi consequéncia tanto da
baixa producéo de lipases como do aumento do tempo necessario para a produ¢gdo maxima ser
atingida. Buscando uma maior compreensdo sobre mudancas ocorridas na producéo de lipases

em FES de torta de macauba, a analise bromatoldgica do novo lote foi realizado. O resultado
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da andlise confirmou a suspeita de que as tortas (antiga e nova) diferiam nas suas

caracteristicas (Tabela 5.5).

Tabela 5.5. Andlises fisico-quimicas das tortas residuais da polpa de macalba
realizada pelo laboratdrio de controle bromatoldgico- LABCBROM/UFRJ.

Composicéo centesimal base seca (%)
Torta de polpae Torta de polpa e casca —

Andlises fisico-

quimicas casca— ANTIGA NOVA
Cinzas 23+x0,1 402+0,11
Proteinas 46+0,2 0,570 + 0,002
Extrato etéreo 58+0,3 13,21 + 0,20
Carboidratos totais

) 16,2+1,6 14,72 + 1,84
Nifext
Fibras totais 712+1,6 56,93 + 2,26

Dentre as diferencas que podem ter contribuido para a baixa producdo de lipases, a
mais significativa foi a quantidade de proteina. Sabe-se que a producdo de lipases por Y.
lipolytica, mais especificamente a Lip2p, € modulada também pelas fontes de nitrogénio, que
sdo de grande relevancia para o crescimento microbiano e para otimizacdo da producdo
desejada (HASAN et al., 2006; RIGO et al., 2010). O contetdo proteico do novo lote,
principal fonte de nitrogénio para o micro-organismo, se encontrava em niveis muito baixos,

aproximadamente 87 % menor que o conteldo proteico da torta utilizada primeiramente.

Estudos anteriores demonstraram que o ponto maximo de atividade lipolitica ocorre
provavelmente na fase exponencial do crescimento desta levedura, ou seja, a producdo de
lipases pode estar associada ao crescimento. Sendo assim, o retardo observado na producéo
quando o novo lote foi utilizado pode ser justificado pela dificuldade de desenvolvimento da
levedura diante da limitacdo nutricional. Diferentemente da torta antiga, a suplementacdo com
ureia foi a melhor para os requerimentos necessarios para a biossintese de lipase com a nova

torta, ainda que com atraso no pico de producédo decorrido da baixa concentracéo de proteinas.

100



Capitulo 5 — Resultados e Discussao PECLAT,V.R.O.L.

E de conhecimento geral que a fonte de carbono lipidica funciona como um indutor
na producdo de lipase, sendo considerado por muitos trabalhos como o fator de maior
relevancia. As lipases sdo geralmente produzidas a partir de indutores tais como lipidios,
acidos graxos, ésteres hidrolisados, dentre outros. Em vista disso, as fontes de carbono
lipidicas demonstram ser essenciais para 0 aumento da producao de lipase por diversos micro-
organismos (DALMAU et al., 2000). Embora o novo lote de torta de polpa de macauba
possuisse um elevado nivel de extrato etéreo, no caso o dobro da quantidade existente na torta
antiga, essa caracteristica ndo foi suficiente para sustentar uma boa producéo de lipases com o

novo residuo, devido a caréncia de proteinas.

Apesar da mudanca do residuo ndo nos ter permitido atingir uma elevada producédo
de lipases, os resultados obtidos demonstram a necessidade de se conhecer bem as
necessidades nutricionais do micro-organismo para a producéo de metabdlitos de interesse, ao
se fazer a escolha do meio de FES. E possivel perceber que o ponto maximo de producéo de
lipase extracelular € totalmente dependente do tipo de residuo agroindustrial utilizado, uma
vez que este pode conferir diferente composi¢cdo nutricional, e também muito dependente do

arcabouco metabolico de cada micro-organismo (SALIHU et al., 2012).

Neste sentido, as mudancas morfoldgicas que estdo intimamente ligadas a sintese
proteica sdo também dependentes da composi¢do nutricional do meio fermentativo. Ao longo
desse trabalho, a variabilidade da matéria-prima induziu diferencas no comportamento
dimorfico que podem ser quantificadas pelos valores nominais dos parametros descritivos da
populacdo, mas que ndo podem ser explicitadas apenas com medias dos mesmos, na qual o
mesmo micro-organismo cresceu em torta de macalba com diferentes composicdes
centesimais. Deste modo, a mais valia apresentada por uma andlise completa de diversos
parametros da Geometria Euclidiana formam um quadro mais fiel do sistema em estudo do

que analises globais de concentracéo celular.

Associando as respostas obtidas no estudo morfolégico e o perfil de producgéo de
lipases aqui obtidos, pode-se formar um quadro relativo ao comportamento da levedura

Yarrowia lipolytica em FES, tendo a torta de macatba como matéria-prima (Figura 5.49).
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Figura 5.49. Comparacédo entre o comprimento desenvolvido pela levedura em FES de torta de polpa de
macalba e a producdo de lipases.

Nos instantes iniciais (até 24h de processo), onde 0 micro-organismo se encontra na
fase exponencial de crescimento, hd& uma méaxima producdo de lipases em pH préximo do
neutro. Nesse momento, a maior parte das células encontra-se na forma leveduriforme por
terem sido ativadas e propagadas em meio rico (YPD). Nas 24 horas seguintes (entre 24 e 48
horas de processo), ha uma queda tanto na producdo da enzima como no comprimento celular
que, como foi mencionado, deve-se ao final do processo de divisdo celular, visto que as
células nesse momento entram em fase de desaceleracdo do crescimento, conforme descrito
por Farias (2014). Até 72 horas de processo, as células encontram-se entrando na fase
estacionaria, seguida de uma fase longa de desaceleracdo, onde pode-se observar uma queda
no pH para a faixa ligeiramente &cida (entre 4-5), fato que pode explicar o aumento detectado
no comprimento celular pela formagéo de filamentos. Conforme observado neste trabalho e
por Amaral (2007), um novo pico de atividade € detectado em 72 horas de processo,

provavelmente tratando-se de isoformas da lipase.
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6. CONCLUSOES

A metodologia desenvolvida para separacdo da biomassa celular do meio sélido se
mostrou eficaz para aquisicdo de imagens limpas (ausente de residuos), que representaram
bem as diferentes morfologias desenvolvidas pela levedura. Adicionalmente, a utilizacdo de
Tween-80 e a aplicagdo do corante safranina as amostras possibilitou a obtencdo de células
menos agregadas e mais destacadas, melhorando as etapas posteriores do processamento de

imagens.

O desenvolvimento do software LEV_HIFAS possibilitou um processamento de
imagens automatizado, tornando-o rapido e eficiente na obtencdo de imagens binarias das
amostras de FES. Os objetos (células) das imagens binérias tiveram diversos parametros
morfoldgicos rapidamente calculados. Os parametros Area, Comprimento, Largura,
Compacidade, Excentricidade, Robustez, Circularidade e Diametro Equivalente (Deg)
demonstraram ser relevantes no estudo e avaliacdo do carater dimoérfico da levedura Y.
lipolytica. A analise conjunta dos parametros Area, Comprimento, Largura, Compacidade e
Diametro Equivalente (D¢q) foi adequada para caracterizar a formacdo de filamentos.
Enquanto que os pardmetros Excentricidade e Robustez confirmaram a presenca de células

com bordas irregulares, caracteristica de células filamentosas.

A aplicagdo da Yarrowia lipolytica IMURJ 50682 em FES utilizando diferentes
matérias-primas confirmou o potencial dessa levedura para a producdo de lipases, mesmo
guando em condic¢des nutricionais limitadas. A produtividade de 7,8 U/g*h obtida em FES
com TPOMW e farelo de trigo destaca-se como uma produtividade elevada quando
comparada as verificadas na literatura. A produtividade em FES de torta de macatba, mesmo
menor que verificada com TPOMW e farelo de trigo, foi também superior a produtividades
verificadas na literatura (4,9 U/g*h). A fonte de nitrogénio mostrou ser importante para a
producdo de lipases, entretanto o conhecimento prévio da composi¢do da matéria-prima € sem

duvida etapa necessaria para o sucesso de uma FES.

A integracdo entre estudos morfolégicos e de producdo de metabolitos por um
biocatalisador abre caminho para novas perspectivas na configuragdo de um bioprocesso. A

metodologia desenvolvida permitiu um novo olhar, sob o ponto de vista do micro-organismo,
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para a FES. Os resultados aqui obtidos estimulam estudos mais aprofundados no que tange o
comportamento microbiano em FES, utilizando novos residuos e novos micro-organismos,

para confirmar a sua adequabilidade.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Por ter sido a primeira tese que estudou a aplicacdo de técnicas de processamento e
analise digital de imagens no estudo da variacdo morfoldgica da levedura Yarrowia lipolytica
em FES, as sugestdes para trabalhos futuros visam a continuacdo deste que demostrou grande
potencial face aos resultados obtidos.

o Metodologia para aquisicdo amostras de FES: Sugere-se que mais estudos
sejam conduzidos com o objetivo de confirmar a reprodutibilidade da metodologia para a
separacdo de amostra de células, correlacionando-a com alguma metodologia para
quantificacdo de biomassa em FES;

. Utilizacdo de diferentes matérias-primas: Sugere-se que as metodologias
aqui desenvolvidas para a separacdo de amostras e aquisicdo de imagens sejam aplicadas em
FES com diferentes matérias primas;

. Dimorfismo em Yarrowia lipolytica: Haja vista o0 comportamento dimorfico
da levedura quando aplicada em FES, sugere-se que a metodologia desenvolvida para o PDI
seja aplicada avaliando-se intervalos menores de tempo, correlacionando os parametros
estudados (Area, Comprimento, Largura, Compacidade, Diadmetro Equivalente (Deg),
Excentricidade e Robustez) com as variaveis do processo que possam sem responsaveis por

tal comportamento, como relagdes C/N, umidade, granulometria, etc.).
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