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RESUMO

BENTO, T. F. S. R., Producdo de lipideos microbianos por leveduras empregando glicerol
como principal fonte de carbono. 2016. 141 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Engenharia de Lorena, Universidade de So Paulo, Lorena, 2016.

Atualmente h& uma busca crescente por fontes energéticas renovaveis motivada principalmente
por razGes ambientais e estratégicas, tais como o acumulo de poluentes na atmosfera decorrente
do uso de combustiveis fosseis e a diminuigdo de suas reservas. O biodiesel tem atraido atencdo
cada vez maior por sua capacidade em substituir o diesel do petréleo. A maior parte do biodiesel
produzido utiliza como matéria-prima os 6leos vegetais, 0s quais apresentam como principais
desvantagens a sazonalidade na producdo devido aos periodos de safra e a competicdo no uso de
terras agricolas com a producédo de alimentos. Uma alternativa capaz de possibilitar a redugdo do
uso de Oleos vegetais sdo os 6leos microbianos, como os produzidos por microalgas, fungos
filamentosos e leveduras. Os lipideos produzidos por leveduras constituem uma fonte interessante
de matéria-prima renovavel para a producdo de biocombustiveis, pois é independente das
mudancas climaticas e sazonalidade, como as culturas vegetais. Desta forma, o presente trabalho
tem por objetivo contribuir para o desenvolvimento de tecnologias voltadas para produgédo de
6leos microbianos em cultivos heterotroficos. Neste sentido foram desenvolvidos estudos
buscando selecionar leveduras capazes de produzir lipideos tendo glicerol como substrato, bem
como estabelecer as condi¢des de cultivo mais favoraveis para a producdo e acumulo de lipideos
pela levedura selecionada. Para a selecdo de microrganismos foram realizados ensaios visando
comparar cinco diferentes leveduras (Cryptococcus curvatus Y -1511, Lipomyces starkeyi Y-
27493, Rhodotorula glutinis Y- 12905, Rhodosporidium toruloides Y-1091 e Rhodotorula
mucilaginosa Y-27053), neste estudo verificou-se que as cinco leveduras avaliadas foram capazes
de consumir substrato, crescer e produzir lipideos durante os cultivos. Dentre as leveduras
avaliadas a Rhodotorula glutinis Y- 12905 e Cryptococcus curvatus Y -1511 foram as que
apresentaram as maiores produtividades volumétricas em lipideos, alcancando valores entre 0,20 e
0,23 g/L.dia, respectivamente. Quanto a capacidade de consumo de substrato a R. glutinis se
destacou em relacdo as demais leveduras tendo sido capaz de consumir cerca de 59% do glicerol
apos 120 horas de cultivo, consumo este que representa quase duas vezes o valor alcangado pela
C. curvatus, que apresentou o segundo maior consumo de substrato. Devido a sua elevada
capacidade de assimilagdo de glicerol e apresentando uma das maiores produtividades
volumétricas de lipideos entre as leveduras avaliadas a levedura Rhodotorula glutinis foi
considerada como uma das mais promissoras para a obtencdo de 6leos microbianos empregando
glicerol como substrato. Nos ensaios realizados com diferentes agitacOes e razdes de volume de
frasco por volume de meio verificou-se que quanto maior a disponibilidade de oxigénio, maior foi
0 acumulo de lipideos, o crescimento celular e o consumo de glicerol. Quanto a avaliacdo da
composicao nutricional a presenca de fontes de nitrogénio organico, tais como extrato de levedura
e peptona mostraram-se fundamentais para o processo de producdo de Oleos microbianos
juntamente com MgS0,.7H,0. Quando estes nutrientes estavam presentes de forma combinada
foram obtidas concentracfes de até 4,4 g/L de lipideos e produtividades de 0,43 g/L.dia. Na
avaliacdo da influéncia do pH inicial e da razdo carbono/nitrogénio (C:N), verificou-se que o
actimulo de lipideos pela levedura ¢é favorecido para cultivos realizados em pH inicial entre 6 e 7,
e com razdo C:N entre 30:1 e 50:1. Em tais condicdes a levedura foi capaz de acumular até 8 g/L
de lipideos com produtividade de até 0,82 g/L.dia. A composi¢do do 6leo microbiano obtido pela
levedura revelou elevados teores dos acidos graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico
(C18:1) e linoleico (C18:2), os quais correspondem a 99% de sua composicao. O dleo apresentou
um comportamento de fluido newtoniano com viscosidade de 39,3 cP a 50°C, tendo um indice
de acidez de 5,8+0,2 mgkon/Jsieo € teor de &cido graxos de 1,93+0,08 %.

Palavras-chave: Leveduras oleaginosas, Oleo microbiano, Glicerol, Rhodotorula glutinis.



ABSTRACT

BENTO, T. F. S. R., Production of lipids microbial yeast using glycerol as the main carbon
source. 2016. 141 p. Dissertation (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2016.

Currently, there is a search for renewable energy sources motivated mainly by environmental and
strategic reasons, such as the concept of solutions for the development of fossil fuel use and a
decrease of its reserves. Biodiesel has attracted increasing attention for its ability to replace diesel
oil. Most of the biodiesel produced uses vegetable oils as raw material, which has as main
disadvantages the seasonality and a competition in the use of agricultural land with a food
production. An alternative capable of reducing the use of vegetable oils is the use of microbial
oils, such as those produced by microalgae, fungi and yeasts. The lipids produced by yeasts are an
interesting source of renewable raw material for biofuel production, because it is independent of
climatic changes and seasonality, such as vegetable crops. In this way, the present study aims to
contribute to the development of technologies of microbial oils production in heterotrophic
cultures. In this sense, studies were developed to select yeasts capable of producing lipids having
glycerol as substrate, as well as to establish the culture conditions more favorable for the
production and accumulation of lipids by the selected yeast. For a selection of microorganisms
assays were carried out aiming to compare five different yeasts (Cryptococcus curvatus Y-1511,
Lipomyces starkeyi Y-27493, Rhodotorula glutinis Y-12905, Rhodosporidium toruloides Y-1091
and Rhodotorula mucilaginosa Y-27053). In this step it was verified that the five yeasts evaluated
were able to consume substrate, grow and produce lipids during the cultures. Among the
evaluated yeasts, Rhodotorula glutinis Y-12905 and Cryptococcus curvatus Y-1511 has presented
the highest volumetric lipid yields, reaching values between 0.20 and 0.23 g/L.day, respectively.
Regarding the substrate consumption capacity, R. glutinis stood out in relation to other yeasts,
being able to consume about 59% of glycerol after 120 hours of cultivation. Due to its high
capacity for assimilation of glycerol and presenting one of the highest volumetric productivities of
lipids among evaluated yeasts, Rhodotorula glutinis was considered as one of the most promising
for the obtaining of microbial oils from glycerol as substrate. In the assays performed with
different oxygenation levels, it was verified that higher oxygen availability higher the volume of
lipids, cell growth and glycerol consumption. In the nutritional composition evaluation it was
observed that the organic nitrogen source, such as yeast extract and peptone are essential for the
production process of microbial oils together with MgSO,.7H,O. When these nutrients were
presents in combination, concentrations of 4.4 g/L lipids and productivity of 0.43 g/L.day were
obtained. In the evaluation of the influence of the initial pH and the carbon/nitrogen ratio (C:N), it
was verified that the accumulation of lipids by yeast is favored for the cultures at initial pH
between 6 and 7, and with C:N ratio between 30:1 and 50:1. In such conditions, it was obtained
by yeast 8 g/L of lipids and volumetric productivity of 0.82 g/day. The composition of the
microbial oil obtained by the yeast revealed high levels of palmitic (C16:0), stearic (C18:0), oleic
(C18:1) and linoleic (C18:2) fatty acids, which correspond to 99% of composition. The oil
exhibited a Newtonian fluid behavior and a viscosity of 39.3 cP at 50 °C, having an acid number
of 5.8 + 0.2 mgkon/goil and a fatty acid content of 1.93 + 0.08%.

Keywords: Oleaginous yeast, Microbial oil, Glycerol, Rhodotorula glutinis.
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y - Taxa de Deformacao Aplicada.

Yxs - Fator De Conversao De Substrato em Biomassa.



Ypis- Fator De Conversdo De Substrato em Produto.
%AGL - Teor de Acidos Graxos Livres.
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1. INTRODUCAO

Devido as preocupacdes ambientais e estratégicas tais como a reducdo das reservas de
combustiveis fosseis, 0 aquecimento global e aos problemas polui¢do ambiental gerados pelo
acelerado consumo destes combustiveis, hd uma busca crescente por alternativas energéticas
sustentaveis. O aumento dos precos de petréleo bruto, o fim dos recursos ndo renovaveis e
diretivas que imp&em reducdes de emissdo de gases que provocam o efeito estufa tém levado
cada vez mais a busca por combustiveis de origem renovavel. Com isso tem havido um
aumento no namero de estudos que buscam o aprimoramento de energia renovavel. Dentre 0s
combustiveis renovaveis empregados no setor automotivo, o biodiesel, devido a sua
capacidade de substituir o diesel do petréleo vem atraindo cada vez mais a atengdo mundial
(BELIGON et al., 2015; CESCUT et al., 2014).

A producéo de biodiesel a partir de éleos vegetais ainda ndo é tdo competitiva quanto
o diesel de petroleo, devido aos elevados custos das matérias-primas, e além disso, a producéo
de biodiesel convencional cria uma competicdo pelo uso da terra entre industria alimentar e a
6leo quimica. Com isso a investigacdo de novas tecnologias que possibilitem aumentar a
eficiéncia da producédo e biodiesel, assim como novas fontes para a obtencdo de lipideos a
partir de outros recursos renovaveis € um desafio necessario para melhorar a competitividade
da indastria de biodiesel, e ampliar o ndmero de possiveis alternativas para a matriz
energética (CESCUT et al., 2014).

Uma alternativa aos 6leos vegetais sdo 0s 6leos microbianos, como os produzidos por
microalgas, fungos filamentosos e leveduras. O interesse na obtencdo de fontes de dleos a
partir de recursos renovaveis, e de fontes alternativas aos atuais dleos de origem vegetal ou
animal, tem despertado o interesse por fontes como microrganismos heterotroficos (leveduras
e fungos filamentosos) ou microrganismos autotroficos (algas), que tenham a capacidade de
acumular contetdos elevados de Oleo, além de altos rendimentos de bioconverséo.
Alternativas como o0s cultivos de microrganismos heterotroficos possibilitam ainda o
aproveitamento de subprodutos, tal como o glicerol, como fonte de carbono e energia em
processos de bioconversdao. Em geral sdo gerados 0,3 kg de glicerol para cada galdo de
biodiesel produzido. O glicerol é o principal subproduto resultante da produgdo do biodiesel
pelo processo de transesterificacdo, e pode ser utilizado como substrato em processos
fermentativos (HUANG et al., 2015).
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Sendo o glicerol um importante residuo da producdo de biodiesel, uma alternativa para
0 Seu uso € a utilizagdo como substrato em cultivos para a producédo de lipideos microbianos.
Com isso, o cultivo de leveduras oleaginosas em meios a base de glicerol como fonte de
carbono para producdo de lipideos tem gerado interesse, pois o custo final para a producéao de
6leos microbianos depende do substrato.

Neste contexto, o presente trabalho visa contribuir para desenvolvimento de tecnologias
voltadas para producdo de 6leos microbianos em cultivos heterotréficos. Desta forma foram
realizados estudos envolvendo a selecdo de microrganismos e otimizacdo das condicdes de
cultivo para a maximizacdo da producdo 6leos microbianos em condigdes heterotroficas,

empregando glicerol como substrato para os cultivos de leveduras.



23

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Matriz energética nacional

A competitividade econdmica de um pais bem como a qualidade de vida de seus
cidaddos € intensamente influenciada pela disponibilidade de recursos energéticos
(TOLMASQUIM et al., 2007). A energia € utilizada todos os dias e com 0 aumento da
populacdo mundial este consumo de energia deve aumentar em aproximadamente 56% nos
proximos 30 anos (MASNADI et al., 2015).

Apo6s a Revolucdo Industrial, iniciou-se o consumo do carvdo mineral, comegando a
era dos combustiveis fosseis. Com a diminuicdo das reservas mundiais de carvdo, e por
facilidades no processamento em refinarias, o petroleo tornou-se a principal fonte energética
mundial (OLIVEIRA et al., 2013). Nos ultimos anos os combustiveis fosseis tém
correspondido a mais de 80% do consumo mundial de energia primaria (IEA, 2013),
desempenhando papel crucial no mercado global de energia (GOLDEMBERG, 2006). O uso
de combustiveis fosseis tem sido questionado em termos de impactos negativos, pois 0 uso
desses combustiveis para diversas finalidades resulta no aumento da concentracdo de didxido
de carbono na atmosfera, acarretando em sérios problemas ambientais (PETERSEN et al.,
2014).

Com o aumento da frota de veiculos e da expansdao econémica que impulsiona a
produtividade no setor industrial, tende-se a um aumento do consumo de derivados de
petroleo, como a gasolina e o diesel tornando imprescindivel a necessidade de fontes
energéticas renovaveis que apresentem uma boa produtividade e que sejam menos agressivas
ao meio ambiente (BRESOLIN, 2013). Com isso ha o interesse no desenvolvimento de
tecnologias para a producdo de biocombustiveis, 0 que representa um importante avanco
tecnoldgico

De um modo geral, biocombustivel pode ser definido como todo produto til para a
geracgdo de energia, e pode ser obtido total ou parcialmente de biomassa, de fontes renovaveis
de produtos vegetais ou compostos de origem animal. (TOLMASQUIM, 2003). Combustiveis
derivados de petroleo e gas natural utilizados em motores a combustdo ou em outro tipo de
geragdo de energia podem ser substituidos total ou parcialmente por biocombustiveis. (ANP,

2015 b). Sendo uma alternativa importante para a demanda atual energética mundial, como o
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biodiesel feito a partir de 6leos vegetais e o etanol obtido a partir da sacarose e amido sdo 0s
biocombustiveis mais comuns em uso no setor de transportes (MACEDO et al., 2008).

No Brasil os principais biocombustiveis liquidos usados séo o etanol da cana-de-agucar
e 0 biodiesel, que é produzido a partir de Oleos vegetais ou de gorduras animais, o qual €

adicionado ao diesel de petréleo em proporcdes variaveis para comercializagcdo (ANP, 2015b).

2.2. Biocombustiveis baseados em lipideos

Os lipideos sdo compostos encontrados nos organismos vegetais, animais e também nos
microrganismos. Baseados nas diferencas estruturais existem trés categorias principais de
lipideos: os triacilglicerdis, os fosfolipideos e os esterdis (PELCZAR JR et al., 1997).

Os lipideos encontram-se enquadrados em duas fragdes: 0s saponicaveis e 0s
insaponicaveis. Os mono, di e triacilglicerdis pertencem aos saponicaveis cuja hidrolise
resulta na formacdo de acidos graxos e glicerol, os monoacilgliceréis contém uma Unica
molécula de acido graxo ligada ao glicerol, os diacilglicerdis contém duas moléculas e os
triacilglicerois contém trés moléculas de acidos graxos ligadas ao glicerol. Os carotenoides,
esterais, alcoois e hidrocarbonetos pertencem a classe dos insaponicaveis (SILVA, 2014).

Os triacilglicerois sdo a classe mais abundante dentro do grupo dos lipideos e sdo uma
importante fonte de reserva de energia para 0s animais, principalmente nos adipocitos que sdo
células especializadas no armazenamento de gorduras. Sao lipideos formados pela ligacdo de
trés moléculas de acidos graxos com o glicerol, um tridlcool de trés carbonos, através de
ligacBes do tipo éster encontrados em gorduras e 6leos. As gorduras sdo frequentemente
chamadas de triacilglicerois, sdo lipideos simples constituidos de dois tipos de grupamento:
glicerol e &cidos graxos. Os fosfolipideos sdo lipideos complexos encontrados na membrana
celular, onde desempenham importante papel estrutural. Diferem dos triglicerideos pelo fato
de somente duas moléculas de acidos graxos estarem ligadas a molécula de glicerol e por um
grupo fosfato estar ligado ao glicerol (PELCZAR JR et al., 1997).

Os 0leos e gorduras sdo substancias classificadas como triacilglicerdis. A relagdo entre
a quantidade dessas classes de compostos, bem como os tipos de acidos graxos dos quais sao
formados, depende da fonte do 6leo ou da gordura e da regido onde foram produzidas. Os
0leos e gorduras também séo fontes de &cidos graxos essenciais como o linoleico, linolénico e
araquidénico (CASTRO et al., 2004).
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Atualmente, vérias sdo as matérias-primas utilizadas como fontes de 6leos e gorduras
para a producdo de biocombustiveis, sendo este um fator importante, pois determina a
rentabilidade do biocombustivel (SILVA, 2014).

Em agosto de 2015, as matérias-primas mais utilizadas para a producao do biodiesel no
Brasil foram: o 6leo de soja que correspondeu a cerca de 77,61% da matéria-prima usada na
producédo desse biocombustivel, seguido da gordura bovina com 18,42% e o dleo de algodéo,
com 2,35%. As demais oleaginosas usadas na producdo de biodiesel representam somadas
apenas 1,61% da matéria-prima usada na producdo do biodiesel, como mostrado na Figura 1
(ANP, 2015 d).

Figura 1 - Participacdo de matérias-primas na matriz energética nacional da produgéo de biodiesel.

Oleo de Algodio
2,35% Outros Materiais Graxos
0,55%
Oleo de Fritura 0,21%
Gordura de Porco 0,81%

Outra; 1,61%

Gordura de Frango
0,04%

Fonte: ANP, (2015 d).

2.2.1. Biodiesel

Biodiesel é um biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustdo interna com igni¢do por compressdo ou, conforme regulamento para geracéo de
outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustivel de origem fossil
(POUSA; SANTOS; SUAREZ, 2007).

O processo mais comumente utilizado para a producdo do biodiesel é a
transesterificacdo (Figura 2) de dleo vegetal ou gordura animal com alcool, metanol ou etanol,

na presenca de catalisadores, hidroxido de sédio ou hidréxido de potassio, resultando na
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producdo de ésteres de acidos graxos e glicerol, além de residuos do processo
(PAPANIKOLAQU; AGGELIS, 2002). A Figura 3 representa as etapas intermediarias da
reacao de transesterificacdo de Oleos vegetais, 0 mecanismo de producdo envolve trés reacfes
sucessivas e reversiveis. A primeira etapa é a conversdo de um triglicerideo a um diglicerideo,
seguido pela conversdo de um diglicerideo a monoglicerideo e posteriormente de
monoglicerideo para glicerol, para cada glicerideo em cada fase da reacdo é gerada uma

molécula de éster.

Figura 2 — Representacdo de uma reacdo de transesterificacdo para a producédo de Biodiesel.

OCOR OH
OCOR 4+ 3 H3C—OH —= }OH + 3 RCOO—CH3,
OCOR OH

Triacilglicerol Metanol Glicerol Ester

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3 — Representacédo das etapas intermediarias uma reacdo de transesterificacdao de 6leos vegetais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro processo utilizado para a obtencdo do biodiesel é a esterificacdo que consiste na
reacdo de um &cido graxo com um mono-alcool para formar ésteres. Estas reacfes de
esterificacdo sdo catalisadas por acidos (OLIVEIRA et al., 2013). A reacdo de esterificacdo

pode ser observada na Figura 4.

Figura 4- Representacdo de uma reacao de esterificacdo para a producdo de Biodiesel.

0 0
)k + R—OH =—= /[L +  HO
R OH R OR

Acido carboxilico Alcool Ester Agua

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar das propriedades semelhantes entre o diesel fossil e o biodiesel, este Ultimo
apresenta algumas vantagens como: a baixa toxicidade e a baixa formagdo de poluentes

durante a combustdo, sendo o biodiesel praticamente isento de enxofre e contribui para a
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diminui¢do do acumulo de didxido de carbono na atmosfera, 0 que fazem do biodiesel um
excelente substituto para o combustivel derivado de petréleo (ZHU et al., 2008).

Atualmente existem 55 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP para
operacdo no Pais, correspondendo a uma capacidade total autorizada de 7,47 bilhdes de
litros/ano (ANP, 2015 d). Na Figura 5 é mostrada a evolucéo anual da producdo, da demanda
compulsoria e da capacidade nominal autorizada pela ANP no Brasil.

Figura 5 - Evolugdo anual da producgéo de biodiesel e da sua demanda compulsoria e da capacidade
nominal autorizada pela ANP no pais.

9.000
I Capacidade nominal acumulada autorizada pela ANP
8.000 +——
Demanda compulsdria anual de hiodiesel
7.000 s Producdo anual de biodiesel
6.000
(2]
E 5.000
=

4.000

3.000

2.000

1.000

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Fonte: ANP (2015 d).

O grande desafio atual para a producdo de biodiesel é diminuir a dependéncia do 6leo
de soja como matéria-prima, que ndo deve ser predominante pois a soja possui uma baixa
produtividade de 6leo por area plantada quando comparada a outras culturas (Tabela 1). O
6leo de soja é consequéncia da demanda por farelo protéico, que é utilizado como matéria-
prima para a producdo de racdo animal para o frango, porco e o bovino confinado. Entre as
causas para que a soja responda pela maior parcela do 6leo vegetal brasileiro esta o fato da
soja possuir uma cadeia produtiva bem estruturada, possuir um cultivo tradicional e adaptado
para produzir com igual eficiéncia em todo o territorio nacional, possuir um répido retorno do
investimento com ciclo com duracdo de 4 a 5 meses, também pelo fato da soja pode ser
armazenada por longos periodos, e o 6leo de soja ser um dos 6leos mais baratos. A Tabela 1
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apresenta a produtividade de diversas culturas oleaginosas. Nota-se nesta Tabela que varias
outras oleaginosas conseguem produzir uma quantidade superior de 6leo quando comparadas
a soja. Vaérias fontes de matérias primas podem ser utilizadas para a producdo do biodiesel
como através da utilizacdo de culturas tradicionais como amendoim, girassol, mamona e
algodao, como também na exploracdo de novas culturas como o dendé, pinhdo manso, nabo-
forrageiro, pequi, buriti, macaiba (MENDES; COSTA, 2010).

Tabela 1 — Caracteristicas de diversas oleaginosas para a producéo de éleo.

Espécies Teor de dleo (%) (g::::) Meses de colheita (TonZ::::t(Ij‘s‘:SaI:s /ha)
Dendé 20 8 12 3,0-6,0
Babacu 66 7 12 0,1-0,3
Girassol 38-48 Anual 3 0,5-1,9
Canola 40-48 Anual 3 0,5-0,9
Mamona 43-45 Anual 3 0,5-0,9
Soja 17 Anual 3 0,2-0,4
Algodao 15 Anual 3 0,1-0,2

Fonte: Mendes; Costa (2010).

O diesel em sua composicao possui fracdes leves compostas de querosene e nafta (5%
a 10 % em massa) e possui fracdes mais pesadas obtidas apos o cragueamento do petréleo,
como o 6leo leve que possui temperatura de destilacdo entre 160 °C e 380 °C (AGUIAR,
2013). Semelhante ao diesel, o biodiesel é composto por ésteres de &cidos graxos com massa
molecular variada, a qual esta relacionada a composicdo de acidos graxos do éleo usado como
matéria prima no processo. Como exemplo, a composicdo do biodiesel a partir de dleo de
soja, Oleo de frango, sebo bovino e 6leo de algoddo encontram-se na Tabela 2. Para o
biodiesel produzido a partir de dleo de soja observa-se uma maior concentracdo de &cido
linoleico, &cido oleico e acido palmitico com 40,95%,19,79% e 15,08%, respectivamente, ndo
apresentando os acidos octandico e decandico em sua composicdo (SILVA et al., 2014).

Dantas (2006) caracterizou a composicdo do biodiesel obtido a partir de 6leo de
algoddo, de acordo com o estudo realizado este 6leo possui a predominancia dos acidos
linoleico e oleico, com semelhanca ao obtido atraves do 6leo de soja. O biodiesel obtido a
partir da gordura de frango e sebo bovino possuem composicdo percentual semelhante com

predominancia dos acidos oleico e palmitico (CUNHA, 2008).
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Tabela 2 — Teores de acidos graxos no biodiesel de dleo de soja.

Ester Oleo de Soja Oleo de Frango Sebo bovino Oleo de Algod&o

C8:0 - - - -

C10:0 - - - -
C12:0 0,21 - - -
C14:0 0,71 0,5 31 1,46
C16:0 15,08 26,5 29,1 24,71
Cle6:1 0,83 - - -
C18:0 12,09 5,5 18,9 1,65
Ci18:1 19,79 43,5 44,0 26,05
C18:2 40,95 14,5 0,9 39,95
C18:3 4,39 0,8 - 0,6
>C:20 2,98 - - 2,96

Fonte: Silva et al. (2014); Dantas, (2006);

As propriedades fisico quimicas do biodiesel dependem da sua composi¢cdo quimica,
ou seja, da composicdo de acidos graxos do biodiesel a qual depende do tipo de matéria
prima utilizada (BHUIYA et al., 2016).

Atualmente varias fontes de lipideos tém sido avaliadas para a producdo de biodiesel,
as quais incluem os 6leos vegetais, gorduras animais e 0leos residuais de cozinha e 6leos
microbianos (YEN et al.,, 2015b). Entretanto, ainda hoje o maior obstaculo para a
comercializacdo da producédo de biodiesel € o seu preco elevado em comparacdo com o baixo
preco do diesel derivado de petréleo, pois seu potencial competitivo esta atualmente limitado
pelo alto preco das matérias-primas lipidicas, o que constitui entre 70 e 85% do custo total de
producdo de biodiesel. Na média do primeiro semestre de 2016, o preco do biodiesel pago as
usinas ficou em R$ 2,47/litro, enquanto o diesel S-10 a refinaria custou R$ 2,11/litro
(ABIOVE, 2016). A busca por novas matérias-primas para a producdo do biodiesel pode ser
considerada uma alternativa para reduzir os custos de producdo (YEN et al., 2015b;
OLKIEWICZ et al., 2016).

O emprego de lipideos microbianos como matéria-prima em substituicdo a fontes
oleaginosas convencionais para a producdo de biodiesel gera interesse uma vez que 0s
microrganismos possuem a possibilidade de crescer em substratos de baixo custo como por
exemplo o glicerol (DUARTE, 2011).
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2.2.2. Bioguerosene

O bioquerosene é constituido por uma mistura de hidrocarbonetos com um numero de
carbonos na sua maioria dentro do intervalo de C8 a C16 (RANUCCI et al., 2015). Que
podem possuir cadeias lineares ou ciclicas, com composi¢do similar ao do querosene fdssil
(nimero de carbonos na sua maioria dentro do intervalo de C9 a C16). Pode ser utilizado em
mistura com o querosene fossil, ou puro (INOVA UNICAMP, 2015).

Uma vantagem de se utilizar o bioquerosene esta no fato de ser totalmente compativel
com as tecnologias atuais e que, misturados em proporcoes adequadas com o querosene de
aviacdo de origem féssil, ndo requerem alteracdes nos motores. (AKERMAN, 2005). Em uma
comparacdo atual da utilizacdo do querosene e do bioquerosene, observa-se as vantagens da
utilizacdo do bioguerosene, pois é considerado renovavel, sua producdo é dada principalmente
a partir de dleos vegetais, pode ser considerado menos poluente e sua producéo se da a partir
de varias rotas, como apresentado na Tabela 3 (OLIVEIRA, 2013).

Para a obtencdo do bioquerosene podem ser utilizados diversos métodos entre eles o
craqueamento térmico, gaseificacdo, sintese catalitica por Fischer-Tropsh, transesterificagdo e
hidroprocessamento. No processo de cragueamento ocorre a decomposicdo térmica do 6leo
vegetal na presenca de hidrogénio e catalisador, obtendo-se uma mistura de hidrocarbonetos
(C8 a C16), que passa por uma destilacdo, gerando fracdes semelhantes ao querosene de
aviacdo, no processo de gaseificacdo através de altas temperaturas (aproximadamente
1000 °C), ocorre a gaseificacdo da biomassa sélida, convertendo-a quase completamente em
uma mistura de gases como: CO,, CO, H; e vapor de dgua. Apds a purificacdo desses gases,
estes podem ser utilizados para a sintese de hidrocarbonetos liquidos pelo processo Fischer-
Tropsch, na presenca de catalisadores como cobalto e ferro (BONASSA et al., 2014). A
reacdo de transesterificacdo o método mais simples quando comparado aos outros métodos.
(RANUCCI et al., 2015).

Assim como o biodiesel, varias matérias primas podem ser utilizadas para a obtencédo
do bioquerosene, um biocombustivel que pode ser usado em aviagdo e que também é baseado
em lipideos, tais como: os 0leos vegetais, 0leos residuais como o0s 6leos utilizados em frituras,
gorduras animais e até mesmo Oleos produzidos por microrganismos. Atualmente fontes
alternativas de 0Oleos estdo sendo estudadas para a producgdo de biocombustiveis destinados a
aviagdo pela sua produtividade potencial, principalmente pela composicdo diferenciada em
termos de acidos graxos, tais como: o pinhdo manso, babacu, falso linho e algas
(VELAQUEZ et al., 2012).
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Tabela 3 - Comparagdo das caracteristicas decorrentes do uso do querosene e do bioquerosene

Querosene Bioquerosene
N&o renovavel Renovavel
Produzido com petroleo Produzido principalmente a partir de 6leos
vegetais
Mais Poluente Menos Poluente
Processo Unico de producéo Vérias rotas tecnologicas de producao

Producdo bem estabelecida e distribuida Producéo apenas experimental, sem escala
em todo mundo industrial.

Preco de Mercado Preco ainda alto
Fonte: (OLIVEIRA, 2013), adaptado pelo autor.

Segundo Bonassa et al. (2014), para a producdo de bioguerosene 0s 0leos vegetais sdo
considerados a materia—prima com maior potencial para a producdo de biocombustiveis
visando substituir parcialmente o querosene de origem féssil. As matérias — primas mais
utilizadas para a producdo do bioquerosene sdo: pinhdo manso, camelina, babacu e algas.
Estes Oleos apresentam algumas caracteristicas fundamentais as quais devem ser observadas
na escolha de uma matéria-prima para que esta esteja apta para a producdo de bioqueresene,
tais como: ndo interferir nos ecossistemas naturais, ser produzida de forma que o solo e a agua
ndo sejam sobrecarregados, ndo necessitar de grandes quantidades de insumos agricolas,
proporcionar reducdo de emissdo e gerar contedo energético maior ou igual comparados ao
combustivel tradicional, agregar valor socioeconémico as comunidades locais, serem
cultivadas em terras ndo utilizadas para a producdo de alimentos e terras marginais
(BONASSA et al., 2014).

De acordo com Cremonez et al. (2015) a indUstria da aviacdo € responsavel por 2% de
todo o didxido de carbono liberado na atmosfera. Com isso, existe um interesse de varias
empresas e agéncias no desenvolvimento de combustiveis alternativos para a aviagao,
tornando assim o uso do bioquerosene bastante interessante. Como exemplo do impacto que o
uso de combustiveis fosseis causa a sociedade, podemos mencionar um estudo realizado por

Reynol (2007) sobre a relagdo dos avides com a poluicédo, revelando que no ano de 2005 o uso
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querosene de aviacao resulta em 8,8% da poluicdo provocada pelos combustiveis na cidade de
Séo Paulo.

Silveira (2009) reportou o desenvolvimento de um biocombustivel para abastecer
avides com um preco por volta de 30% mais barato na fabricacdo e muito menos poluente que
0 querosene de aviacdo tradicional. O bioquerosene ndo emite poluentes como enxofre,
compostos nitrogenados, hidrocarbonetos ou materiais particulados, como € comum nos
combustiveis fosseis, e contribui com o balanco de emissdo de CO,, este no combustivel
produzido é considerado um bioquerosene de alta pureza, com valores acima de 99,9%
(SILVEIRA, 2009).

No Brasil o uso de combustiveis alternativos para a aviagdo, como o bioquerosene
estad entre as areas de estratégias para a pesquisa, desenvolvimento e inovacao da Politica do
Desenvolvimento Produtivo da Industria Aeronautica. Além disso, a criacdo de politicas
publicas como o Projeto de Lei n® 3213/2009 que dispGe sobre a criacdo do programa
nacional de bioquerosene como incentivo a sustentabilidade ambiental da aviacdo brasileira
demonstra o crescente interesse e consequente aumento na demanda por este biocombustivel
(ASSOCIACAO DE INDUSTRIAS ESPACIAS DO BRASIL, 2012).

O Brasil tem grandes chances de se tornar o maior produtor mundial de bioquerosene,
pois possui uma variedade de matérias-primas, um clima favoravel, médo-de-obra disponivel,

além de possuir tecnologia propria ja desenvolvida (REYNOL, 2007).

2.3. Microrganismos como fonte de lipideos

Existe atualmente um crescente interesse em compostos lipidicos microbianos devido as
suas diversas aplicacBes potenciais, tais como a producdo de biocombustiveis, ou como
matéria—prima para a inddstria alimenticia (POLI et al., 2014).

Atualmente os lipideos produzidos por microrganismos oleaginosos, que sdo 0s
organismos que tém a capacidade de acumular pelo menos 20% do seu peso seco em lipideos
intracelulares, estdo sendo pesquisados como uma alternativa a utilizacdo de 6leos vegetais na
sintese de biocombustiveis (SITEPU et al., 2014 (a); SUBRAMANIAM et al., 2010).

Os lipideos produzidos por microrganismos sao armazenados como triacilglicerdis de
acidos graxos de cadeia longa. Os 6leos microbianos tém um perfil de &cidos graxos
semelhante com aqueles de origem vegetal como os 6leos usados atualmente para a producao

do biodiesel. Com predominancia de ésteres com composicao de 16 a 18 carbonos. Com isso,
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6leos microbianos sdo considerados como potenciais candidatos em alternativa ao uso de
6leos vegetais (BELIGON et al., 2015).

Existem diferentes tipos de microrganismos oleaginosos, tais como as algas, as
bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras (SITEPU et al., 2014). Na Tabela 4
encontram-se algumas espécies de microrganismos, que apresentam teor lipidico acumulado

superiores a soja.

Tabela 4 — Teor lipidico em diferentes fontes oleaginosas.

Fonte Oleaginosa Lipideos (% m/m)

(Plantas superiores)
Soja 18-21

(Microalgas)

Botryococcus braunii 25-75
Chrlorella vulgaris 40-60
Nannochloropsis sp. 31-68
Nitzia sp. 45-47

(Bactérias)

Arthorobacter sp. >40
(Leveduras)

Candida curvata 58

Cryptococcus albidus 65

Lipomyces starkeyi 64

Rhodotorula glutinis 72

(Fungos filamentosos)

Aspergillus oryzae 57
Fonte: Fontana (2010); Meng et al. (2009).

Em um estudo realizado por Kuntzler et al. (2013) com o objetivo de determinar o teor
de lipideos presente na biomassa das leveduras cultivadas em meio a base de glicerol bruto,

foram obtidas a concentracdo de lipideos, o teor de lipideos, o rendimento do cultivo e a
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produtividade volumétrica. As leveduras foram cultivadas em frascos agitados, utilizando
glicerol bruto como fonte de carbono, a temperatura de 30 °C e 180 rpm, com diferentes
tempos de cultivo. As leveduras Rhodotorula mucilaginosa e Rhodotorula glutinis obtiveram
as maiores produtividades volumétricas com 0,0356 g/L.h e 0,0277 g/L.h respectivamente. As
maiores concentracGes de célula foram obtidas pelas espécies C. cilyndracea e R. glutinis com
9,92 e 9,80 g/L, respectivamente, a espécie L. lipofer foi a que apresentou maior teor lipidico

com 57,64%, os resultados obtidos nesse estudo estdo representados na Tabela 5.

Tabela 5- Concentragdo celular, teor de lipideos, concentragdo de lipideos e produtividade volumétrica
em lipideos para as leveduras cultivadas em meio a base de glicerol bruto.

Tempo de Concentracao Teor de Concentracao 0
Levedura Cultivo de celulas lipideos de lipideos P
/L.h
(h) (/L) (%) @ L
Cryptococcus 120 4,49 +0,2 27.90 + 1,28 125+009  0,0104
curvatus
Cryptococcus 96 992+013 1411 +047 140+0,06  0,0145
cilyndracea
Rhodotorula 120 7.79+0,03 5506+ 0,20 428+001  0,0356
mucilaginosa
Rhodotorula 144 980+017  4085+1,88 4004012 00277
glutinis
Lipomyces 120 574+032 5049 +0,99 289+017  0,0240
starkeyi
:-i;)%‘]i;“ryces 264 048+027 5764+281  546+034  0,0206

Fonte: (KUNTZLER et al., 2013).

As microalgas podem ser consideradas como uma fonte de matéria-prima alternativa
para a producdo de biocombustiveis devido a suas altas taxas de crescimento quando
comparadas a culturas vegetais oleaginosas tradicionais, sua alta eficiéncia fotossintética e ao
relativamente alto teor de moléculas ricas em energia (LI et al., 2015). Um exemplo € a
microalga Chlorella protothecoides que, quando se desenvolve heterotroficamente, apresenta
alto conteddo lipidico (55%) nas células (MIAO; WU, 2006). Além disso sdo capazes de
alcancar teores de 0leo na faixa de 20-50% de seu peso.
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Os cultivos das microalgas podem ser autotrdficos, heterotréficos e mixotroficos, a
diferenca de cultivo entre eles estd nas fontes de energia e de carbono utilizadas. No cultivo
autotrofico as células obtém energia da luz e o carbono do CO, do ar, produzindo lipideos
atraves da fotossintese, no cultivo heterotrofico, compostos organicos séo utilizados pelas
células como fonte de energia e de carbono e, nos cultivos mixotroficos, sdo utilizados luz,
compostos orgénicos e inorganicos como fonte de energia e CO2 e compostos orgéanicos
como fonte de carbono (FRANCO, 2013).

Dentre as vantagens de se utilizar cultivos heterotréficos esta o fato que este cultivo
apresenta maiores concentracfes de lipideos, podendo ser regulados pelo uso de adequadas
fontes de carbono; podem ser feitos em fermentadores tradicionais tornando assim o controle
de crescimento mais eficiente e também podem ser utilizados cultivos mais densos, pois ndo
ha a necessidade de permitir a passagem de luz até o interior do meio de cultivo reduzindo
assim o custo da colheita (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

As microalgas crescem em suspensdo nos ambientes aquéticos tendo acesso a agua, ao
CO;, e outros nutrientes, sendo assim capazes de produzir sob condi¢cdes Otimas
aproximadamente 30 vezes mais a quantidade de éleo por unidade de superficie do que as
tradicionais colheitas de plantas utilizadas para a producio de 6leos em solo (DA ROS, 2012).

As bactérias sdo outro grupo de microrganismos capazes de produzir e acumular
lipideos. As bactérias geralmente acumulam polihidroxialcanoatos como composto de
armazenamento e apenas algumas espécies bacterianas pertencentes ao género
Mycobacterium actinobacterial, Streptomyces, Rhodococcus e Nocardia produzem
quantidades relevantes de lipideos (ALVAREZ; STEINBUCHEL, 2002).

As cianobactérias acumulam lipideos nas membranas dos tilacdides (sistemas de
membranas internas do cloroplasto e das cianobactérias que contém a clorofila). As
cianobactérias por serem organismos procarioticos, podem ser melhoradas por meio de
manipulacdes genéticas mais prontamente do que as microalgas eucaridticas. A linhagem
Synechocystis com uma mutacdo em um gene propiciou um acumulo de 50% de lipideos
(RITTMANN, 2008; DA ROS, 2012).

Alguns fungos filamentosos também podem produzir lipideos utilizando amido sollvel,
palha de trigo, acido aceético e glicerol. Fungos acumulam lipideos dentro do seu micélio, e
este teor pode variar de 18 a 64% em lipideos do seu peso seco. Alem disso, possuem o perfil
de acidos graxos bastante semelhantes ao de 6leos vegetais convencionais, fazendo assim com
que fungos filamentosos oleaginosos sejam considerados como uma matéria-prima favoravel
para uma industria de biodiesel sustentavel (ZHANG; HU, 2011).
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Para Munch et al. (2015) as leveduras tém atraido interesse recente, pois possuem a
capacidade de utilizar uma grande variedade de fontes de carbono, como também possui uma
ampla variedade de condicGes de cultura. Desta forma leveduras oleaginosas sdo apontadas
como uma alternativa promissora para a producdo de biocombustivel a base de lipideos (YU
etal., 2014).

Na Tabela 6 encontram-se as produtividades volumétricas para alguns microrganismos
oleaginosos. De acordo com a Tabela as leveduras sdo a espécie que apresentam a maior
produtividade volumétrica quando comparadas as bactérias, fungos filamentosos e
microalgas, sendo que a espécie Lipomyces starkeyi apresenta uma maior produtividade entre
as leveduras apresentadas com cerca de 3,3 vezes maior do que a espécie Rhodotorula

mucilaginosa e cerca de 70 vezes maior que a microalga Phormidium sp.

Tabela 6 — Microrganismos oleaginosos e suas produtividades volumétricas em lipideos.

Microrganismos Qr (g/L.h) Fonte
Leveduras
Lipomyces starkeyi 0,60 (MORETON, 1988)
Cryptococcus curvatus 0,59 (MEESTERS et al., 1996)
Rhodosporidium toruloides 0,54 (LI, Y.etal., 2007)
Rhodotorula mucilaginosa 0,18 (LI, M. etal., 2010)
Bactérias
Rhodococcus opacus PD630 0,38 (VOSS, 2001)
Fungos Filamentosos
Mortierella ramanniana 0,17 (HIRUTA et al., 1997)
Mortierella isabelina 0,12 (ECONOMOU et al., 2010)
Cunninghamella echinulata 0,07 (CHEN; CHANG, 1996)
Microalgas
Phormidium sp 0,0085 (SIQUEIRA et al., 2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Existem varias espécies de leveduras que sdo capazes de se acumular de forma eficiente
lipideos, tais como Cryptococcus curvatus, Lipomyces starkeyi, Rhodotorula glutinis,
Rhodosporidium toruloides, Yarrowia lipolytica, entre outras (AGEITOS et al, 2011).

Acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e polinsaturados (PUFAs), como &cido
palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0), &cido oleico (C18:1), acido linoleico (C18:2),
acido linolénico (C18:3) e &cido miristico (C 14:0), que sdo as principais matérias primas para
producdo do biodiesel, sdo os constituintes principais dos lipideos produzidos por leveduras
(PAPANIKOLAQOU; AGGELLIS, 2010).
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Na Tabela 7 encontra-se a composi¢do lipidica do 6leo produzido por algumas
leveduras oleaginosas. Observa-se que o conteddo e o perfil lipidico diferem entre as
espécies. Os maiores teores de lipidio séo observados para as leveduras Rhodotorula glutinis
sendo capaz de acumular até 72% de seu peso em lipideos, Cryptococcus albidus, Lipomyces
starkeyi e Trichosporon pullulans que sdo capazes de acumular até 65% de seus pesos em
lipideos. Para a levedura Rhodotorula glutinis os principais &cidos graxos produzidos séo 0s
acidos oleico e acido palmitico. O acido palmitico é produzido por todas as leveduras

observadas, sendo sua maior producao encontrada na espécie Rhodotorula glutinis.

Tabela 7 - Composic¢do de acidos graxos dos lipideos de diferentes leveduras oleaginosas.

Principais acidos graxos (% m/m)

. . Teor
Microrganismo | ipidico  c16:0 C16:1 C18:0 C18:1 Cl18:2 CI8:3
(m/m%o)

Cryptococcus
curvatus 58 25 - 10 57 7 0
Cryptococcus albidus 65 12 1 3 73 12 0
Lipomyces starkeyi 65 34 6 5 51 3 0
Rhodotorula glutinis 72 37 1 3 47 8 0
Rhodotorula graminis 36 30 2 12 36 15 4
Rhizopus arrhizus 57 18 0 6 22 10 12

Trichosporon
pullulans 65 15 0 2 57 24 1
Yarrowia lipolytica 36 11 6 1 28 51 1

Fonte: Beopoulos, A.; Nicaud, J. (2012).

A levedura Rhodotorula glutinis, tem sido estudada também pela sua alta
produtividade lipidica e de p caroteno (GANGAR et al., 2001). Esta levedura possui uma
capacidade de utilizar diferentes fontes de carbono, tais como glicose e glicerol, fazendo da
Rhodotorula glutinis uma espécie atraente para a producdo de 6leo microbiano (YEN et al.,
2015). Rhodotorula glutinis é capaz de acumular grandes quantidades de lipideos, cerca de
60% do seu peso seco sob a forma de triacilglicerdis (EASTERLING et al., 2009). De acordo
com Saenge et al. (2011) a levedura Rhodotorula glutinis tem demonstrado caracteristicas
favoraveis para a bioconversdo de glicerol bruto da usina de biodiesel em lipideos.

Segundo Huang et al. (2015) a espécie Cryptococcus curvatus, é outra levedura com
grande potencial para aplicacdo em producdo de Oleo microbiano, pois também pode
acumular grandes quantidades de 0leo, até 60% do peso seco da célula e também pela sua

capacidade de utilizar fontes mais baratas de carbono como o0 permeado de soro de leite.
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Em outro estudo Seo et al. (2014) verificaram um acumulo de 33% de &cido graxo
monoinsaturado utilizando Cryptococcus curvatus.

De acordo com Zhao et al. (2008), dentre os organismos oleaginosos, a espécie
Lipomyces starkeyi pode ser considerada uma alternativa para a producdo de lipideos, pois
utiliza matérias-primas, tais como glucose e xilose. E possui um acimulo de lipideos acima de
20% de sua massa seca (MENG et al., 2009). Resultados promissores para a obtengdo de 6leo
microbiano sdo também reportados por Tsakona et al. (2014) e Yang et al. (2014). Em seus
estudos Tsakona et al. (2014) obtiveram um teor de 6leo microbiano da levedura Lipomyces
starkeyi de 57,8% (m/m) em relagdo a sua massa seca e uma produtividade volumétrica de
0,4 g/L.h em cultivos utilizando biorreator em batelada alimentada, tendo glicose como fonte
de carbono. Trabalhando também com a levedura oleaginosa Lipomyces starkeyi, Yang et al.
(2014) demonstraram que esta levedura poderia utilizar os monossacarideos glicose e manose,
simultaneamente, para a producao de lipideos, obtendo um fator de conversdo de 0,12 g de
lipideo/g de acucares redutores totais.

A espécie Rhodosporidium toruloides também vem sendo considerada como uma
levedura potencialmente promissora para a obtencéo de éleos microbianos a partir do glicerol
devido a sua boa adaptacdo ao substrato, alto teor de lipideos intracelulares, e ao potencial de
coproducdo de caratendides. A levedura Rhodosporidium toruloides também chamada de
“levedura rosa” além de apresentar potencial para aplica¢cdes voltadas a produgdo de 6leo
microbiano, também tem sido apontada como promissora para a obtencéo de corante natural e
aditivos alimentares de interesse industrial (XU et al., 2015; DIAS et al., 2015).

A espécie Rhodotorula mucilaginosa é utilizada para a producdo de 6leo microbiano
por possuir caracteristicas como rapido crescimento e alto teor lipidico utilizando diversas
fontes de carbono (LI et al., 2011). Li et al. (2010) verificaram que R. mucilaginosa pode
acumular 52,9% (m/m) de 6leo a partir de glicose e de hidrolisado de amido de mandioca

apos 120h de cultivo em batelada alimentada.

2.4. Glicerol como substrato em cultivos microbianos

O Glicerol, é um trialcool que contém trés atomos de carbonos em sua molécula e seu
nome de acordo com a IUPAC é 1,2,3-propanotriol, sendo considerado um solvente organico
néo toxico e de ponto de ebulicdo elevado, cerca de 290 °C (SILVA et al., 2009). Sua formula

estrutural encontra-se representada na Figura 6.
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Figura 6 - Formula estrutural do glicerol
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Fonte: EMPRABA (2016).

O glicerol constitui o principal co-produto gerado no processo de producdo do biodiesel
via esterificacdo de acidos graxos vegetais ou gordura animal com alcool (metanol ou etanol)
para produzir ésteres na presenca de catalisadores (KOH ou NaOH). Durante a fabricacdo do
biodiesel, obtém-se cerca de 10% em peso de glicerol, tornando-se necessaria a busca de
alternativas de utilizacdo do glicerol bruto que é gerado. O aproveitamento do glicerol evitar
pode evitar futuros problemas derivado da acumulacédo de glicerol e também pode tornar a
producdo de biodiesel mais competitiva (RIVALDI, 2012).

A medida que a demanda mundial por biodiesel continua a aumentar, o
desenvolvimento de processos sustentaveis para a utilizacdo desta matéria-prima organica é
de grande importancia. Assim, uma alternativa do emprego do glicerol bruto é a sua utilizacdo
como matéria-prima para a bioconversdo microbiana (YEN et al., 2015).

Cada vez mais atencdo esta sendo dada para a utilizacdo de glicerol bruto derivado da
producdo de biodiesel com a finalidade de reduzir custos da producdo de biodiesel e promover
a sua industrializacdo em grande escala (YANG et al., 2012). Desta forma estudos estdo sendo
realizados tendo como objetivo a conversdo microbioldgica do glicerol em produtos com
maior valor agregado (ABREU, 2013).

Os setores industriais vinculados aos segmentos alimenticios, farmacéuticos e de
cosméticos sdo os principais mercados consumidores do glicerol e dos seus derivados, porém
esses setores ndo sdo capazes de absorver todo o volume de glicerol gerado com a producéo
do biodiesel (SOUZA et al., 2007; UMPIERRE; MACHADO, 2012). Apesar de o glicerol

apresentar estas aplicacdes na forma pura, poucos estudos estdo sendo direcionados para a
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utilizacdo de glicerol bruto na forma direta (RIVALDI et al., 2008). Poucas séo suas
aplicacbes comerciais, devido a um numero de impurezas, tais como o metanol (geralmente
utilizados para a transesterificacdo, triglicéridos), sais (como catalisador) e sabdo que sdo
encontradas no glicerol proveniente da transesterificacdo na producdo de biodiesel (YANG et
al., 2012). Uma alternativa para a disposi¢do adequada desse coproduto é a utilizagcdo do
glicerol como substrato para a producéo de produtos biotecnologicos (DUARTE, 2011).

Valorizar o glicerol é um grande desafio para a inddstria quimica brasileira, novas
tecnologias que sejam capazes de agregar valor ao glicerol devem ser desenvolvidas devido
ao aumento da quantidade de biodiesel produzido no Brasil. A via de oxidagdo catalitica e a
polimerizagéo sdo tecnologias bastante indicadas para a conversao do glicerol em produtos de
maior valor agregado. Essas tecnologias de aproveitamento do glicerol residual podem ser
associadas aos processos de producdo do biodiesel via transesterificacdo de oleaginosas para
assim garantir maior sustentabilidade ambiental e econémica (UMPIERRE; MACHADO,
2012).

Os 6leos microbianos sdo obtidos quando os microrganismos oleaginosos sdo cultivados
em substrato, sendo o custo final destes 6leos dependentes do custo do substrato, sendo
interessante o aproveitamento de fontes de carbono de baixo custo em condi¢bes de processo
processos com alta produtividade. Assim, o glicerol bruto pode ser considerado uma das
matérias-primas promissora para a produgdo de lipideos, pois € um importante residuo da
producdo de biodiesel. Desta forma o cultivo de leveduras oleaginosas em meios a base de
glicerol tem atraido grande interesse e novas pesquisas estdo sendo realizadas em busca de
novas especies capazes de utilizar o glicerol como fonte de carbono para crescimento de
producdo de lipideos (RAIMONDI et al., 2014).

Durante o cultivo de microrganismos, estes atuam desenvolvendo processos de
catabolismo de substratos organicos através de reacdes catalisadas por enzimas, podendo
acarretar na formacdo de substancias intermediarias dos produtos finais da oxidacao bioldgica
total, sendo tais moléculas passiveis de aproveitamento em diversas aplicagdes (REGULY,
2000). Para favorecer a obtencdo de um determinado produto de interesse em cultivos
microbianos, as condi¢des ambientais desejadas devem ser conhecidas e controladas.

O crescimento microbiano é dependente da disponibilidade de nutrientes, tais como:
fontes de carbono, nitrogénio, vitaminas e sais minerais, que se transferem a célula, como
também de parametros ambientais, como temperatura e pH, e estes devem ser mantidos no
valor 6timo (SANTQOS, 2009).
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O glicerol pode ser utilizado por varios microrganismos como Unica fonte de carbono,
tais como Citrobacter, Klebsiella pneumoniae, Clostridium pasteurianum, o Clostridium
butyricum, Enterobacter agglomerans e Lactobacillus reuteri. Podendo assim ser utilizado
em substituicdo as tradicionais fontes de carbono em cultivos microbianos como o0s
carboidratos, glicose, sacarose e amido (DA SILVA et al., 2009). Como exemplo do uso de
glicerol como fonte de carbono podemos mencionar os estudos realizados por Meesters et al.
(1996). Estes autores estudaram o crescimento e acumulo de lipideos em Cryptococcus
curvatus numa fermentacdo empregando glicerol como fonte de carbono e energia obtendo
um teor de lipidio de 25% em 50h de fermentagdo com cultivo em batelada alimentada.

Em outro estudo realizado por Raimondi et al. (2014) utilizando a espécie Candida
freyschussii ATCC 18737 e glicerol como fonte de carbono obteve-se uma producdo de
lipideos de 4,6 g / L e um teor de lipideos em biomassa de 33% m/m, com uma fermentacéo
de 30 h. E importante ressaltar que em cultivos microbianos, as condi¢des ambientais e
nutricionais empregadas devem ser bem estabelecidas, uma vez que estas tem grande

infleucnia na capacidade do microrganismo gerar o produto de interesse.

2.5. Fatores que influenciam a producéo de lipideos por leveduras

Todos o0s organismos para crescer necessitam de uma variedade de elementos
quimicos como nutrientes. Quando os microrganismos sdo cultivados em laboratorio 0s meios
utilizados para seu crescimento sdo meios que simulam ou até mesmo melhoram suas
condicbes naturais de crescimento. Para o crescimento das células, os principais elementos
quimicos utilizados sdo carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio, enxofre e fdsforo
(PELCZAR JR et al., 1997). Compreender as necessidades nutricionais das leveduras é
importante ndo so6 para o cultivo bem sucedido em laboratorio, mas também para a otimizacéao
do processo de bioconversdo em escala industrial.

O cultivo microbiano é controlado de modo a manter condi¢bes favoraveis ao
crescimento e metabolismo do microrganismo por fatores como: temperatura, pH, agitacdo e
concentragcdo de nutrientes. Um dos mais importantes pardmetros fisicos que influenciam o
crescimento de leveduras é temperatura, tendo a maioria das leveduras uma faixa otima de
crescimento entre 20° e 30°C (REGULY, 2000).
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Sabe-se que a concentracdo e composicao de lipideos produzidos por leveduras podem
ser afetadas pelas condic¢des de cultivo, tais como, fonte de carbono e sua concentracédo, a
aeracdo, a temperatura, a fonte de nitrogénio, e micronutrientes (WOODBINE, 1959).

O acumulo de lipideos por leveduras oleaginosas depende principalmente de
condigdes de limitagdo de nutrientes, associado ao excesso de carbono presente no meio, pois
a limitacdo de nutrientes impede que novas células sejam geradas, enquanto 0 excesso de
carbono é convertido em armazenamento de triacilglicerol, sendo a limitacdo de nitrogénio a
forma mais eficiente para a inducdo lipogénese, levando a maiores valores de rendimento de
conversdo de substrato e do teor de lipideos dentro da biomassa (ROSSI et al., 2011).

A limitacdo de nitrogénio € uma estratégia eficaz usada para melhorar a producédo de
metabolitos secundarios em células de plantas e também para o excesso de producéo de varias
substancias por microrganismos, como &cido citrico e glicerol (WANG et al., 2015). As
leveduras oleaginosas sdo conhecidas por acumular lipideos quando cultivadas em deficiéncia
de nitrogénio ou com limitacdo de outro nutriente no meio. Sendo este acimulo a atividade
dominante das leveduras oleaginosas durante a limitacdo de nitrogénio (CALVEY et al.,
2016).

As leveduras oleaginosas acumulam mais lipideos com o aumento da relacdo entre as
proporcdes de fontes de carbono e nitrogénio (razdo C / N) até certo ponto, e a acumulagédo de
lipideos é iniciada quando o nitrogénio é esgotado do meio. Segundo Sitepu et al. (2014) a
deficiéncia de nitrogénio induz um maior acimulo de lipideos em leveduras oleaginosas.
Estes autores reportam que para cultivos em meios com deficiéncia em nitrogénio foi obtido
um maior teor de lipideos em 35 das 37 espécies de leveduras oleaginosas testadas, apds 5
dias de cultivo em um meio variando de baixo teor de nitrogénio até meios praticamente
isento de nitrogénio nos ultimos dias de cultivo (SITEPU et al., 2014).

Assim como a relacdo C/N, o tipo da fonte de carbono € de fundamental importancia
para a producdo de lipideos. Muitos compostos, especialmente os acUcares, podem causar
repressdo catabolica de vérias enzimas e diminuir a velocidade de crescimento de alguns
microrganismos (LILLY, 1979). Sendo a producdo de lipideos por leveduras oleaginosas
Otima em altos indices de Carbono-Nitrogénio (CALVEY et al., 2016). Segundo Rosa,
(2014) a glicose, xilose, glicerol, amido, hidrolisados de celulose, e de residuos organicos
industriais sdo algumas fontes de carbono possiveis para serem utilizadas para a producao
de lipideos por leveduras.

A disponibilidade de oxigénio é outro fator que exerce grande influéncia em cultivos

microbianos submersos. A existéncia de um adequado dimensionamento do meio de



44

transferéncia de oxigénio é essencial em processos fermentativos envolvendo o cultivo de
celulas aerdbicas e aerdbicas facultativas que visam a producdo de antibidticos, enzimas,
vitaminas, fermentos, inoculantes e proteinas recombinantes (hormonios de crescimento e
insulina) (SCHMIDELL et al., 2001).

Segundo Zara et al. (2009), uma maior disponibilidade de oxigénio durante o cultivo
de duas diferentes cepas de S. cerevisiae, proporcionou uma maior producdo de lipideos,
acarretando também em um aumento da proporcéo de acidos graxos insaturados em relacao
ao total de oleos produzidos. Ainda segundo estes autores, o nivel de oxigenacdo teve
influéncia direta na expressédo de genes envolvidos na codificacdo de enzimas ligadas a
biossintese de lipideos, o que acarreta em diferentes composicdes de &cidos graxos em
cultivos sob diferentes condices de oxigenacao.

O pH ¢é um dos parametros ambientais de grande importancia e que afetam o
crescimento das células e formacdo do produto. Os efeitos do pH sobre o crescimento celular
e acumulacéo de produto variam de acordo com as diferentes composigdes de meio de cultivo
para microrganismos, e as condi¢Ges operacionais (LUO et al., 2013). Segundo Dias et al.
(2015), o pH do meio ideal para a producdo de acidos graxos pela levedura Rhodosporidium
toruloides NCYC 921 é 4.0 e para a acumulacdo de lipideos o pH 5,0 é considerado o mais
favoravel.

Suutari et al. (1990) estudaram as mudangas nas composicdes de acidos graxos
produzidos pelas leveduras Candida oleophila, Candida utilis, Lipomyces starkeyi,
Rhodosporidium toruloides e Saccharomyces cerevisiae em trés diferentes valores de
temperatura. Os autores reportam que ndo foram observadas alteracdes nos teores dos
principais &cidos graxos para nenhuma das leveduras dentro das temperaturas de crescimento
(20 -26 °C). Com relacdo a levedura Saccharomyces cerevisiae, foram observadas alteracfes
no comprimento médio da cadeia de acidos graxos com a variacao de temperatura. Para as
leveduras Candida oleophila, Candida utilis e Lipomyces starkeyi o teor de acidos graxos
diminuiu com o aumento da temperatura e 0 com a diminuicdo de temperatura houve
alteracbes no comprimento da cadeia. Para temperaturas abaixo de 20-26 °C foram
observadas alteracdes dependentes da temperatura no comprimento de cadeia médio enquanto

que para temperaturas acima de 20-26 °C houve alteracdes no grau de instauragéo.
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2.6. Via metabodlica

Compreender os fatores genéticos que contribuem para a producéo de 6leo nas células
é crucial para o desenvolvimento de linhagens com melhores capacidades de acumulagdo de
lipideos. A regulagdo das vias metabdlicas e produgdo de enzimas-chave podem ser
manipuladas para canalizar o carbono em produtos desejados (SITEPU et al., 2014 (a)).

O metabolismo lipidico é uma rede altamente complexa de reagdes que sdo objeto de
regulacgdo sofisticado. Os lipideos celulares possuem trés fungdes principais, (1) eles fornecem
um depdsito de fonte de energia na forma de triacilglicerdis (TG) e de esteril ésteres (SE); (2)
certas classes de lipideos sdo componentes importantes da membrana bioldgica tais como:
glicerofosfolipidos, esterois, esfingolipidos e glicolipidos e (3) os lipideos podem atuar como
mensageiros celulares. De um modo geral, os acidos graxos (FA) de triacilglicerdis e/ou
triacilglicerdis podem ser utilizados para a produc¢do de energia através de B-oxidacdo ou
como blocos de construcdo para a sintese de lipideos da membrana (GSELL et al., 2015).

Os lipideos ndo-polares tais como triglicérideos (TGs) e esteril ésteres (SES) sdo as
principais formas de deposito de energia metabdlica (SCHMIDT et al., 2014).

A Figura 7 demonstra uma representacao esquematica das principais etapas envolvidas
na via metabolica de leveduras oleaginosas, na qual lipideos sdo obtidos a partir de glicerol.

Nas leveduras oleaginosas, os lipideos podem se acumular através de duas vias
distintas: através da sintese de lipideos a partir dos blocos de construcdo de acetil-CoA e de
malonil-CoA ou a partir de um caminho de acumulacdo de lipideos envolvendo a absorgéao de
acidos graxos, Oleos e TG do meio de cultura, sendo a sintese de lipideos a forma mais
importante para a obtencdo de 6leos microbianos (BEOPOULOS, 2012).
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Figura 7 — Via metabdlica da sintese de lipideos a partir de glicerol.
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A acumulacdo de lipideos em leveduras oleaginosas ocorre quando um nutriente no
meio se torna limitado (o nitrogénio ou fonte de fdésforo) ficando a fonte de carbono presente
em excesso e sendo assimilada pelas células e convertida em triacilglicerois. A limitacdo de
nitrogénio € a condicdo mais eficiente para a inducdo da lipogénese. Depois que 0 nitrogénio
é esgotado do meio, a divisdo celular termina e o lipideo formado tem de ser armazenado
dentro das células existentes (BEOPOULOS, 2012; RATLEDGE, 2004; ROSSI et al., 2011).

Vaérios sdo os fatores que afetam a lipogénese apds o esgotamento de nitrogénio, tais
como: (1) acimulo de ATP (Adenosina Trifosfato) e o esgotamento de AMP (Adenosina
Monofosfato); (2) inativacdo mitocondrial de NAD™: isocitrato desidrogenase; (3) o transporte
de citrato a partir da mitocondria para o citosol; (4) expressdo citosolica de ATP: citrato liase;
(5) inibicdo do retorno de ATP: atividade liase citrato e citrato de efluxo por ésteres de acidos
graxos de acil-CoA de cadeia longa (SITEPU et al., 2014 (b)).

De um modo geral um passo importante na sintese dos acidos graxos é a producéao de
acetil-CoA. Os acidos graxos sdo construidos a partir de acetil-CoA e os lipideos sdo
sintetizados por condensacdo de um esqueleto de glicerol-3-fosfato com o &acido graxo
acabado (LIU et al., 2013).

A limitacdo de nitrogénio no cultivo de um microorganismo oleaginosa induz a
reacOes que conduzem a formacdo de acetil-CoA. No inicio da exaustdo de nitrogénio ativa
AMP desaminase que supre de NH;" a célula, diminuindo o contetdo celular de AMP,
incluindo o seu contetdo na mitocondria. Esta por sua vez afeta a atividade de isocitrato
desidrogenase como em células oleaginosos, esta enzima é estritamente dependente de AMP
para a atividade. Como isso, o isocitrato ndo pode ser metabolizado, permitindo o acimulo de
citrato mediante a enzima aconitase. O citrato acumula na mitocdndria e é entdo transportado
para o0 citosol via malato/citrato sendo convertido em acetil-CoA e oxaloacetato. O
oxaloacetato é convertido através de malato desidrogenase de malato, sendo utilizado no
sistema de efluxo de citrato (RATLEDGE, 2004).

O acetil-CoA e malonil-CoA produzido durante a sintese de lipideo sdo entdo
adicionados na cadeia de &cidos graxos (FA) pela sintese enzimatica de &cidos graxos
complexos (FAS). Os FAS produzidos ou assimilados pelo meio s&o direcionados para a via
de armazenamento de lipideos (BEOPOULOS, 2012).
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3. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo contribuir com o desenvolvimento de
processos de produgdo de Oleos microbianos por microrganismos heterotrdficos

empregando como principal fonte de carbono o glicerol.

3.1. Objetivos especificos

Para alcancar tal objetivo as seguintes etapas foram desenvolvidas:

e Selecdo de estirpes de leveduras capazes de produzir lipideos em cultivos
sob condicGes heterotroficas empregando glicerol como principal fonte de

carbono;

e Avaliagdo da influéncia das condi¢Oes de transferéncia de oxigénio
(agitacdo e razdo volume de frasco/volume de meio) em cultivos realizados

em incubador de frascos agitados.

e Estabelecimento da composicdo nutricional minima do meio de cultivo para

producéo de lipidio pela levedura selecionada na etapa anterior;

e Avaliacdo da influéncia das condicBes de cultivo como razdo carbono /
nitrogénio e pH inicial sobre a producdo de lipideos pela estirpe

selecionada.



49

4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratorio de biocombustiveis do Departamento
de Engenharia Quimica (LOQ), da Escola de Engenharia de Lorena da Universidade de S&o
Paulo (EEL-USP). As diversas etapas desenvolvidas no presente trabalho sdo apresentadas no
organograma da Figura 8. Inicialmente foram realizados cultivos visado a selegéo da levedura
de maior potencial para a producdo de lipideos a partir de glicerol. Com a levedura
selecionada foram iniciados os estudos das condi¢fes de cultivo para maximizar a producéo e
acumulo de lipideos. Nestes estudos, algumas etapas foram desenvolvidas paralelamente,
como as etapas 2 e 3 (Figura 8), compreendidas pela Anélise do efeito da agitacdo/ aeracdo e
Avaliacdo da influéncia do pH inicial, respectivamente. E outras etapas foram desenvolvidas
de forma subsequente, como as etapas 2 e 4 ou as etapas 3 e 5, nas quais 0s resultados das
etapas anteriores foram considerados para a escolha das condi¢bes de cultivo da proxima

etapa.

Figura 8 - Organograma das principais etapas desenvolvidas no estudo da produgéo de 6leo
microbiano por leveduras a partir de glicerol como fonte de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1. Microrganismos e preparo do indculo

No desenvolvimento das atividades experimentais foram utilizadas cinco diferentes
leveduras: Cryptococcus curvatus Y -1511, Lipomyces starkeyi Y-27493, Rhodotorula
glutinis Y- 12905, Rhodosporidium toruloides Y-1091 e Rhodotorula mucilaginosa Y-27053,
todas cedidas pela USDA (United States Department of Agriculture), de Peoria, Illinois. As
culturas foram mantidas em tubos de ensaio contendo agar extrato de malte inclinado e
conservadas em geladeira a 4°C, e transferidas periodicamente. O prepado do inéculo foi
realizado transferindo-se uma algcada de células, proveniente de um cultivo de 24 h em meio
de manutencdo (&gar extrato de malte inclinado), para frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL do meio de cultura composto de 30,0 g/L de glicerol, 3,0 g/L de Extrato de
levedura, 1,0 g/L de MgSO4.7H,O e 3,0 g/L de (NH;);HPO4, o qual foi preparado e
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. Os frascos foram incubados a 30°C em
agitador rotatério a 200 rpm por 24 horas. Apos este periodo as células foram separadas por
centrifugacdo a 2000xg por 10 minutos e ressuspensas em agua destilada estéril de modo a
obter uma suspensdo concentrada. Esta suspensao foi entdo adicionada como inéculo ao meio

de cultivo de modo a obter uma concentracéo inicial de cerca de células de 1 g/L.

4.2. Selecao de leveduras produtoras de lipideos

Buscando selecionar a levedura de maior potencial para a producdo de Oleo
microbiano a partir de glicerol como fonte de carbono, foram avaliadas cinco diferentes
leveduras: Cryptococcus curvatus Y -1511, Lipomyces starkeyi Y-27493, Rhodotorula
glutinis Y- 12905, Rhodosporidium toruloides Y-1091 e Rhodotorula mucilaginosa Y-27053,
Os ensaios para compara¢do das leveduras foram realizados em frascos agitados de 250 mL
com 100 mL de meio de cultura composto de 70,0 g/L de glicerol, 3,0 g/L de Extrato de
levedura, 1,0 g/L de MgS0,.7H,0 e 3,0 g/L de (NH4),HPO, e pH inicial 6,0. Apds o meio de
cultura ser inoculado, os frascos foram incubados em agitador rotatdrio a temperatura de 30°C
e agitacdo de 200 rpm por um periodo de 120 horas, e durante este periodo foram retiradas
amostras a cada 24 horas para 0 acompanhamento do crescimento celular, produgéo de

lipideos e consumo de substrato.
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4.3. Efeito da agitacédo/aeracdo no acumulo de lipideos em cultivos em frascos

agitados

Visando determinar as melhores condi¢cdes de fornecimento de oxigénio para oS
cultivos em frascos agitados que propiciem maximizar o acumulo de lipideos pelas leveduras,
foram realizados estudos utilizando a metodologia de planejamento experimental. Nesta etapa
foram empregados planejamentos fatoriais do tipo 2° com face centrada e triplicata do ponto
central, para avaliar os efeitos da variagéo da velocidade de agitacéo e da relacdo volume de
frasco/volume de meio de fermentacdo, sobre o acumulo de lipideos pela levedura R. glutinis,

foram utilizados frascos de 250 mL, conforme mostrado na Tabela 8.

Tabela 8 - Planejamento fatorial do tipo 22 com face centrada e triplicata no ponto central, para a
avaliagdo do efeito da agitacdo/aeracdo, na producdo de lipideos por leveduras a partir de glicerol.

Variaveis
Ensaios Agita(;éo (rpm) \>/;‘rasco/V meio
. alor .

Valor real (rpm)  Nivel real Nivel
1 150 -1 2,5 -1
2 250 1 2,5 -1
3 150 -1 5 1
4 250 1 5 1
5 150 -1 3,75 0
6 250 1 3,75 0
7 200 0 2,5 -1
8 200 0 5 1
9 200 0 3,75 0
10 200 0 3,75 0
11 200 0 3,75 0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados dos cultivos serdo analisados considerando parametros como: o
consumo de substrato, o crescimento celular, o acimulo de lipideos, o fator de conversédo de
substrato em biomassa (Yxs) e em lipidios (Ypss) e produtividade volumétrica em lipideos
(Qp). Para a andlise estatistica serq utilizado o software Statistica 13 (licenca:
JKK510H198630AR-B).
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4.4. Estabelecimento da composi¢cdo minima do meio de cultivo

Esta etapa do trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da composicao
nutricional do meio de cultivo sobre o processo de producédo de 6leo microbiano em cultivos
em frascos agitados, tendo glicerol como principal fonte de carbono. Os efeitos da presenca
ou auséncia de nutrientes como peptona, extrato de levedura, NHCl, KH,PO, e
MgSQO,.7H,0, bem com suas interacdes foram estudados através do método estatistico de
Taguchi, utilizando uma matriz Ly (conforme a Tabela 9), o qual consiste de 16 experimentos

nos quais cinco variaveis foram estudadas em dois niveis (Tabela 10).

Tabela 9 —Arranjo Ortogonal de Taguchi L16, onde os fatores principais avaliados nos estudos sdo A
(Peptona), B (Extrato de levedura), C (NH,CI), D (KH,PO,) e E (MgS0O,.7H,0) e suas interacoes,
representadas pelas combinacdes de letras.

Condigdes experimentais

Exp A B AB C AC BC DE D AD BD CE CD BE AE E
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 11 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2
3 11 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2
4 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1
5 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2
6 1 2 2 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 1
7 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1
8 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2
9 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
10 2 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1
11 2 1 2 2 1 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1
12 2 1 2 2 1 2 1 2 1 2 1 1 2 1 2
13 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 1
14 2 2 1 1 2 2 1 2 1 1 2 2 1 1 2
15 2 2 1 2 1 1 2 1 2 2 1 2 1 1 2
16 2 2 1 2 1 1 2 2 1 1 2 1 2 2 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os cultivos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio de fermentagdo com composicdo variada, segundo condi¢cdes do planejamento
experimental, com 1,0 g/L de inéculo de células. Apo6s inoculados, os frascos foram
incubados a temperatura de 30°C, sob agitacdo de 250 rpm. As amostras foram retiradas

periodicamente para acompanhamento das fermentagfes. As respostas observadas sdo a
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producdo de biomassa e a produtividade de lipideos nas diferentes condigdes do
planejamento. Os niveis reais e os codificados utilizados neste estudo sdo mostrados na
Tabela 10.

Tabela 10 — Valores e niveis das variaveis estudadas no planejamento Taguchi L16 para a selecdo de
nutrientes para a composi¢do do meio de cultivo.

. Niveis
Variaveis 1 >
Peptona (A) Auséncia 3,09/L
Extrato de levedura  (B) Auséncia 3,0g/L
NH,CI ©) Auséncia 3,09/L
KH,PO, (D) Auséncia 5,09/L
MgSQ,.7H,0 (E) Auséncia 1,0g/L

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados dos cultivos referentes aos ensaios do planejamento experimental seréo
analisados considerando parametros como: o consumo de substrato, o crescimento celular, o
acumulo de lipideos, o fator de conversdo de substrato em biomassa (Yxss) e em lipidios
(Ypss) e produtividade volumétrica em lipideos (Qp). Para a analise estatistica sera utilizado o

software Statistica 13.

4.5. Avaliacao da influéncia do pH inicial

Visando avaliar a influéncia da condicdo de pH inicial do meio de cultivo sobre o
acumulo de lipideos por leveduras a partir de glicerol, foram realizados cultivos sob diferentes
valores de pH inicial, sendo também realizado o acompanhamento de sua variagdo ao longo
do tempo. O pH dos meios de cultura foram ajustados através da adi¢do de acido sulfdrico
(98%) ou adicdo de hidréxido de sédio (40%), de tal forma que os valores de pH entre 3 e 7.
Os ensaios foram realizados em frascos agitados de 250 mL com 50 mL de meio de cultura
composto de 70,0 g/L de glicerol, 3,0 g/L de Extrato de levedura, 1,0 g/L de MgSO,.7H,0,
3,0 g/L de (NH4),HPO, e 20 g/L de fosfato monopotassico. Ap6és o meio de cultura ser
inoculado com 1g/L, os frascos foram incubados em agitador rotatorio a temperatura de 30°C
e agitacdo de 200 rpm por um periodo de 240 horas, e durante este periodo foram retiradas
amostras a cada 48 horas para o acompanhamento do crescimento celular, producdo de

lipidios e consumo de substrato.



54

4.6. Avaliagéo da razao carbono:nitrogénio

Buscando estabelecer a proporcdo entre fontes de carbono e nitrogénio no meio de
cultivo, capaz de favorecer o acumulo de lipideos pela levedura foram realizados ensaios
variando tal proporgéo entre 10:1 e 200:1 (raz&o molar) mantendo-se fixa a fonte de carbono e
variando a concentracdo das fontes de nitrogénio. Nestes ensaios a concentracdo de glicerol
foi fixada em 70,0 g/L, e foi variada a quantidade de extrato de levedura e de (NH4),HPQ,,
mantendo sempre a proporcdo 1:1 entre os compostos nitrogenados. As demais variaveis,
como agitagdo 200 rpm, temperatura 30°C e tempo de cultivo 240 horas, frasco de 250 mL,
volume de meio de 50 mL, e retirada de amostra em intervalos de 48 horas mantiveram-se

inalteradas.

4.7. METODOLOGIAS ANALITICAS

4.7.1. Determinagéo da concentragéo celular

A concentragdo celular foi determinada pela medida das absorbancias das amostras em
espectrofotdbmetro e as concentracGes celulares foram calculadas através de curvas de
calibracdo entre a absorbancia a concentracdo celular em termos de peso seco. Foram feitas
curvas de calibracdo para cada diferente espécie de levedura utilizada neste estudo. Para a
determinacdo da absorbancia, amostras foram retiradas do meio de cultivo e foram
centrifugadas a 2000 xg por 10 minutos. As células foram lavadas com agua destilada e
centrifugadas novamente nas mesmas condicGes, e ressuspensas em agua destilada, sendo
realizadas diluigdes entre 10 e 100 vezes, conforme a necessidade. A absorbancia da
suspensdo celular foi determinada a 600 nm, utilizando-se &gua como branco, e as

concentragdes foram calculadas utilizando-se as curvas de calibracéo.

4.7.2. Determinacéo de lipideos

Para a determinacgéo de lipideos produzidos pela levedura foi utilizado o método Bligh
& Dyer (1959) na etapa de extracdo, sendo a quantificacdo realizada por técnica colorimétrica
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empregando o método de coloragdo por Sulfo-fosfo-vanilina (KNIGHT et al., 1972). Durante
a fermentacdo foram retiradas aliquotas de 1 mL do meio de cultivo, as quais foram
centrifugadas para a separacdo do sobrenadante. As células foram entdo submetidas a extragédo
de lipideos. Para a extracao foi adicionando as células 1 mL de metanol (pureza de 99,8%) e 2
g de pérolas de vidro (0,50 mm de didmetro). Esta mistura foi submetida a agitacdo em vortex
por quatro ciclos de um minuto com intervalos de um minuto em banho de gelo (MEDEIROS
et al., 2008). Apos a realizacéo dos ciclos foram adicionados 2 mL de cloroformio (P.A. com
99,8% de pureza) e a mistura foi agitada durante 1 hora a 200 rpm (Incubadora refrigerada
Shaker, marca CienLab, modelo: CE 725/R), ap0s este periodo foram acrescentados 1 mL de
solucdo de cloreto de potéssio 0,88% visando uma melhor separacdo de fases e 0,8 mL de
agua destilada. A mistura foi entdo centrifugada a 2000 xg por 5 minutos havendo a separagédo
de duas fases. Foi retirada uma aliquota de 0,4 mL da fase de fundo (organica) a qual foi
colocada em tubos de ensaio e levada a estufa a 80°C por 24 horas para evaporacdo do
solvente.

Para a quantificacdo de lipideos pelo método colorimétrico, apds a evaporacgdo foi
adicionado ao frasco 1 mL de &cido sulfdrico concentrado (P.M. 98,08, pureza de 95,0 -
98,0%) e a mistura foi aquecida em banho Maria sob fervura por 10 minutos. As amostras
foram entdo resfriadas em agua a temperatura ambiente, sendo em seguida adicionada as
amostras uma solucdo de &cido fosférico (17%) contendo 0,0200 ¢g/L de vanilina para
desenvolver a coloracdo. As amostras foram abrigadas em ambiente isento de luz por 45
minutos. Apds esse periodo foi entdo determinada a absorbancia das amostras a 525 nm,
tendo agua como branco. A concentracdo de lipideos foi calculada por uma curva de
calibracdo baseada no método de sulfo-fosfo-vanilida (KNIGHT et al., 1972).

4.7.3. Determinacdao de glicerol

A concentracdo de glicerol foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), em equipamento Waters com detector de indice de refracdo e coluna BIO-RAD
Aminex HPX-87H (300 X 7,8 mm), nas seguintes condi¢des: temperatura da coluna de 45 °C;
acido sulfurico 0,005 mol/L como eluente; fluxo de eluente de 0,6 mL/minuto; volume de
amostra de 20 uL, temperatura do detector de 35 °C. As amostras foram diluidas em agua

deionizada e filtradas em filtro Sep-Pack C18 Cartridge (Waters Associates). As
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concentragdes foram calculadas atraves de curvas de calibracdo construidas para uma faixa de

concentragdo de 0,5 a 6 g/L.

4.7.4. Quantificacao de nitrogénio

A concentracdo de nitrogénio ao longo do periodo de cultivo foi determinada para o
ensaios que apresentaram maior acumulo de lipideos dentre as diferentes condi¢des avaliadas
no estudo da proporc¢éo carbono:nitrogénio descrita no item 4.6. O nitrogénio no meio liquido
foi quantificado segundo o método 4500- Norg C, Semi-micro-Kjeldahl descrito no “Standard
methods for the examination of water and waste-water analysis” (APHA, 1998). As amostras
de 1 mL foram submetidas a digestdo em acido sulfurico concentrado para conversdo no
nitrogénio em sua forma amoniacal e foi alcalinizado e separado por destilacio em um
aparelho Buchi K-355, da Bucchi/Pensalab, com recolhimento em &cido bérico. A quantidade
de amonia recolhida em &cido borico foi determinada por destilacdo, e quantidade de
nitrogénio na amostra foi calculada com base na estequiometria das diferentes etapas,
conforme detalhado a seguir.

As etapas realizadas foram as seguintes: primeiramente transferiu-se uma aliquota de
1,0 mL de amostra para o tubo Kjeldahl, a esta aliquota foi adicionado 10 mL de &cido
sulfarico e 2,0 g de mistura catalitica (sulfato de sédio anidro/ sulfato de cobre pentaidratado
20:1), a amostra foi levada ao digestor com aquecimento a 250 °C até que a amostra
assumisse uma coloracdo azul limpida. A reacdo gque ocorre nesta etapa esta demonstrada na

Equacéo 1.

N — NH4* (1)

ApOls esse periodo retirou-se a amostra do digestor e adicionou-se solucdo 40% de
NaOH até apresentar uma mudanca na coloracdo de azul limpido a um azul escuro. Sendo a

reacdo demonstrada na Equagéo 2.

NaOH + NH4* — NH3 (g) (2)
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Esta amostra entdo foi levada ao destilador onde o 4cido borico com indicador teve a
funcéo de recolher o gas formado segundo a Equac&o 3:

NH; + H3;BO; - HNH,H,BO; 3)

Esta reacdo tem uma duracdo de 4 minutos. Ao fim da reagéo retirou-se o produto do
destilador e titulou-se com HCI 0,01 M, a Equacéo (4) representa esta etapa do processo.
HNH,H,B0; + HCl - H,B0; + NH,CI 4)

Com isso, podemos calcular a concentracdo de nitrogénio na amostra a partir da

Equacéo 5.

_ (Veitulagio— VBranco)*f *Concentragio HCI (5)

Vamos tra

C

4.7.5. Andlise do perfil de acidos graxos

A composicdo em &cidos graxos dos lipideos extraidos pela levedura Rhodotorula
glutinis Y- 12905 foi determinada por cromatografia em fase gasosa, segundo metodologia da
AOCS (2004), empregando cromatografo de fase gasosa (CG Perkin ElImer modelo Clarus
580), equipado com coluna capilar Perkin Elmer tipo Elite 5 — (5% difenil 95% dimetil
polisiloxano), dimensdes 30 m, didmetro interno 0,25 mm, 0,25 um filme), operando com
rampa de aquecimento de 120°C (0,5 min), 120 — 280°C (3°C/min) e 280°C- 6,17 min e

hidrogénio como géas de arraste a 0,5 mL por minuto. Os padrGes de acidos graxos utilizados
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foram os é&cidos caprilico (C8:0); céaprico (C10:0); laurico (C12:0); miristico (C14:0);
palmitico (C16:0); margarico (C17:0); esteérico (C18:0); oleico (C18:1); linoleico (C18:2).

Foram pesados 50 mg do 6leo obtido da levedura Rhodotorula glutinis Y- 12905 e
adicionados 2 mL de etanol contendo HCI 3N, em seguida essa amostra foi incubada a 60°C
por cerca de 14 horas. Apoés o resfriamento foi adicionada 1 mL de uma solugdo de K,COs
(6%), essa mistura foi submetida a agitacdo em vortex, em seguida foram adicionados 0,6 mL
de hexano e agitou-se em vortex novamente. Essa amostra foi centrifugada por 10 min e uma
pequena aliquota da fase contendo o hexano foi retirada para andlise por cromatografia
gasosa, baseado em (SITEPU et al., 2013).

4.7.6. Estudo reolégico

Para a medicédo da viscosidade absoluta em funcdo da taxa de deformacéo foi utilizado
um viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra)
utilizando o cone CP 52. As medidas foram feitas a temperatura de 50°C em duplicata,
empregando 1mL de amostra. Os dados obtidos (viscosidade, taxa de deformagéo e tenséo de
cisalhamento) foram ajustados de acordo com a lei de poténcia (6), descrito por Freitas et al.

(1998), para verificacao de possiveis desvios do comportamento Newtoniano.

T=K.y" (6)

Onde: 7 é a tensdo de cisalhamento, y € a taxa de deformacao aplicada, n é o valor do

coeficiente angular e K é o indice de consisténcia.

4.7.7. Indice de acidez e teor de acidos graxos livres (%AGL)

O indice de acidez dos lipideos foi calculado pela relacdo de hidroxido de potéssio em

miligramas consumidos por grama da amostra analisada, sendo determinado segundo
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metodologia da AOCS (2004), foi realizada uma titulagdo utilizando fenolftaleina como
indicador, na titulagdo 0,2 g de amostra com 25 mL de uma solucdo de éter etilico e alcool
etilico (95%) (2:1) foi titulada com uma solucdo de hidréxido de potassio 0,02 mol/L. Os
calculos do indice de acidez e do teor de &cidos graxos livres estdo demonstrados nas

equacOes 7 e 8.

IA(mgKOH) _ (V amostra—Vbranco).MMbase . Cbase (7

g m amostra
(Vv amostra—Vbranco).MMacido graxo . Cbase.100 8
%AGL= g ®)

m amostra

Dados: Vamesira = Volume de solucdo de KOH gasto na titulacdo da amostra, Viranco =
Volume de solucdo de KOH gasto na titulacdo do branco, MM pae= Massa Molar do KOH
(56,1 g/mol), C pase = Concentracdo molar da solucdo de KOH (mol/L), M gmestra = Massa da

amostra e MM gido graxo = Massa Molar do acido oleico (282 g/mol).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao da levedura

Para a selecdo de leveduras capazes de produzir lipideos a partir de glicerol como fonte
de carbono foram realizados cultivo com cinco diferentes leveduras (Cryptococcus curvatus Y
-1511, Lipomyces starkeyi Y-27493, Rhodotorula glutinis Y- 12905, Rhodosporidium
toruloides Y-1091 e Rhodotorula mucilaginosa Y-27053), em meio contendo glicerol como
principal fonte de carbono. Os perfis de consumo de substrato, crescimento celular e producao
de lipideos para os cultivos das diferentes leveduras estdo apresentados na Figura 9.

Em relacdo ao consumo de glicerol (Figura 9a), foi possivel verificar que, de um modo
geral, todas as leveduras foram capazes de consumir glicerol durante todo o periodo de 120
horas de cultivo. Dentre as leveduras avaliadas a Rhodotorula glutinis Y -12905 se destacou
por ter apresentado um maior consumo de substrato comparada as demais, alcancando um
consumo de cerca de 59% do substrato inicial apds 120 horas.

Quanto ao crescimento celular (Figura 9b), todas as leveduras apresentaram
crescimento durante todo o periodo observado, sendo este mais pronunciado para as leveduras
Rhodotorula glutinis e Lipomyces starkeyi, as quais alcancaram concentraces celulares de
23,9 e 22,9 g/L, respectivamente, apos 120 horas de cultivo.

A levedura Rhodotorula glutinis Y-12905 foi a Unica, dentre as avaliadas, que mostrou
um maior crescimento nas primeiras 24 horas de cultivo, alcangando uma concentragdo de
cerca de 5 g/L neste periodo. As leveduras Cryptococcus curvatus Y-1511, Rhodotorula
glutinis Y-12905 e Lipomyces starkeyi Y-27493 apresentaram um menor crescimento neste
mesmo intervalo de tempo, alcangando concentracgdes inferiores a 3 g/L. O crescimento mais
lento foi observado para a levedura Rhodosporidium toruloides Y-1091, a qual apresentou
crescimento celular somente ap6s o tempo de 48 horas de cultivo. O cultivo do indculo em
meio de cultura contendo glicerol como principal fonte de carbono pode ter contribuido para o

fato da maioria das leveduras néo ter apresentado periodo de laténcia.

Figura 9 - Consumo de Glicerol (a); Perfil de crescimento celular (b); Producéo de Lipideos (c) pelas
diferentes leveduras nos cultivos em Glicerol. Onde: - Cryptococcus curvatus Y -1511; e Lipomyces



starkeyi Y-27493;  Rhodotorula glutinis Y- 12905; e Rhodosporidium toruloides Y-1091 e e
Rhodotorula mucilaginosa Y-27053.
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Em relacdo a producdo de 6leos microbianos, todas as espécies foram capazes de
produzir e acumular lipideos durante o tempo de cultivo avaliado. As leveduras mostraram
um acumulo de lipideos crescente durante todo o periodo observado, sendo a concentracéo de
6leos microbianos dependente da espécie de levedura. De um modo geral as concentracGes de
lipideos ap6s 120 horas de cultivo variaram entre 0,06 e 1,16 g/L, sendo a maior producgéo
observado para a levedura Cryptococcus curvatus Y-1511. Estes resultados demonstram que a
capacidade de producdo de lipideos pode variar de forma expressiva em diferentes especies,
sendo a comparacdo de diferentes leveduras um aspecto importante a ser considerado para
avaliar o potencial das leveduras. Na Tabela 11 sdo apresentados os valores maximos de
consumo de substrato, concentracdo celular, concentracdo de lipideos e o teor de lipideos,
assim como os parametros fermentativos produtividade volumétrica em lipideos (Qp), fator de
conversdo de substrato em lipideos (Ypss) e fator de converséo de substrato em biomassa
(Yxss) observados nos cultivos das leveduras utilizando glicerol como substrato.

As maiores produtividades volumétricas em lipideos, 0,0096 g/L.h e 0,0083 g/L.h,
foram alcancadas nos cultivos com as leveduras Cryptococcus curvatus Y-1511 e
Rhodotorula glutinis Y-12905, respectivamente (Tabela 11). As produtividades volumétricas
em lipideos alcangada nesta etapa do trabalho sdo pequenos quando comparados a literatura.
Nos estudos realizados por Spier (2014), sdo reportados valores de produtividade volumétrica
em lipideos de até 0,104 g/L.h e 0,028 g/L.h para as leveduras Cryptococcus curvatus e
Rhodotorula glutinis, respectivamente, para cultivos realizados em frascos agitados em meio
contendo 100 g/L de glicerol bruto como fonte de carbono. Os valores de produtividade em
lipideos reportados por este autor sdo superiores aos encontrados na etapa inicial do presente
trabalho, entretanto é importante ressaltar que os resultados obtidos até agora visam apenas a
selecdo de leveduras, e assim as condi¢cdes de cultivo empregadas ndo sdo condicOes
otimizadas. Desta forma tais resultados evidenciam a necessidade do desenvolvimento de
estudos voltados para o estabelecimento de melhores condi¢bes de cultivo para a
maximizacao da producdo de lipideos. Além disso, os resultados reportados por Spier (2014)
demostram a existéncia de um importante potencial para 0 aumento na produtividade em
lipideos das leveduras avaliadas, o que sera melhor explorado nas etapas seguintes deste
trabalho, pela avaliacdo das condicGes de cultivo dos microrganismos.

Os maiores valores observados para o fator de conversdo de substrato em lipideos foram
obtidos pelas leveduras Cryptococcus curvatus Y-1511 e Lipomyces starkeyi Y-27493, com
0,046 e 0,044 respectivamente. Estas mesmas leveduras foram as que obtiveram os maiores

fatores de converséo de substrato em biomassa quando compara as demais leveduras.
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Tabela 11 — Resultados da fermentacdo utilizando Glicerol como substrato em 120 horas de cultivo.

Consumo de Células Lipideos Lipideos Qp Yoes Yxs

Levedura substrato (%)  (9/L) (L) (%) (@Lh) (@) (99)
Rhodotorula mucilaginosa
V27053 30,3 141 05 3,7 10,0043 0,022 0,61
Rhodosporidium toruloides
v 1001 15,8 8,2 0,1 0,7 0,0005 0,003 0,76
Rhodotorula glutinis
V19905 58,5 239 10 42 00083 0,023 054
Cryptococcus curvatus
VaBLL 34,6 186 12 6,2 00096 0,046 0,72
Lipomyces starkeyi 30,6 229 09 40 0,0076 0,044 1,05
Y-27493

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as leveduras avaliadas a levedura Rhodotorula glutinis Y — 12905 e a
Cryptococcus curvatus Y-1511 foram as que mais se destacaram como sendo as mais
promissoras para a producdo de lipideos a partir de glicerol. Estas leveduras apresentaram
uma capacidade de acimulo de lipideos e produtividade volumétrica superiores as demais
avaliadas. Quanto ao fator de conversdo de substrato em produto a levedura Cryptococcus
curvatus Y-1511 apresentou um valor de duas vezes o alcancado pela Rhodotorula glutinis Y-
12905. Entretanto, esta ultima foi capaz de consumir glicerol de maneira mais rapida,
alcancando um consumo de 58,5%, ou seja, cerca de 70% superior a0 consumo apresentado
pela Cryptococcus curvatus Y-1511, a qual apresentou 0 segundo maior consumo entre as
leveduras avaliadas. Uma elevada afinidade pelo substrato € uma importante caracteristica a
se considerar na selecdo de microrganismos, uma vez que a capacidade de dissimilar substrato
¢ um fator que pode limitar a capacidade de formacdo de produto, podendo impactar
paramentos importantes de processo, como a produtividade, por exemplo. Desta forma tendo
em vista a capacidade elevada de consumo de glicerol dentre as leveduras avaliadas e por ter
alcancado uma das maiores produtividades em lipideos, a Rhodotorula glutinis Y-12905 foi
selecionada como sendo a de maior potencial para a producdo de lipideos a partir de glicerol.
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5.2. Efeito da agitacéo/aeracdo no acumulo de lipideos em cultivos em frascos
agitados

A disponibilidade de oxigénio em cultivos microbianos é um parametro que pode
exercer grande influéncia sobre o metabolismo, podendo interferir fortemente tanto no
crescimento celular quanto na sintese de bioprodutos. Desta forma no presente topico é
abordado o estudo da influéncia da disponibilidade de oxigénio sobre a obtencéo de lipideos e
células utilizando a levedura R. glutinis tendo como variaveis a agitacdo e a razao o volume
de frasco e 0 volume de meio de cultivo (Verasco! VMeio)-

Nos ensaios do planejamento a razdo Vrrasco/ Vveio Variou de 2,5 a 5 e a agitagéo de
150 a 250 rpm. Como resposta do planejamento foram avaliados o consumo de substrato,
crescimento celular, acimulo de lipideos além dos parametros de fermentacao Yps, Yxss € Qp.

O planejamento fatorial consistiu de 11 diferentes experimentos 0s quais S&o

apresentados na Tabela 12, juntamente com as respostas avaliadas.

Tabela 12 - Planejamento fatorial empregado na avaliacdo da influéncia da agitacdo e da razédo
VErascof Vivieio SODFe a producdo de lipideos.

Nivel das

Variaveis Respostas

Ensalos A B Células  Lipideos S;ezsigf;? Yoss YXs Qe
@L @O gy @9 @9 @Lh

L -1 -1 10,50 0,89 46,69 0,084 1,0007 0,007

2 1 1 2424 2R 1794 0,09 1,0008 0,019

; 1 L 18,01 1,65 2474 0,092 1,0008 0,014

4 1 1 3944 445 870 0113 10009 0,037

° 1 0 16,81 1,24 3213 0,074 1,0006 0,010

6 1 0 30,89 4,18 13,30 0,136 10011 0,035

! 0 -1 14,94 1,54 3761 0,103 1,0009 0,013

8 0 1 27,60 3,62 18,82 0,131 10011 0,030

° 0 0 215 1,60 2213 0,074 1,0006 0,013

10 0 0 1889 1,21 2128 0,064 10005 0,010

= 0 0 1964 1,06 2921 0,054 1,0005 0,009

A =Razao Vrscof Vveio; B= Agitacdo. Qp calculado para 120 horas.
Fonte: Elaborado pelo autor.



65

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a levedura foi capaz de acumular
lipideos em todas as condigdes de cultivo avaliadas, no periodo de cultivo observado, porém,
houve uma grande variacdo nas concentracdes finais de células e 6leos, demonstrando assim a
influéncia da aeracdo na producdo de lipideos. A fim de melhor visualizacdo dos resultados
obtidos, os mesmos foram organizados em um grafico de barras apresentado na Figura 10. A
méaxima concentracdo de lipideos foi obtida no ensaio 4 (250 rpm e com razdo Vgrasco/ Vmeio e
5:1) alcancando 4,45 g/L de lipideos em 120 h de cultivo. O ensaio no qual se obteve as
menores concentracdes de 6leo e células (0,89 e 10,5 g/L, respectivamente) foi o ensaio 1,
com agitacdo de 150 rpm e razdo Vgasco/ Vmeio de 2,5:1. Estes dados apontam para uma
influéncia positiva do aumento da aeracdo na producdo de 6leo microbiano e crescimento

celular.



Figura 10 — Gréfico de barras que expressa a concentracao celular e de lipideos, e o substrato residual para os diferentes ensaios do planejamento fatorial 2°
com trés repeticBes no ponto central para a avaliacdo da influéncia da Aeragéo sobre a producdo de lipideos.
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Os efeitos da agitacdo e da razdo Vrrasco/ Vmeio foram avaliados mais cuidadosamente
através de ferramentas estatisticas utilizando-se a metodologia de superficie de resposta. No
gréafico de Pareto da Figura 11 esta representado a estimativa do efeito das variaveis estudadas
sobre o consumo de substrato. Para esta andlise sdo considerados termos significativos
aqueles onde os valores de t caculado (representado pelas barras no grafico de Pareto) sdo
superiores ao valor de t (pelado (representado pela linha vermelha do grafico de Pareto), para a
distribuicdo de Student, a 95% de confianca. Para a resposta consumo de substrato a analise
do gréfico de Pareto (Figura 11) demonstrou que apenas os efeitos lineares das varidveis (1)

Agitacdo e da (2) razdo Virasco/ Vmeio foram significativos para um nivel de confianca de 95%.

Figura 11- Grafico de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e limite
de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta substrato

residual.
(1)Agitacdo(L) | .—8,32866

(2)V frasco / V meio(L) | -5,54236

1LbyzL | 2 03657
W frasco / V meio(Q) | 1,452104
Agitacdo(Q) | -1,35428

p:,CI5.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para verificar a qualidade do ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto para
a explicagcdo da variagdo observada na resposta consumo de substrato foram realizadas as
andlises de variancia dos efeitos e do modelo matematico (Tabelas 13 e 14 respectivamente).
Na analise de variancia dos efeitos foram considerados significativos apenas os efeitos
lineares das varidveis (A) Agitacdo e da (B) Razd0 Viasco/ Vineio, OU S€ja, 0S Mesmos termos
apontados como significativos na anélise dos graficos de Pareto. Na andlise de variancia do

modelo matematico proposto para explicar a variagdo da resposta consumo de substrato



68

(equacdo 9) foi obtido um coeficiente de determinacgéo de cerca de 0,90 demonstrando assim

um bom ajuste do modelo aos dados.

Tabela 13 - Analise de variancia dos efeitos principais dos termos quadraticos e de interacfes (com
95% de confiancga) para a concentracdo de substrato residual.

Variavel . Soma N° de Média Contribuigcdo
Efeito L. L. F P
resposta Quadratica g.l. Quadratica (%)
licerol L
Glicerol * ) Agitacso 674,584 1 67458410 69,3 0,00040 55,75
residual
(/L) A? 17,836 1 17,83630 1,8 0,23363 1,47
(B) Vf/Vm 416,250 1 416,25010 42,8 0,00124 34,40
B2 20,506 1 20,50600 2,1 0,20619 1,69
A*B 40,335 1 40,33520 4,1 0,09729 3,33
Erro 48,625 5 9,72490
Total 1210,09 10 R? = 0,9598

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 14 - Analise de variancia da regressdo para 0 modelo representativo da concentracdo de
substrato residual, obtido com base nos termos significativos.

Variavel Fatores Soma N° de Média
resposta Quadratica g.l. Quadratica
Glicerol Modelo 1090,83 2 545,42 0
residual (g/L) Falta de ajuste 81,33 6 13,56 0,683
Erro puro 37,92 2 18,96
Erro Total 119,26 8 14,91
Total 1210,09 10
R? = 0,9014

Fonte: Elaborado pelo autor.

Baseado no resultado de analise de variancia do modelo que descreve a Concentracdo
de glicerol residual em funcdo da agitacdo e da razdo Virasco/ Vmeioo, 0 Mesmo pdde ser
apresentado na forma da Equacgéo 9.

Glicerol residual (g/L) = 24,78 — 10,60 Agitacao — 8,33 Vfrasco/Vmeio 9

Utilizando a Equacdo 9 foi possivel representar o comportamento do substrato residual
na forma de um gréafico de superficies de resposta.

Na Figura 12 é apresentada a superficie de resposta que relaciona o substrato residual
no cultivo da levedura ap6s 120 horas em funcéo da razao Virasco/ Vmeio € @ agitacao. Verificou-
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se que o consumo de substrato foi favorecido pelo aumento de ambas as variaveis para o nivel
+1 (maior condigéo de aeracdo). Nestas condic¢des de cultivo, 250 rpm e razéo Vrrasco/ Vmeio de
5:1, foi estimada uma concentracdo de cerca de 8 g/L de glicerol residual, ou seja, um
consumo de cerca de 89% do substrato em 120 horas de cultivo.

Figura 12 - Superficie de resposta (a) e gréfico de contorno (b) que relacionam a concentracdao de

glicerol residual com relagdo Viasco/ Vimeio € agitacdo empregados durante o cultivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.



70

No grafico de Pareto mostrado na Figura 13 estdo representadas as estimativas do
efeito das variaveis estudadas sobre a concentracdo celular. Nesta analise sdo considerados
termos significativos os termos onde os valores de t cacuiado (representado pelas barras no
grafico de Pareto) sdo superiores ao valor de t tapelado (representado pela linha vermelha do
grafico de Pareto), para a distribuigdo de Student, a 95% de confiancga.

Para a resposta concentracdo celular, os efeitos lineares das variaveis (1) Agitacdo e da
(2) Razdo Vrrasco/ Vveio lineares, assim como o efeito quadratico da Agitacdo e o efeito de
interacdo entre a Agitacdo e da razdo Virasco/ Vmeio foram significativos a um nivel de confianca
de 95%. Ainda para esta resposta apenas o efeito quadratico da razdo Virasco/ Vimeio Na0 foi

estatisticamente significativo.

Figura 13 - Gréficos de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e
limite de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta
producdo de biomassa.

(L)Agitacao(L) | - 13,54605 -
(2)V frasco / V meio(L) | 9,729578
Agitacéo(Q) 2,951056
1Lby2L 2,590166
V frasco / V meio(Q) | ,1789463
;:):,05

Efeitos padronizados

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para verificar a qualidade do ajuste dos dados experimentais ao modelo proposto para a
explicacdo da variacdo observada na resposta de concentracdo celular foram feitas analises de
variancia dos efeitos e do modelo matematico obtido (Tabelas 15 e 16, respectivamente). Na
analise de variancia dos efeitos foram considerados significativos os efeitos lineares das
variaveis (A) Agitacédo e da (B) Razd0 Vrrasco/ Vmeio lineares, assim como o efeito quadratico
da Agitacdo (A?) e o efeito de interagdo entre a Agitacdo e da razdo Virasco/Vineio (A*B), ou

seja, 0s mesmos termos observados nos graficos de Pareto. O coeficiente de determinacgdo
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alcancado para 0 modelo que descreve a resposta concentracdo celular foi superior a 0,98,

demonstrando assim um bom ajuste do modelo as observagdes realizadas.

Tabela 15 - Andlise de variancia dos efeitos principais dos termos quadréaticos e de interac6es

(com 95% de confianca) para a resposta concentracéo celular.

Variavel Efeito Soma Média Contribuigcdo
resposta Quadratica gl Quadratica (%)
C(eg“/’ss (A) Agitacio 404,29 1 40429 1835 0,00004 61,25
A® 19,19 1 19,18 8,7 0,03185 2,91
(B) Vf/Vm 208,57 1 208,57 94,6 0,00020 31,60
B? 0,07 1 0,07 0,03 0,86500 0,01
A*B 14,78 1 14,78 6,71 0,04883 2,24
Erro 11,01 5 2,20
Total 660,06 10 R%*=0,9833

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 16 - Analise de variancia da regressdo para o modelo representativo da concentracdo celular,
obtido com base nos termos significativos.

Variavel Fatores Soma N° de Média
resposta Quadratica g.l. Quadratica
Células (g/L) Modelo 648,97 4 162,244 0
Falta de ajuste 7,418 4 1,855 0,552
Erro puro 3,669 2 1,834
Erro Total 11,087 6 1,848
Total 660,063 10
R? = 0,9832

Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise de variancia do modelo para producdo de biomassa foi adequada para
descrever o comportamento observado, visto que o modelo foi significativo, e ndo apresentou
falta de ajuste significativa. Baseado no resultado de analise de variancia para a resposta que
descreve a concentracdo celular em funcédo da Agitacdo e da Razdo Vrrasco/ Vmeio, 0 modelo

matematico pode ser apresentado na forma da equagéo 10.

Conc. celular (g/L) = 20,5 + 82A + 59B + 2,8A% + 1,922A =B (20)

A Equacéo 10 possibilitou representar o modelo matematico por meio de um gréafico de

superficies de resposta como mostrado na Figura 14.
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Figura 14 — Gréfico de superficie de resposta (a) e curva de nivel (b) de que relaciona produgédo de
biomassa com relacdo Vasco/ Vveio € agitagéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 14 é apresentada a superficie de resposta que relaciona a producao celular
em funcdo da razéo Virasco/ Vimeio € @ Agitacdo para o tempo de 120 horas de cultivo. Dentro da
regido de variacdo avaliada a maxima concentragdo celular 39,4 g/L foi obtida no nivel +1 de
ambas as variaveis (maior condi¢do de aeracdo), ou seja, agitagdo de 250 rpm com uma
relacdo Virasco/ Vimeio 5,0. De fato, condi¢cdes de maior disponibilidade de oxigénio tendem a
favorecer o crescimento celular, uma vez que o metabolismo oxidativo proporciona um ganho
energético mais elevado quando comparado ao metabolismo em condic¢des de limitacdo de
oxigénio.
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No gréfico de Pareto da Figura 15 estdo representadas as estimativas dos efeitos das
varidveis estudadas sobre a producdo de lipideos. S&o considerados termos significativos
nesta analise os termos onde os valores de t caiculado (representado pelas barras no grafico de
Pareto) sdo superiores ao valor de t wpeiado (representado pela linha vermelha do grafico de

Pareto), para a distribuicdo de Student, a 95% de confianca.

Figura 15 - Gréfico de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e
limite de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta
concentracdo de lipideos.

(1)Agitacao(L) | .4,313581 1
(2)V frasco / V meio(L) 3,002507
Agitacao(Q) 1,266709
1Lby2L | 1,003582
V frasco / V meio(Q) | ,9567766
p.=.05

Efeitos Padronizados

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a producdo de lipideos, a analise do grafico de Pareto (Figura 15) demonstrou que
os termos lineares das varaveis (1) Agitacdo e (2) razdo Vrasco/ Vimeio foram significativas a um
nivel de 95% de confianca. Verificou-se ainda que os termos quadraticos assim como o termo
de interacdo AB, ndo apresentaram efeitos significativos dentro da faixa de variacdo
observada neste estudo.

Com a finalidade de verificar a qualidade do ajuste dos dados experimentais ao
modelo proposto para a explicacdo da variacdo observada na resposta de producéo de lipideos
foram feitas analises de variancia dos efeitos e do modelo (Tabelas 17 e 18 respectivamente).
Na analise de variancia dos efeitos, apenas os efeitos principais das varaveis (A) Agitacéo e
(B) Razéo Virasco/ Vimeio foram significativos, os mesmos termos considerados significativos na

analise do grafico de Pareto. Na anéalise de variancia do modelo matematico proposto foi
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obtido um coeficiente de determinacdo de 0,74, sendo 0 modelo estatisticamente significativo
e ndo apresentando falta de ajuste a um nivel de significancia de 0,05. Sendo assim

considerado adequado para descrever o comportamento observado pela variavel resposta.

Tabela 17 - Andlise de variancia dos efeitos principais dos termos quadraticos e de interagcBes (com
95% de confiancga) para a producdo de lipideos.

Variavel . Soma N° de Média Contribuigcao
Efeito L. L. F P
resposta Quadratica g.Jl. Quadratica (%)
L'?g"jf)os (A) Agitagio 8,54 1 8,54 186 000761 50,24
A? 0,73 1 0,73 1,6 0,26105 4,33
(B) Vf/Vm 4,13 1 4,13 9,0 0,03001 24,34
B? 0,42 1 0,42 0,9 0,38262 2,47
A*B 0,46 1 0,46 1,0 0,36164 2,72
Erro 2,29 5 0,45
Total 17,00 10 R%=0,865

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 18 - Anélise de variancia da regressdo para 0 modelo representativo da producéo de lipideos,
obtido com base nos termos significativos.

Varidavel Fatores Soma N° de Média
resposta Quadratica g.l. Quadratica
Lipideos (g/L) Modelo 12,6833 2 6,34134 0,004
Falta de ajuste 4,1691 6 0,69485 0,103
Erro puro 0,1544 2 0,07721
Erro Total 4,3235 8 0,54044
Total 17,0068 10
R?=0,7457

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base no resultado de analise de variancia do modelo de resposta que descreve a

producdo de lipideos, 0 modelo matematico pode ser representado na forma da equacédo 11.

Lipideos (g/L) = 2,160 + 1,193 A + 0,831B (11)

Utilizando a Equacdo 11 foi possivel representar o modelo matematico para a
producédo de lipideos por meio de um grafico de superficies de resposta, conforme mostrado
na Figura 16.

Na Figura 16 é apresentada a superficie de resposta que relaciona a concentragdo de
lipideos acumulados pela levedura ap6s 120 horas de cultivo em fungéo da razao Verasco/ Vmeio
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e a agitacdo empregadas no cultivo. Analisando a superficie de resposta foi possivel verificar
que o aumento do valor de ambas as varidveis avaliadas influenciou positivamente o acimulo
de lipideos. Dentro da regido de variacdo observada a concentracdo de lipideos variou entre
0,9 g/L e 4,5 g/L, sendo a maxima concentracdo obtida no nivel +1 das duas variaveis (maior

condicgéo de aeracgéo), ou seja, agitacdo de 250 rpm com uma relagdo Vgrasco/ Vmeio 5,0.

Figura 16 — Grafico de superficie de resposta (a) e curvas de nivel (b) que relaciona producdo de
lipideos com relagdo Veraseo! Vmeio € agitacéo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na Figura 17 é mostrada o gréfico de Pareto para a resposta conversdo de substrato em
produto (Ypss) com a estimativa dos efeitos das varidveis Agitacdo e Razdo entre Volume de
frasco e Volume de meio. Os termos considerados significativos sdo os quais os valores de t
calculado (F€presentado pelas barras no grafico de Pareto) apresentam-se superiores ao valor de t
tabelado (representado pela linha vermelha do gréfico de Pareto), para a distribuicdo de Student,
a 95% de confianga.

Figura 17 - Grafico de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e

limite de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta
conversao de substrato em produto Ygss (9/9).

(1)Agitacio(L) | 1,469181
V frasco / V meio(Q) | 1,262461
(2)V frasco / V meio(L) | 833127
Agitacdo(Q) | 4984931
1Lby2L | 1852471

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a resposta da conversdo de substrato em produto Ypss (Figura 17) a anélise do
grafico de Pareto demonstrou que os nenhuma das varidveis foram significativas para um
nivel de confianga de 95%. Os resultados observados na anélise do gréafico de Pareto foram
confirmados na analise de variancia para os efeitos (Tabela 19), na qual ndo houveram efeitos
significativos, sendo encontrado um baixo coeficiente de determinacdo, cerca de 0,50,
demonstrando assim que, dentro da regido de variacdo avaliada, as variaveis estudadas ndo
tiveram influéncia estatisticamente significativa sobre o fator de conversdo de substrato em
produto.

Na Figura 18 é representado o grafico de Pareto para a estimativa do efeito da
Agitacdo da Razdo Vrrasco/ Viveio Para a resposta conversdo de substrato em células (Yxs). Séo
considerados significativos para a distribuicdo de Student, a 95% de confianga 0s termos
cujos valores de t caculado (representado pelas barras no grafico de Pareto) apresentam-se

superiores ao valor de t pelado (representado pela linha vermelha do grafico de Pareto). De
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modo semelhante ao observado para a conversdo de substrato em lipideos (Ys) na anélise da
conversao de substrato em células Yxs nenhuma das varidveis avaliadas foram significativas
a um nivel de confianca de 95%. A analise de variancia dos efeitos para o fator de conversao
de substrato em células (Tabela 20), também confirmou que esta resposta foi independente
das varidveis avaliadas. Tal comportamento pode estar relacionado ao fato de que o consumo
de substrato, o crescimento celular e o acumulo de lipideos variaram de maneira conjunta, de
modo que, dentro da regido de variacdo observada, os fatores de conversdo de substrato em
produto, ou substrato em células, permaneciam praticamente com 0 mesmo Vvalor

independente da condigdo de oxigenacao estabelecida.

Tabela 19 - Anélise de variancia dos efeitos principais, dos termos quadraticos e de interacdes (com
95% de confianca) para a conversao de substrato em produto.

Variavel Efeito Soma N° de Média E p Contribuigao
resposta Quadratica g.Jl. Quadratica (%)
(;;/g) (A) Agitacdo  0,00146 1 0,00146 2,15 0,20 21,09
A? 0,00017 1 0,00017 0,24 0,63 2,43
(B) VfIVm 0,00047 1 0,00047 0,69 0,44 6,79
B? 0,00108 1 0,00108 1,59 0,26 15,57
A*B 0,00002 1 0,00002 0,03 0,86 0,33
Erro 0,00338 5 0,00068
Total 0,0069 10 R’>=0,5113

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 18 - Grafico de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e
limite de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta
conversdo de substrato em Lipideos Yys (9/9).

(1)Agitacdo(L) | 1,459181
W frasco / V meio(Q) 1,262461
(2 frasco / W meio(L) | 833127
Agitacdo(Q) | .4984931
1Lby2L | . 1852471

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 20 - Andlise de variancia dos efeitos principais dos termos quadraticos e de interagcdes (com
95% de confianca) para a conversdo de substrato em lipideos.

Variavel Efeito Soma N° de Média F p Contribuicao
resposta Quadratica g.l. Quadratica (%)
Yyss (g/g) (A) Agitagdo  1,01E-07 1 1,01E-07 2,1585 0,201727 21,09
AZ 1,17E-08 1 1,17E-08 0,2485 0,639288 2,43
(B) Vf/Vm 3,26E-08 1 3,26E-08 0,6941 0,442738 6,78
B? 7,49E-08 1 7,49E-08 1,5938 0,262462 15,58
A*B 1,60E-09 1 1,60E-09 0,0343 0,860315 0,33
Erro 2,35E-07 5 2,35E-07
Total 4,81E-07 10 R®=0,5113

Fonte: Elaborado pelo autor.

No grafico de Pareto da Figura 19 estd representado a estimativa do efeito das
varidveis estudadas sobre a produtividade volumétrica de lipideos (Qp). Para esta analise séo
considerados termos significativos aqueles cujos os valores de t caculado (representado pelas
barras no grafico de Pareto) sdo superiores ao valor de t peiago (representado pela linha

vermelha do gréfico de Pareto), para a distribuicdo de Student, a 95% de confianca.

Figura 19 - Gréfico de Pareto que expressa as estimativas dos efeitos padronizados (barra azul) e
limite de significancia estatistica ao nivel de 95 % de confianca (linha vermelha) para a resposta a
produtividade de lipideos Qp (g/L.h).

(1)Agitacdo(L) | -4:31 3581 -
(2 frasco /W meio(L) | 3.,002507
Agitacdo(Q) | 1,266709
1Lby2L | 1,003582
W frasco / Vv meio(Q) 9567766
p=.05

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para Qp (Figura 19) a andlise do grafico de Pareto demonstrou que apenas os efeitos
lineares das variaveis (1) Agitacdo e da (2) razdo Viasco/ Vimeio lineares apresentaram
significancia para um nivel de confianca de 95%. Para verificar a qualidade do ajuste dos
dados experimentais ao modelo proposto para a explicacdo da variacdo observada na resposta
Qp foram realizadas analises de variancia. Na analise de variancia dos efeitos (Tabela 21),
foram considerados significativos os efeitos lineares da (A) Agitacdo e da (B) razéo
Vrasco/ Vimeio, OU S€ja, 0S mesmos termos observados nos graficos de Pareto. Para a andlise de
variancia do modelo foi obtido um coeficiente de determinacdo de cerca de 0,75, sendo o

modelo estatisticamente significativo e ndo havendo falta de ajuste.

Tabela 21 - Andlise de variancia dos efeitos principais dos termos quadréaticos e de interagGes (com

Varidavel . Soma N Média Contribuicao
Efeito e de e F P
resposta Quadratica ol Quadratica (%)
Qp .(A) ~ 0,00059 1 0,00059 18,60 0,007 50,21
(g/L.h)  Agitacao ' ' ' ' !
A? 0,00005 1 0,00005 1,60 0,261 4,32
(B) VfIVm 0,00029 1 0,00029 9,01 0,030 24,30
B? 0,00003 1 0,00003 0,91 0,382 2,46
A*B 0,00003 1 0,00003 1,00 0,361 2,71
Erro 0,00016 5 0,00003
Total 0,00118 10 R*=0,865

95% de confianga) para a produtividade de lipideos Qp (g/L.h).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 22 - Anélise de variancia da regressdo para o0 modelo representativo para a produtividade de
lipideos, obtido com base nos termos significativos.

Variavel Fatores Soma N° de Média
resposta Quadratica g.l. Quadratica
Qp (g/L.h)  Modelo 0,000881 2 0,00044 0,004
Falta de ajuste 0,00029 6 0,000048 0,103
Erro puro 0,000011 2 0,000005
Erro Total 0,0003 8 0,000038
Total 0,001181 10
R?=0,7458

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com base no resultado de analise de variancia do modelo para a resposta

produtividade de lipideos (Qp), pode-se propor um modelo matematico representado na
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equacdo 12. Utilizando esta equacdo foi possivel representar o0 modelo por meio de gréaficos

de superficies de resposta, 0s quais sao apresentados na Figura 20.

Qp(g/L.h) = 0,01800 + 0,00994 A + 0,00692 B (12)

Na Figura 20 estd representado o grafico de superficie de resposta que relaciona a
produtividade volumétrica de lipideos com a razdo Verasco/ Vimeio € @ agitagdo empregadas no
cultivo. Através da analise da superficie de resposta verificou-se que o aumento do valor de
ambas as varidveis avaliadas influenciou positivamente o a produtividade volumétrica de
lipideos. Dentro da regido de variacdo observada a produtividade volumétrica variou entre
0,007g/L.h e 0,037g/L, sendo a maxima produtividade foi obtida na condicdo de maior
aeracdo (nivel +1 das duas variaveis, ou seja, agitacdo de 250 rpm com uma relacdo
Vrrasco/ Vivieio 5,0. De forma semelhante ao observado para a crescimento celular, acumulo de
lipideos e para o consumo de substrato, a produtividade em lipideos mostrou ser favorecida
em condic¢des de maior disponibilidade de oxigénio.

Dentro da regido de variagdo estudada, ndo foi observada a ocorréncia de um ponto
6timo. De um modo geral, os resultados sugerem que maiores concentracdes de células e
lipideos, assim como uma maior produtividade volumétrica em lipideos, poderiam ser
alcancadas aumentando-se a agitacdo ou reduzindo a racd0 Vgrasco/VMeio, OU  S€Jja,
proporcionado maiores niveis de oxigenacdo ao meio de cultivo. Verificou-se ainda que,
dentro desta regido, ndo houveram variacdes significativas no fator de conversao de substrato
em células ou em produto. Apesar da tendéncia observada, ndo foi possivel realizar ensaios
com maiores agitacdes devido a limitagdes fisicas (maxima agitacdo possivel de 250 rpm).
Também optou-se por ndo aumentar a razao Verasco/ Vimeio devido ao baixo volume de meio de
cultivo nos frascos agitados que seria necessario. Desta forma, com base na tendéncia
observada nos planejamentos experimentais as qual sugerem uma melhora no processo em
condicbes de maior oxigenacdo, uma possibilidade para futuros estudos seria o
desenvolvimento de cultivos em biorreatores, os quais poderiam proporcionar maiores niveis
de oxigenacao, além de permitirem a quantificacdo de tais niveis em termos de capacidade de

transferéncia de oxigénio ao meio de cultivo.
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Figura 20 — Gréfico de superficie de resposta que relaciona producéo de lipideos com as varidveis
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De fato, niveis mais elevados de aeragdo tém sido reportados como condigdes
propicias para a producdo de lipideos. Machado Junior (2010) estudou a influéncia da
agitacdo e aeracdo na producao de biomassa da levedura Yarrowia lipolytica NRRL YB-423,
cultivadas em reator, utilizando como fonte de carbono glicerina residual. O estudo foi
realizado através de um planejamento fatorial para anélise dos efeitos das variaveis agitagdo e
aeracdo, os parametros avaliados foram o crescimento celular, os teores de proteinas e
lipideos. Inicialmente foi realizado um crescimento em frascos agitados de 500 mL contendo
200 mL de meio utilizando 33,9 g/L de glicerina, agitacdo de 180 rpm e pH inicial ajustado
em 4,8, a temperatura de 30°C e, a biomassa celular maxima obtida foi de 15,74g/L. Foram
realizados cultivos utilizando em biorreator Biostat B, com capacidade de 5 L, variando-se a
agitacdo em (100, 200 e 300 rpm) e a aeracdo em (0,5 vvm, 1,0 vvm e 1,5 vvm) verificou-se
que o melhores resultados foram obtidos com 200 rpm de agitacdo e aeracdo de 1 vvm sendo
obtida 19,14 g/L de biomassa celular, teor de lipideos de 7,87%. Observou ainda que o cultivo
em biorreator de bancada implicou em melhoria do desempenho da levedura quando
comparado ao cultivo em frascos agitados, resultando em um incremento na maxima
concentracdo de biomassa de 15,74 para 19,14 g/L, e na produtividade volumétrica de
lipideos aumentou de 0,11 para 0,37 g/L.h, para cultivos em frascos agitados e em biorreator,

respectivamente.

5.3. Estabelecimento de composi¢cdo minima do meio de cultivo

Visando verificar a influéncia da composicdo nutricional do meio de cultivo sobre o
crescimento celular e acimulo de lipideos pela levedura foram realizados ensaios em frascos
agitados empregando meios de cultivo com diferentes composigdes nutricionais, de acordo
com um planejamento fatorial. Todos os experimentos foram realizados em frascos de 250
mL, contendo 50 mL de meio de fermentacdo. Os frascos foram inoculados com 1 g/L de
ceélulas e incubados em agitador rotatorio sob agitacdo de 250 rpm, a temperatura de 30 °C,
por 240 horas, sendo as amostras retiradas a cada 48 horas para 0 acompanhamento do
processo.

As condigdes de incubacédo de rotagéo de 250 rpm e 50 mL de meio de fermentacgdo
em frascos de 250 mL, utilizadas para realizacdo destes ensaios se deve aos resultados obtidos

na etapa anterior, sendo estas as condi¢des que favoreceram a producdo lipidica. O aumento
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do tempo de cultivo para 240 horas é devido ao consumo incompleto do glicerol em 120 horas
de cultivo observados em todos 0s ensaios realizados na etapa anterior deste estudo.

A selecdo dos fatores mais importantes para o estudo foi realizada pela andlise
estatistica dos resultados, fazendo-se uso do método de Taguchi. Realizou-se 0s experimentos
segundo um arranjo ortogonal L16 composto por 16 experimentos, no qual os fatores
analisados foram empregados em dois diferentes niveis (1 e 2) os valores reais que
correspondem aos niveis sdo mostrados na Tabela 10 (do item materiais e métodos). Neste
estudo avaliou-se os efeitos da presenca de Peptona (A), Extrato de levedura (B), NH,ClI (C),
KH,PO, (D) e MgS0,.7H,0 (E), assim como seus efeitos de interagdo AB (Peptona/Extrato
de levedura), AC (Peptona/NH,CI), BC (Extrato de levedura/NH,4CI), AD (Peptona/KH,PQOy),
CE (NH4CI/MgSO,4.7H,0), BE (Extrato de levedura/MgS0,4.7H,0) e AE
(Peptona/MgSQ,.7H,0). As diferentes condicdes experimentais, assim como as respostas do

planejamento séo apresentados na Tabela 23.



Tabela 23 -Matriz experimental de Taguchi L16, com as diferentes condi¢des de cultivo avaliadas, e as respostas: producdo de células, concentracdo de

8

Condicoes experimentais (Fatores e Interagoes) Respostas
A B AB C AC BC DE D AD BD CE CD BE AE E

Ensaio Células Lipideos Substrato  Ypis Yy Qr
Peptona E.L NH,CL *  KH,PO, * * MgS0,.7H,0 (s/L) (g/L) (/L) (s/g) (g/g) (g/L.h)

1 1 1 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1 0,7 0,7 44,2 0,06 0,06 0,003
2 1 1 2 1 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 2 1,6 0,8 42,0 0,06 0,12 0,003
3 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 2 0,9 0,6 40,1 0,04 0,07 0,002
4 1 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1 2 2 2 1 1,0 0,6 48,1 0,09 0,14 0,003
5 1 2 1 1 2 1 1 1 2 1 1 2 2 1 2 25,4 4,3 13,5 0,10 0,60 0,018
6 1 2 1 1 2 1 1 2 1 2 2 1 1 2 1 8,9 1,1 16,4 0,03 0,24 0,005
7 1 2 1 2 1 2 2 1 2 1 1 1 1 2 1 1,9 0,8 25,8 0,03 0,07 0,003
8 1 2 1 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 3,2 1,0 18,4 0,03 0,09 0,004
9 2 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 2 1 2 2 13,9 2,0 29,4 0,11 0,77 0,008
10 2 1 1 1 1 2 1 2 2 1 2 1 2 1 1 5,2 1,2 33,7 0,15 0,67 0,005
11 2 1 1 2 2 1 2 1 1 2 1 1 2 1 1 7,8 1,2 29,1 0,06 0,41 0,005
12 2 1 1 2 2 1 2 2 2 1 2 2 1 2 2 15,1 2,0 28,9 0,09 0,63 0,009
13 2 2 2 1 1 1 2 1 1 1 2 2 1 1 1 4,2 1,0 23,5 0,03 0,14 0,004
14 2 2 2 1 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 2 28,8 4,4 5,7 0,11 0,74 0,018
15 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 1 2 2 2 19,8 2,7 0,2 0,07 0,50 0,011
16 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 1 1 1 4,9 1 24,6 0,04 0,19 0,004

lipideos, consumo de substrato, Yps, Yxss€ Qp.

*Usados na estimativa do erro experimental.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De um modo geral, a levedura foi capaz de produzir e acumular lipideos em todas as
condicBes usadas nos diferentes ensaios do planejamento (Tabela 23), porém houve grande
variacdo das concentracdes finais de lipideos obtidas, variando entre 0,6 g/L e 4,4 g/L, assim
como para a concentracdo celular, entre 0,7 g/L e 28,8 g/L, 0 que demonstra uma importante
influéncia da composigdo nutricional para a obtencdo de 6leos microbianos.

Para uma analise inicial dos dados de acumulo de lipideos e concentracdo celular nas
diferentes condicdes de cultivo, os resultados foram organizados na forma de gréficos de
barra conforme apresentado na Figura 21. Verificou-se que o ponto que apresentou a maior
producdo de células, cerca de 28,8 g/L em 240 horas (condi¢do 14), foi aquele em que
estavam presentes 0s nutrientes Peptona, Extrato de levedura, KH,PO, e MgSO,.7H,0
(ensaio 14), seguido pelo ensaio composto pelos nutrientes Extrato de levedura e
MgSQ,.7H,0 (ensaio 5) com cerca de 25,4 g/L o que indica uma possivel influéncia positiva
da adicdo destes nutrientes (Extrato de levedura e MgS0O,.7H,0) sobre o crescimento celular.
As maiores concentracfes de lipideos 4,4 g/L e 4,3 g/L apds 120 horas de cultivo foram
obtidas nos ensaios 14 e 5, respectivamente. Por outro lado os pontos com as menores
concentracdes de células e lipideos, inferiores a 1,0 g/L ap6s 240 horas, foram 0s ensaios de 1
a 4. Nestes ensaios os cultivos foram realizados na auséncia de extrato de levedura e de
peptona, ou seja, na auséncia de fontes orgénicas de nitrogénio. Estes baixos consumos de
substrato, crescimento celular e producdo de lipideos observadas nos ensaios de 1 a 4 pode
indicar que fontes de nitrogénio organicas, como aminoacidos por exemplo, sdo de
fundamental importancia para que tampo para o acumulo de lipideos quanto para o

crescimento celular da levedura.



Figura 21 - Gréfico de barras que expressa os resultados de concentracdo celular, lipideos e consumo de substrato para os diferentes ensaios do planejamento

experimental Taguchi L16 (Pep. = Peptona, E.L. = Extrato de levedura).
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Para a avaliacdo dos nutrientes mais relevantes para o processo de producédo e acimulo
de dleos microbianos foi empregada como ferramenta estatistica 0 método de Taguchi. As
respostas avaliadas no planejamento experimental foram: a maxima concentracdo de lipideos
acumulada, a concentragéo celular, o consumo de substrato, o fator de conversdo de substrato
em biomassa, o fator de conversao de substrato em lipideos e a produtividade volumétrica em
lipideos. A significancia estatistica dos efeitos das varidveis sobre as respostas foram
verificadas através da analise da variancia (ANOVA). Para expressar 0 comportamento das
variaveis sobre as respostas avaliadas foram utilizados gréficos dos efeitos dos fatores sobre a
média das respostas, 0 que sera discutido mais detalhadamente para cada resposta, a seguir.

As analises de variancia (ANOVA) para as respostas concentracdo celular e
concentracdo de lipideos acumulados (Tabelas 24 e 25, respectivamente), apresentaram
coeficientes de determinacdo de 99 e 96%, respectivamente, demonstrando que a variagéo
observada pode ser explicada em grande parte pelas varidveis avaliadas. Para ambas as
respostas, a presenca de Peptona (A), Extrato de levedura (B), Cloreto de amonia (C) e
Sulfato de magnésio (E), foram significativos a um nivel de 95% de confianga. Quanto aos
efeitos de interacdo, para ambas as respostas avaliadas as interagdes BC e BE foram
significativas a um nivel de 95% de confianca. Neste mesmo nivel de confianca, as interacGes
AD e CE foram significativas para o acumulo de lipideos enquanto que a interacdo AE foi
significativa para a resposta concentragéo celular.

Tabela 24- Andlise de variancia dos efeitos principais e de interacfes dos fatores avaliados sobre a
concentracdo celular.

Soma N° de Média

Efeito Quadratica g.l. Quadratica F P
Peptona- A 1,988 1 1,99 26,40 0,01
EL.-B 3,272 1 3,27 43,44 0,01
AB 0,214 1 0,21 2,84 0,19
NH4CL - C 1,900 1 1,90 25,23 0,02
AC 0,289 1 0,29 3,84 0,14
BC 1,712 1 1,71 22,73 0,02
KH2PO4 - D 0,075 1 0,07 0,99 0,39
AD 1,191 1 1,19 15,81 0,03
CE 1,377 1 1,38 18,28 0,02
BE 2,915 1 2,91 38,71 0,01
AE 0,684 1 0,68 9,09 0,06
MgS04.7H20 - E 6,652 1 6,65 88,33 0,00
Residuo 0,226 3 0,08

Total 22,49 15 1,50

R?=99,0%
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 25 - Andlise de variancia dos efeitos principais e de interagdes dos fatores avaliados sobre a
producdo de lipideos.

Efeito Soma N° de Média . p
Quadratica g.l. Quadratica

Peptona- A 196,09 1 196,09 27,17 0,01
EL.—-B 162,12 1 162,12 22,47 0,02
AB 24,01 1 24,01 3,33 0,17
NH4CL - C 73,22 1 73,22 10,15 0,05
AC 39,03 1 39,03 541 0,10
BC 105,00 1 105,00 14,55 0,03
KH2PO4 - D 2,18 1 2,18 0,30 0,62
AD 31,56 1 31,56 4,37 0,13
CE 47,15 1 47,15 6,53 0,08
BE 101,86 1 101,86 14,12 0,03
AE 85,41 1 85,41 11,84 0,04
MgS04.7H20 - E 343,88 1 343,88 47,65 0,01
Residuo 21,65 3 7,22

Total 1233,15 15 82,21

R®= 96,4%
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na analise do grafico de efeitos dos fatores avaliados sobre a média da resposta
concentragdo celular (Figura 22) verificou-se que a adicdo de Peptona, Extrato de levedura e
MgSQ,.7H,0 tiveram efeitos significativos, tendo sua adi¢do influenciado de forma positiva
o crescimento celular. A adicdo de NH,4CI também apresentou efeito significativo, porém sua
adicdo influenciou de forma negativo o crescimento celular, sendo recomendada sua auséncia
na composicdo do meio de cultivo. Por fim, o nutriente KH,PO,4 ndo apresentou influéncia
significativa sobre o crescimento celular dentro da faixa de variagdo estudada.

Ainda em relacdo ao crescimento celular, dentre os efeitos de interacdo que
apresentaram significancia estatistica, os efeitos BE (Extrato de levedura/MgS0,.7H,0) e AE
(Peptona/MgSQ,.7H,0) foram os que tiveram uma influéncia positivo sobre o crescimento da
levedura, indicando que € benéfico para o crescimento celular a utilizagdo conjunta destes
nutrientes. Ja a interacdo BC (Extrato de levedura/NH,CI) apresentou um efeito negativo,
sendo assim recomendada a auséncia de NH4CIl no meio de cultivo quando o Extrato de
Levedura estiver presente.

Na Figura 23 é apresentado o grafico de efeitos dos fatores analisados sobre a média
para a resposta concentracdo de lipideos acumulados. A andlise para esta resposta mostrou

resultados semelhantes aos observados para a concentragdo celular, o que demonstra uma
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relacdo proxima entre o crescimento da célula e a producdo de lipideos. A presenca de
Peptona, Extrato de Levedura, NH4Cl e MgS0O..7H,0 foram os nutrientes que apresentaram
efeitos significativos. A presenca dos nutrientes MgSO,4.7H,0, extrato de levedura e peptona
apresentaram efeitos positivos para o acimulo de lipideos. Ja a adi¢do e 0 NH,4CI tiveram um
efeito negativo para a producdo de lipideos, enquanto que a presenca de KH,PO, néo
apresentou efeito significante. As interacdes BE (Extrato de levedura/MgSO,.7H,0), AE
(Peptona/MgSQ,.7H,0) e AD (Peptona/KH,PO,4) foram significativas tendo um efeito
positivo, enquanto que as interagbes BC (Extrato de levedura/NH,Cl) e CE
(NH4C1/MgS0,4.7H,0) tiveram efeitos negativos.

Figura 22 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental Taguchi L16 sobre a média da
resposta concentracao de células.
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Figura 23 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental sobre a média da resposta
concentracao de lipideos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A significancia estatistica sobre a concentracdo de substrato residual foi avaliada
através da andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 26. A andlise de variancia
(ANOVA) para a resposta concentracdo de substrato residual (Tabela 26) apresentou
coeficiente de determinacdo de 96,3%. Para um nivel de confianca de 95% a presenca de
Extrato de levedura (B) foi significativa para o consumo de glicerol, entretanto é importante
ressaltar que a presenca de Peptona (A) e de Sulfato de magnésio (E) apresentaram valores de
teste p muitos proximos do limite de 0,05, indicando que estas variaveis exerceram um forte
efeito sobre o consumo de glicerol. E importante salientar ainda que, a um nivel de confianca
de 90%, a presenca de extrato de levedura e Sulfato de magnésio apresentaram efeitos

estatisticamente significativos.
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Tabela 26 - Analise de variancia dos efeitos principais e de interacdes dos fatores avaliados no
planejamento experimental Taguchi Ls sobre o consumo de substrato.

Efeito Soma N° de Média F P
Quadratica g.l. Quadratica

Peptona - A 336,72 1 336,72 10,04 0,05
EL.—-B 1751,42 1 1751,42 52,24 0,01
AB 68,89 1 68,89 2,05 0,25
NH4CL - C 2,89 1 2,89 0,09 0,79
AC 41,60 1 41,60 1,24 0,35
BC 10,56 1 10,56 0,32 0,61
KH2PO4 - D 9,00 1 9,00 0,27 0,64
AD 5,52 1 5,52 0,16 0,71
CE 10,24 1 10,24 0,31 0,62
BE 89,30 1 89,30 2,66 0,20
AE 42,90 1 42,90 1,28 0,34
MgS04.7H20 - E 282,24 1 282,24 8,42 0,06
Residuo 100,57 3 33,52

Total 2751,85 15 183,46

R®= 96,3%
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico dos efeitos dos fatores sobre a média das respostas para o consumo de
substrato esta apresentado na Figura 24. Na analise do grafico de efeitos dos fatores avaliados
sobre a média da resposta consumo de substrato (Figura 24) verificou-se que a presenca dos
nutrientes Peptona, Extrato de Levedura e MgS04.7H20 apresentaram efeitos significativos.
A presenca desses nutrientes influenciou de forma positiva o consumo do substrato, sendo
assim, de fundamental importéncia a adigdo destes nutrientes no maio de cultivo para garantir

um bom consumo de substrato.
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Figura 24 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental Taguchi L16 sobre a média da
resposta consumo de substrato.
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Para avaliar a significAncia estatistica sobre as respostas fator de conversdo de
substrato em lipideos Ypss, fator de conversdo de substrato em células Yxs e sobre a
produtividade volumétrica em lipideos Qp foram realizadas analises de variancia (ANOVA)
as quais sdo apresentadas nas Tabelas (27, 28 e 29, respectivamente). Na analise de variancia
para as respostas Ypss, Yxs € Qp, 0s modelos estatisticos obtidos apresentaram coeficientes de
determinacdo de 85%, 94%, 98%, respectivamente. Para a resposta fator de conversdo de
substrato em lipideos a analise de variancia mostrou que as varidveis estudadas ndo
apresentaram influéncia sobre esta resposta a um nivel de confianca de 95%. Quanto ao fator
de converséo de substrato em biomassa, apenas a presenca de Peptona foi significativa a 95%
de confianca. Neste mesmo nivel de confianca, para a resposta produtividade volumétrica em
lipideos foram significativos os efeitos da presenca de Peptona (A), Extrato de levedura (B),

Cloreto de aménia (C) e Sulfato de magnésio (E), e as intera¢fes BC, AD, CE e BE.
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Tabela 27 Andlise de varidncia dos efeitos principais e de interacGes dos fatores avaliados no
planejamento experimental Taguchi L16 sobre o fator de conversdo de substrato em lipideos Ypys.

Efeito Soma N° de Média . p
Quadratica g.l Quadratica

Peptona - A 0,003 1 0,003 3,212 0,171
EL.—-B 0,003 1 0,003 3,212 0,171
AB 0,001 1 0,001 0,664 0,475
NH4CL - C 0,003 1 0,003 2,655 0,202
AC 0,000 1 0,000 0,425 0,561
BC 0,000 1 0,000 0,000 1,000
KH2PO4 - D 0,001 1 0,001 0,664 0,475
AD 0,001 1 0,001 1,301 0,337
CE 0,001 1 0,001 0,664 0,475
BE 0,004 1 0,004 3,823 0,146
AE 0,000 1 0,000 0,425 0,561
MgS0O4.7H20 - E 0,001 1 0,001 0,956 0,400
Residuo 0,003 3 0,001

Total 0,021 15 0,0014

R’=85,71%
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 28 - Andlise de varidncia dos efeitos principais e de interacdes dos fatores avaliados no
planejamento experimental Taguchi L16 sobre o fator de conversao de substrato em biomassa Yy;s.

Efeito Soma N° de Média F p
Quadratica g.l Quadratica

Peptona - A 0,44 1 0,44 21,740 0,019
EL.—-B 0,01 1 0,01 0,277 0,635
AB 0,14 1 0,14 7,099 0,076
NH4CL - C 0,10 1 0,10 4,724 0,118
AC 0,00 1 0,00 0,011 0,923
BC 0,02 1 0,02 0,768 0,445
KH2PO4 - D 0,00 1 0,00 0,123 0,749
AD 0,02 1 0,02 1,181 0,357
CE 0,03 1 0,03 1,259 0,344
BE 0,06 1 0,06 2,951 0,184
AE 0,05 1 0,05 2,272 0,229
MgS0O4.7H20 - E 0,16 1 0,16 7,866 0,068
Residuo 0,06 3 0,02

Total 1,09 15 0,072667

R®= 94,5%
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 29 - Andlise de variancia dos efeitos principais e de interacdes dos fatores avaliados no
planejamento experimental Taguchi L16 sobre a produtividade volumétrica em lipideos Q.

Efeito Som'a N° de Méd’ia E 0
Quadratica g.l. Quadratica
Peptona - A 3,31E-05 1 3,31E-05 16,030 0,028
EL.-B 5,26E-05 1 5,26E-05 25,485 0,015
AB 5,06E-06 1 5,06E-06 2,455 0,215
NH4CL - C 3,31E-05 1 3,31E-05 16,030 0,028
AC 7,56E-06 1 7,56E-06 3,667 0,151
BC 3,31E-05 1 3,31E-05 16,030 0,028
KH2PO4 - D 5,63E-07 1 5,63E-07 0,273 0,638
AD 2,26E-05 1 2,26E-05 10,939 0,045
CE 2,26E-05 1 2,26E-05 10,939 0,045
BE 5,26E-05 1 5,26E-05 25,485 0,015
AE 1,41E-05 1 1,41E-05 6,818 0,080
MgS04.7H20 - E 0,000105 1 0,000105 50,939 0,006
Residuo 6,19E-06 3 2,06E-06
Total 0,000388 15
R’= 98,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 25 € apresentado o grafico dos efeitos das variaveis avaliados no
planejamento experimental sobre a média da resposta para o fator de converséo de substrato
em lipideos (Yps). A analise para esta resposta mostrou que as varidveis avaliadas néo
apresentaram influéncia sobre esta resposta dentro da faixa de variacdo avaliada.

A Figura 26 apresenta o grafico dos efeitos das variaveis avaliadas no planejamento
experimental sobre a média da resposta para o fator de conversdo de substrato em biomassa
(Yxss). Apenas a presenca das varidveis Peptona e MgSQO,.7H,O apresentaram efeitos
significativos, demonstrando que a presenca desses nutrientes influenciou de forma positiva a
conversdo de substrato em biomassa.

Na andlise do grafico dos efeitos das variaveis sobre a média da resposta da
Produtividade volumétrica em lipideos Qp (Figura 27), a presenca de Peptona, Extrato de
levedura e MgS0O,.7H,O e as interagbes AD (Peptona/KH,PO,) e BE (Extrato de
levedura/MgS0,4.7H,0) apresentaram efeitos positivos na produtividade de lipideos,
indicando que o uso desses nutrientes pode colaborar com o processo de bioconversdo de
glicerol em lipideos. Ja a adi¢do do nutriente NH4Cl, semelhante ao observado para o
acumulo de lipideos, apresentou um efeito negativo para a produtividade de lipideos. Tanto

seu efeito principal, quanto os efeitos de interacdo envolvendo o nutriente NH,CI, tais como
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BC (Extrato de levedura/ NH4Cl) e CE (NH4Cl/ MgSO,4.7H,0), também apresentaram
influéncia negativa para a produtividade em lipideos, sugerindo assim que é a melhor

condicdo para a producéo de lipideos ocorre em sua auséncia.

Figura 25 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental Taguchi L16 sobre a média da

resposta fator de conversdo de substrato em lipideos (Ypss).
0,085 ——r———/——+—1——1—1———

0,080 |

0073

Efeito sobre o fator de conversdo de substrato

0,070 |

0,065 |

em lipideos Y a5

0,060 |

0,055 |

0,050

Peptona - A |
EL-B|
AB |
NH4CL-C |
AC |

BC
DE |
KH2PO4 - D |

AD

BD
CE [

CD

BE

AE

MgSO4.7H20 - E |

Fonte: Elaborado pelo autor.



96

Figura 26 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental Taguchi L16 sobre a média da
resposta fator de conversdo de substrato em células (Yx;s).
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Figura 27 - Efeitos dos fatores avaliados no planejamento experimental Taguchi L16 sobre a média da
resposta da Produtividade volumétrica em lipideos (Qp).
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De um modo geral o acimulo de lipideos mostrou um comportamento semelhante ao
crescimento celular e a Produtividade volumétrica Qp. A andlise estatistica mostrou que as
condicdes de ajuste que se mostraram mais favoraveis para processo analisado foi a adicao de
Peptona, Extrato de Levedura, MgSQO,.7H,0 na auséncia de NH4Cl e independente da adicéo
de KH,PO,.

Spier, (2014) em seus estudos avaliou os efeitos dos constituintes do meio de cultivo,
bem como a influéncia do pH inicial e da temperatura, no acumulo de lipidios pela levedura
silvestre Rhodotorula mucilaginosa, empregando um planejamento experimental Plackett-
Burman. Estes autores reportaram que as concentracOes de Extrato de levedura e de
MgS0O,.7H,0 foram as varidveis que demonstraram maior influéncia na producao de lipideos
para a levedura Rhodotorula mucilaginosa, resultados semelhantes aos observados no
presente trabalho. A melhor condicdo para a producdo de lipideos estabelecida para esta
levedura, foi quando utilizaram 30 g/L de glicerol, 5 g/L KH,PQO,; 1 g/L Na;HPOy; 3 g/L
MgS0..7H,0; 1,2 g/L de Extrato de levedura. Nestas condi¢Ges obtiveram uma concentragéo
celular maxima de 9,20 g/L e lipideos totais produzidos de 5,51 g/L.

Castanha et al. (2013), em estudo que visava a otimizagdo da producdo de biomassa e
lipideos totais da levedura Cryptococcus laurentii em meio utilizando de soro de leite para
producdo de lipideos por leveduras oleaginosas, obtiveram, a partir de um delineamento
Plackett-Burman mediante a suplementacdo do meio de cultivo com Extrato de levedura e sais
inorganicos (KH,PO4; Na;HPO,4; MgS0,4.7H,0; CaCl,.2H,0; FeCl3.6H,0 e Zn04.H,0), um
aumento de 133,1% na producdo de lipideos totais em relacdo ao meio com soro de leite sem
suplementacdo, alcancando 2,96g/L de lipideos em 360 horas de fermentacdo. Estes
resultados demostram a importancia da suplementacao nutricional do meio de cultivo sobre a
producdo de lipideos.

A importancia da adi¢do de nutrientes ao meio de cultivo para aumentar o acimulo de
lipideos também foi reportada por Singh et al. (2016), que avaliaram a influéncia da
composic¢do nutricional sobre a producdo de lipideos pelas microalgas Aurantiochytrium sp.
DBTIOC-18 e Schizochytrium sp. DBTIOC-1 a partir de glicerol. Estes autores reportaram
que a adicdo de sais de calcio e magnésio podem levar a um aumento tanto a producdo de
biomassa quanto & obtencdo de concentragbes mais elevadas de lipideos. Os meios
suplementares com ions de calcio e magnésio promovem uma maior utilizacdo de glicerol,
resultando em um aumento substancial na producdo volumétrica de biomassa de 14,98 g/L a
55,12 g/L para a Aurantiochytrium sp. DBTIOC-18 e de 15,21 g/L a 48,12 g/L para
Schizochytrium sp. DBTIOC-1 e o0 aumento de &cido graxo para biodiesel de 6,27 g/L a 27,14
g/L para a Aurantiochytrium sp. DBTIOC-18 e de 7,13 g/L a 22,15 g/L para Schizochytrium

sp.
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5.4. Avaliagcdo da influéncia do pH inicial sobre a producdo de Oleo

microbiano

Para o acompanhamento dos cultivos da levedura Rhodotorula glutinis — Y — 12905
em meio contendo glicerol como fonte de carbono e sob diferentes valores de pH inicial (entre
3 e 7), foram quantificados a concentracdo celular, o acimulo de lipideos e consumo de
substrato. Os resultados encontrados para estes parametros sdo apresentados nos graficos
mostrados na Figura 28.

Na analise dos perfis de crescimento da levedura (Figura 28 a) durante os cultivos
realizados sob os diferentes valores de pH inicial, verificou-se que o pH inicial teve grande
influéncia sobre o crescimento celular. Em todas as condicdes avaliadas a levedura apresentou
crescimento até o tempo de 192 horas de cultivo, havendo pouca variagdo no crescimento
celular apés esse periodo. De um modo geral, o crescimento celular foi fortemente afetado
pelo pH inicial, tendo este um grande impacto sobre as concentracdes celulares ao fim dos
cultivos, as quais variaram entre 7,5 e 28,6 g/L apds 240 horas de cultivo. Nos cultivos
realizados em condigdes de pH inicial 6 e 7, foram alcancadas concentracGes celulares de
cerca de 27,8 e 28,6 g/L em 240 horas, respectivamente, sendo tais condi¢Ges de pH as que
proporcionaram a maior producdo de biomassa celular. Pode-se verificar também que a
reducdo do pH inicial para valores inferiores a pH 6 influenciou de forma negativa o
crescimento da levedura. Os cultivos realizados com pH inicial entre 5 e 3 alcangaram
concentracdes finais entre 12,8 e 7,5 g/L ap6s 240 horas o que representa uma reducdo de no
minimo 50% na producdo de biomassa celular quando comparados aos cultivos realizados
compHG6e7.

Assim como o observado para o crescimento celular o acimulo de lipideos foi
fortemente afetado pelo pH inicial (Figura 28 b). As maiores concentracdes de lipideos foram
obtidas para cultivos realizados em pH 6 e 7, alcangando concentracdes superiores a 7,0 g/L
apos 240 horas de cultivo. O menor acumulo de lipideos, 1,5 g/L em 240 horas de cultivo,
ocorreu para um pH inicial de 3. Estes resultados demonstram que o pH inicial € uma variavel
de grande importancia para a obtencdo de elevadas concentracdes de lipideos.

Semelhante ao observado para a producdo de biomassa celular e acimulo de lipideos,
o pH inicial teve grande influéncia no consumo de substrato (Figura 28 (c)). Os cultivos com
pH inicial de 6 e 7 foram o0s que apresentaram maiores consumos do substrato, sendo a
levedura capaz de consumir praticamente todo o glicerol com 192 horas de cultivo. Para as
demais condi¢cdes de pH avaliadas, até o tempo final de cultivo acompanhado (240 horas)
houve um consumo parcial, sendo consumido entre 79% e 53% do glicerol para os cultivos
em pH inicial de 5 e 3, respectivamente.



99

Figura 28 — Perfil de crescimento celular (a), acimulo de lipideos (b) e consumo de substrato (c) pela
levedura Rhodotorula glutinis — Y — 12905 nos cultivos realizados sob diferentes valores de pH inicial.
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Para 0 acompanhamento do processo de bioconversdo, a variagdo do pH durante os
cultivos também foi monitorada (Figura 29). Pode-se verificar que para todas as condicGes de
cultivo, com excec¢do do pH = 7, houve uma reducdo do valor de pH, tendendo a se estabilizar
em pH 3. Verificou-se ainda que o cultivo com pH inicial 6,0 sofreu uma reducéo de maneira
mais gradual do que os demais, alcancando um valor de pH de cerca de 4 ap6s 240 horas.
Quanto ao cultivo realizado em pH inicial 7, esta condi¢cdo se manteve praticamente constante

durante as 240 horas de cultivo.

Figura 29 — Valores de pH no decorrer dos cultivos realizados com a levedura Rhodotorula glutinis
sob diferentes valores de pH inicial.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 30 sdo apresentadas informacBes dos cultivos realizados sob diferentes
valores de pH inicial, tais como o consumo de substrato, a maxima concentracdo celular, a
concentracdo de lipideos acumulada e o teor de lipideos na biomassa, assim como 0s
parametros fermentativos Qp (produtividade volumétrica em lipideos), Yps (fator de
converséo de substrato em lipideos) e Y ;s (fator de converséo de substrato em células).

Os maiores teores de lipideos 28,8% e 24,9%, foram observados para os cultivos
realizados em pH 6,0 e 7,0, respectivamente. Nestas condi¢cdes de pH também foram obtidas
as maiores produtividades de lipideos quando comparada as outras condic¢des de pH avaliadas.
A maior produtividade volumétrica de lipideos, cerca de 0,030 g/L.h, foi obtida em cultivos
em pH inicial 6,0, a qual foi cerca de quatro vezes maior que a produtividade obtida para
cultivos em pH 3,0 e 4,0, nos quais a produtividade foi de cerca de 0,006 e 0,007 g/L.h,
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respectivamente. Os resultados encontrados sdo semelhantes aos reportados no trabalho de
Karatay e Donmez, (2010). Estes autores avaliaram quatro diferentes valores de pH iniciais
observando sua influéncia sobre o acumulo de lipideos. Foram avaliadas condi¢cdes de pH
inicial entre 4 e 7. A maior producao lipidica foi obtida em meios de cultivo com pH entre 5 e
6, e os valores de pH inferiores a estes foram considerados desfavoraveis para producéo
lipidica. Em outro trabalho realizado por Fei et al., (2011), utilizando a levedura,
Cryptococcus albidus o acumulo de lipidios foi fortemente inibido quando utilizado pH
abaixo de 4,0. Entretanto, quando utilizaram pH entre 5,5 a 7,0, a levedura apresentou uma
melhor capacidade em acumular lipideos.

Em outro estudo Castelo Branco (2015) avaliou o desempenho da levedura R.
mucilaginosa CMIAT 164 na producdo de biomassa, consumo de glicerol e producdo de
carotenoides variando o pH inicial do meio de cultivo entre 3,0 e 7,0 e mantendo-o constante
durante todo o processo fermentativo. A maior producdo de biomassa (8,85 + 0,4 g/L) em
216 h de processo foi obtida quando o pH do meio de fermentacdo foi mantido em 6,0. Neste
mesmo estudo os autores analisaram os perfis de consumo de glicerol, em diferentes valores
de pH, observaram que quando os cultivos foram realizados em condigdes entre pH 4 e 7,
houve esgotamento da fonte de carbono a partir de 144 h de fermentacdo e que para pH 3 o
consumo de glicerol foi incompleto. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente
trabalho onde os melhores valores observados para a producdo biomassa e consumo de
glicerol bruto, ocorreram para cultivos com pH entre 6 e 7.

Quanto ao fator de conversdo de substrato em produtos, os maiores valores foram
observados para os cultivos em meios com pH iniciais 6 e 7, com 0,102 e 0,095 g/g,
respectivamente. De acordo com a literatura os maiores valores sdo de aproximadamente
0,20-0,22 g/g utilizando glicose como substrato (RATLEDGE, 2014). Nestas mesmas
condicdes de cultivo foram alcancados os maiores valores de conversdo de substrato em

células, 0,355 e 0,381 g/g, para os pH 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 30 - Consumo de glicerol, concentragdo celular e de lipideos, Qp, Yeis€ Yyxss, Obtidos para os
cultivos realizados com a levedura Rhodotorula glutinis sob diferentes valores de pH inicial.

oH ngggtrp :tge Células Lipideos Lipideos Qp Y pis Y wis
(%) (9/L) (9/L) (%0) (9/L.h) (9/9) (9/9)

3 53,3 75 1,5 19,98 0,0063 0,037 0,18
4 63,1 12,2 1,8 14,52 0,0074 0,037 0,25
5 78,8 12,8 3,0 23,60 0,0126 0,054 0,23
6 99,9 26,8 7,7 28,81 0,0321 0,102 0,36
7 99,9 28,6 7,1 24,91 0,0297 0,095 0,38

Fonte: Elaborado pelo autor.

De um modo geral, nesta etapa do estudo verificou-se que a producdo e o acimulo de
lipideos pela levedura Rhodotorula glutinis, bem como o crescimento celular, consumo de
substrato e parametros fermentativos como Qp, Yps, foram fortemente influenciados pela
condicdo de pH inicial do meio de cultivo, sendo favorecidos sob condi¢cdes de pH do meio de

fermentacdo entre 6 e 7.

5.5. Avaliacdo da influéncia darazdo C:N no meio de cultivo

Para avaliar a influéncia da razdo carbono/nitrogénio (C:N) sobre o acimulo de
lipideos, foram feitos cultivos em meios contendo 70 g/L de glicerol como fonte de carbono,
sendo empregadas diferentes quantidades de fontes de nitrogénio de modo a se obter razdes
C:N entre 10:1 e 200:1. Para o acompanhamento dos cultivos foram avaliadas a concentracédo
de células, o acimulo de lipideos, consumo de substrato e pardmetros fermentativos como o
fator de conversdo de substrato em produto e a produtividade em lipideos.

Para uma analise dos dados de acimulo de lipideos e concentracdo celular e consumo
de substrato nas diferentes propor¢des de C:N, os resultados dos cultivos foram organizados
na forma de gréficos de barra conforme apresentado na Figura 30. Verificou-se que a razao
C:N inicial do meio de cultivo teve grande influéncia sobre o crescimento celular, sendo
alcancadas concentracOes finais entre 13,4 e 34,1 g/L, em 240 horas de cultivo nas diferentes
condicOes avaliadas. De modo geral, a diminui¢do da concentracéo de nitrogénio (aumento da
razdo C:N) afetou negativamente o crescimento celular para razdes superiores a 20:1.

Quanto ao acumulo de lipideos, verificou-se que as diferentes razdes C:N utilizadas no

meio de cultivo tiveram forte influéncia sobre este parametro, comportamento este que foi
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semelhante ao observado no crescimento celular. As maiores concentracdes de lipideos
acumulados, foram observados na regido de razdo C:N entre 10:1 e 50:1, com concentracdo
de lipideos de até 8 g/L nos cultivo com razéo C:N 30:1 e 50:1. Nos cultivos utilizando-se as
razdes de C:N entre 100:1 e 200:1 o acumulo de lipideos variou entre 4 e 5 g/L, ou seja, foram
obtidas concentragdes cerca de 50% menores que em C:N 30:1.

Semelhante ao observado para a producdo de biomassa celular e acimulo de lipideos,
para 0 consumo de substrato foi afetada pelas diferentes proporcGes de C:N avaliadas. Os
maiores consumos de substrato foram observados na regido de razdo C:N entre 10:1 e 30:1,
sendo a levedura capaz de consumir 100% do substrato nestas condigdes. Ja para o cultivo
realizado com razdo C:N 50:1, houve um consumo de 91,87% do substrato apds 240 horas de
cultivo. Para as demais proporcdes de C:N avaliadas, até o tempo final de cultivo
acompanhado (240 horas) houve um consumo parcial, sendo consumido entre 36,65% e
68,08% do glicerol para os cultivos com proporcdes de C:N de 200:1 e 100:1
respectivamente.

De um modo geral a razdo C:N dos meios de cultivo foi uma variavel de grande
influéncia sobre a capacidade da levedura em acumular lipideos. Resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho foram reportados por Kolouchovd, et al. (2016). Estes
autores avaliaram o acUmulo de lipideos em leveduras oleaginosas, utilizando a levedura
Rhodotorula glutinis CCY 20-2-20, em meio contendo 30 g/L de glicose, e sob valores de
razdes de C:N que variaram de 3:1 a 30:1. Estes autores observaram que a razdo C:N 30:1 foi
a que levou a uma maior acumulo de lipideos sendo observada uma concentracdo de cerca de
2,8 vezes maior nos cultivos com C/N de 30:1, quando comparado aos cultivos realizados
com razéo C/N de 3:1.

Saenge et al. (2011), estudou a influéncia da relacdo C:N no acimulo de lipidios pela
levedura R. glutinis TISTR 5159 utilizando glicerol bruto como fonte de carbono. Estes
autores avaliaram valores de razdo C:N entre 35:1 a 85:1, o pH foi mantido em 6,0, os
cultivos foram realizados a 200 rpm por um periodo de 72 horas. Os méaximo teor de lipideos
foi encontrado utilizando razdo C:N de 85:1 (nivel m&ximo investigado) no qual foi alcangada
uma concentragdo de 5,49 g/L de células e 2,27 g/L de lipideos.

No presente trabalho, a razdo em que se obteve as maiores producdes de biomassa e
lipideos foi semelhante a obtida por Kolouchova, et al., (2016) razdo de C:N 30:1, com
producdo de lipideos (7,7 g/L), ou seja, superior & obtida por Saenge et al. (2011) que foi de
2,7 g/L.
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Figura 30 - Concentracdo celular, lipideos e consumo de substrato para os diferentes razdes de C:N.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 31 estdo representadas as varia¢es do pH no decorrer do tempo em cultivos
com diferentes razdes C:N. O pH inicial foi ajustado em 6,5 e monitorado até o tempo final de
fermentacdo de 240 horas. Pode-se verificar que o pH dos meios de cultivo com razdo C:N
100:1, 150:1, 200:1 e 10:1 praticamente nao sofreram variacdo, permanecendo entre 6,33 e
6,49 até o tempo final de cultivo. Quanto dos cultivos com razdo C:N 20:1, 30:1 e 50:1 foi
observado uma pequena variacdo de pH, alcancando valores préximos a 5,2, ap6s 240 horas.
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Figura 31 - Variagéo do pH no decorrer do tempo em cultivos com diferentes razdes C:N
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Tabela 31 s&o apresentadas informac6es dos cultivos nas diferentes razdes de C:N,
tais como o consumo de substrato, a maxima concentracao celular, a concentracdo de lipideos
acumulada e o teor de lipideos na biomassa, assim como os parametros fermentativos Qp
(produtividade volumétrica em lipideos), Ypss (fator de conversdo de substrato em lipideos) e
Y s (fator de conversédo de substrato em células).

Os maiores teores de lipideos 8,1% e 7,7%, foram observados para os cultivos
realizados com razdes de C:N de 50:1 e 30:1, respectivamente. Nestas condi¢des razdo C:N
também foram obtidas as maiores produtividade de lipideos quando comparada as outras
condicdes avaliadas, 0,034 g/L.h e 0,032 g/L.h, respectivamente.

Quanto ao fator de conversdo de substrato em produtos, este parametro apresentou
valores entre 0,11 e 0,14 g/g, com exce¢do da condi¢des condicdo com C:N de 200:1, no qual
foi alcancado um fator de conversdo de 0,20 g/g. Apesar desta Ultima condicdo ter
apresentado um fator de conversdo superior aos demais, este mesmo ensaio foi o que
apresentou os menores valores de consumo de substrato, concentragéo celular e produtividade
volumétrica em lipideos. Quanto aos ensaios que apresentaram as maiores produtividades em
lipideos, com razdo C:N entre 30:1 e 50:1, foram alcancados fatores de conversdo de substrato
em produto de 0,13 e 0,14 g/g, respectivamente. Estes valores de Yp;s estdo proximos ao
reportado por Santa Anna et al. (2002) reportaram conversdes de substrato em produto da
ordem de 0,13 g/g para cultivos de leveduras oleaginosas, quando se utilizou glicerol numa

concentracéo de 3% v / v, correspondendo a uma relagéo C:N de 60:1.
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Tabela 31 - Resultados da fermentagédo variando-se as razdes de C:N para 240h de fermentagé&o.

Razdo Consumo de Substrato  Células Lipideos Lipideos QP Y p/s Y x/s
(%) (s/L) (s/L) (%) (g/L.h)  (g/s) (s/s)

10:1 100,00 30,65 7,10 23,16 0,030 0,11 0,48

20:1 100,00 34,07 7,36 21,60 0,031 0,12 0,54

30:1 100,00 29,01 7,70 26,55 0,032 0,13 0,49

50:1 91,87 26,49 8,13 30,68 0,034 0,14 0,47

100:1 68,08 20,31 5,26 25,92 0,022 0,11 0,42
150:1 47,97 16,59 4,48 26,99 0,019 0,14 0,53
200:1 36,85 13,41 4,60 34,30 0,019 0,20 0,59

Fonte: Elaborado pelo autor.

Visando compreender a variagdo de nitrogénio no meio de cultivo ao longo da
fermentacdo, foram feitas determinacbes de sua concentracdo total para o cultivo realizado
com razdo C:N inicial de 30:1 (Figura 32). Esta condicéo foi escolhida para este estudo por ter
demonstrado um elevado acimulo de lipideos em comparacdo com as demais avaliadas.
Verificou-se que houve um consumo continuo de nitrogénio do meio até o tempo de 144
horas, apds este tempo o consumo de nitrogénio pela levedura foi bastante reduzido. A
concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo é reduzida de 0,07 mol/L para 0,03 mol/L nas
primeiras 144 horas, ap0s este periodo, até o tempo de 240 horas, a concentracao variou de
0,030 mol/L para 0,026 mol/L. Este consumo parcial de nitrogénio pode evidenciar que a
levedura ndo foi capaz de utilizar uma das fontes disponiveis no meio de cultivo. Como fonte
de nitrogénio o meio de cultivo oferecia uma fonte de nitrogénio orgéanica, proveniente de
aminoacidos do extrato de levedura, e fonte inorganica proveniente de sais de am6nia. Com
base nos resultados obtidos a etapa de avaliacdo da composi¢do do meio de cultura, no qual o
extrato de levedura mostrou se importante para o processo de crescimento celular e producao
de lipideos, e que sais de aménia foram prejudiciais para este mesmo processo. E provavel
que a levedura tenha utilizado prioritariamente o nitrogénio proveniente de aminoacidos, e
que apos as 144 horas de cultivo o nitrogénio residual, seja proveniente de fontes inorganicas.
Verificou-se ainda que a levedura apresentou um consumo continuo de substrato durante as
240 horas de cultivo, e que a utilizacdo da fonte de carbono foi afetado pela desaceleragéo do

consumo de nitrogénio ocorrido apds 144 horas de cultivo.



107

Figura 32— Concentracdo de nitrogénio e de carbono no meio de cultivo utilizando-se frascos com C:N
de 30:1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.6. Caracterizacado do 6leo microbiano

Na Tabela 32 esta apresentada a composi¢do de acidos graxos da fracdo de lipideos
obtidos da biomassa da levedura Rhodotorula glutinis Y-12905, cultivada em meio contendo
glicerol como fonte de carbono, utilizando razdo Vrsco/ Vmeio de 5,0, pH inicial 6,0, razdo C:N
30:1, agitacdo de 250 rpm cultivadas por 240 horas. De uma maneira geral foram
identificados acidos graxos com tamanho de cadeia variando entre C10 a C18 com diferentes

graus de insaturacao.
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Tabela 32 - Perfil de &cidos graxos (%) da fracdo de lipideos obtida da biomassa da levedura
Rhodotorula glutinis Y-12905 (composicao identificada no presente trabalho em comparacao a dados
da literatura. (n.q. — ndo quantificado; n.r. — ndo reportado).

Acido graxo Presente trabalho Sitepu Kotetal,  Zhangetal;

(2013) (2016) (2014)
Acidos caprilico C8:0 0,00 + 0,00 0,0 n.r. n.r.
Acidos caprico C10:0 0,02 + 0,01 0,0 n.r. n.r.
Acidos laurico C12:0 0,07 0,01 0,0 0,0 n.r.
Acidos miristico C14:0 0,87 + 0,02 1,7 0,4 0,7
Acidos palmitico C16:0 16,83 + 0,06 12,0 24,3 16.5
Acido palmitoléico  c16:1 n.g. n.r. 0,2 0,4
Acidos esteéarico C18:0 9,97 + 0,05 55 10,1 3.7
Acidos oleico c18:1 53,54 + 0,02 54,7 53,2 51.3
Acidos linoleico C18:2 18,73 + 0,03 171 6,8 21.6
Acido araquidico C20:0 n.g. n.r. 0,3 n.r.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a Tabela 32, pode-se observar que no dleo produzido pela levedura
Rhodotorula glutinis ndo foi detectada a presenca de acido caprilico (C8:0) e a proporcéo dos
acidos caprico (C10:0) e laurico (C12:0) foi de apenas 0,02% e 0,07%, respectivamente. Ja o
acido oleico (C18:1) foi produzido em maior quantidade, correspondendo a cerca de 53,54 %
dos &cidos graxos produzidos pela levedura, seguido pelos acidos linoleico (C18:2) e
palmitico (C16:0), com 18,7% e 16,8%, respectivamente. A composi¢cdo em acidos graxos
encontrada neste trabalho é semelhante a reportada na literatura para a levedura Rhodotorula
glutinis,como o reportado por Kot et al. (2016), Sitepu (2013) e Zhang et al. (2014), sendo 0s
principais acidos graxos o palmitico (16:0), estearico (18:0), oléico (18:1), linoleico (18:2),
correspondendo juntos a mais de 80% dos &cidos graxos que compdes a fracdo lipidica.

Um dos parametros relevantes para a avaliacdo das caracteristicas do biocombustivel
obtido é o estudo reoldgico dos 6leos e gorduras utilizados como fonte de matéria-prima na
producéo do biodiesel (DA ROS, 2012).

A analise de viscosidade do material lipidico da biomassa da levedura Rhodotorula
glutinis Y-12905 foi avaliada utilizando-se um viscosimetro cone-placa a uma temperatura de
50°C. Na Figura 33 é apresentado um grafico que expressa a variacdo da viscosidade em
funcdo da taxa de deformacdo. Dentro da faixa de deformacdo avaliada (100 a 360 s™) a
viscosidade média apresentada pelo material lipidico da levedura Rhodotorula glutinis Y-
12905 foi de 39,3 cP a 50 °C. Este valor é elevado quando comparado a dados da literatura
para 0leos vegetais como os observados por Brock et al. (2008) que verificou a viscosidade de
6leos vegetais a 50 °C para soja (22,3 cP), milho (24,8 cP), girassol (21,3 cP), arroz (24,5 cP),
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algodéo (24,6 cP), oliva (26,2 cP) e canola (25,2 cP). Como pode ser observado na Figura 33,
o0 valor da viscosidade absoluta permanece praticamente constante, caracterizando um
comportamento de um fluido newtoniano. Os fluidos newtonianos sdo aqueles que
apresentam viscosidade constante, onde a taxa de deformacdo apresenta comportamento
proporcionalmente linear a tensdo de cisalhamento (CENGEL; CIMBALA, 2015).

Figura 33 - Viscosidade absoluta em funcdo da taxa de deformacdo do material lipidico da biomassa
da levedura Rhodotorula glutinis Y-12905, determinada em um viscosimetro cone-placa a uma
temperatura de 50°C.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo Moreira et al. (2007), 6leos vegetais e gorduras residuais geralmente
apresentam comportamento de fluido Newtoniano. Desta forma, o comportamento de fluido
newtonianos observado para o 6leo microbiano obtido a partir da levedura Rhodotorula
glutinis esta de acordo com o reportando na literatura. Comportamento de fluido newtonianos
sdo reportados também por Carvalho (2015), para o 6leo microbiano proveniente da biomassa
M. circinelloides URM 4182 onde foi obtida uma viscosidade de 60 cP utilizando uma faixa
de deformacéo aplicada entre (60 a 260 s™), ou seja, a viscosidade de 6leo se manteve
praticamente constante.

O indice de acidez representa um bom parametro para 0 acompanhamento da
qualidade dos oleos. Este indice revela o grau de acidos graxos livres do material e € expresso

em miligramas de hidréxido de potéssio para neutralizar os acidos graxos livres presentes em
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um grama de amostra. O 6leo produzido pela levedura Rhodotorula glutinis Y-12905
apresentou um indice de acidez de 5,8 £+ 0,2 mg de KOH/g dleo. O indice de acidez
encontrado foi superior ao reportado para 6leos brutos comerciais, 0s quais possuem um
indice de acidez entre 0,5 — 3% (FERRARI et al., 2005).

Apesar o indice de acidez encontrado estar acima da média quando comparado a 6leos
comerciais, o teor de &cido graxos livres para o 6leo obtido neste estudo foi de 1,93 + 0,08%.
Segundo Ferreira et al. (2005) para que um 6leo seja utilizado para producao de biodiesel com
elevadas conversdes sdo recomendados teor de acidos graxos livres inferiores a 3%. Desta
forma o 6leo obtido no presente estudo apresentou um teor de &cidos graxos livres que o torna
potencialmente utilizavel para a producdo de biodiesel por processos que empregam via
alcalina, os quais sdo 0s mais utilizados atualmente, e necessitam de condi¢des mais brandas
de processamento quando comparados aos processos que empregam catalise acida.

E importante salientar que além da fracéo lipidica obtida, a levedura Rhodotorula
glutinis apresentou uma expressiva producdo de carotenoides, o que conferiu a biomassa
produzida, assim como ao 6leo microbiano obtido, uma intensa coloracdo avermelhada. A
producdo de outros bioprodutos como carotenoides e proteina microbiana sdo aspectos que
ndo foram abordados no presente trabalho, mas sdo de extrema importancia para 0 emprego
deste processo de bioconversdo empregando leveduras junto a biorrefinarias, aumentando
tanto a variedade de produtos obtidos quanto a eficiéncia global da utilizacdo de glicerol

residual.
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6. CONCLUSOES

Na avalia¢do da capacidade de producdo de lipideos a partir de glicerol por leveduras
verificou-se que todas as cinco leveduras estudadas foram capazes de consumir substrato,
crescer e acumular lipideos.

Dentre as leveduras avaliadas a Rhodotorula glutinis Y-12905 foi a que apresentou
maior consumo de glicerol durante o tempo de cultivo observado tendo se destacado também
quanto ao acumulo de biomassa celular e produtividade volumétrica em lipideos. Desta forma
esta levedura demonstrou um importante potencial para a obtencdo de lipideos a partir de
glicerol.

Nos ensaios realizados com diferentes agitacfes e razbes de volume de frasco por
volume de meio verificou-se que tanto o crescimento quanto a producdo de lipideos pela
levedura foram fortemente afetados pela condicdo de fornecimento de oxigénio ao meio de
cultivo. Dentro da faixa de variacdo avaliada, verificou-se que quanto maior a disponibilidade
de oxigénio no meio, maior foi a producéo de lipideos e a concentracdo celular.

Na avaliagdo da composi¢do nutricional do meio de cultivo, verificou-se que a
presenca de fontes de nitrogénio organicos, tais como Peptona, Extrato de levedura sdo de
fundamental importancia para o acimulo de lipideos e crescimento celular, praticamente ndo
ocorrendo producdo de 6leo microbiano na auséncia destas fontes de nutrientes. Verificou-se
ainda que a presenca de MgS0O,.7H,0O teve uma influéncia positiva sobre o acimulo de
lipideos e que a presenca de fontes inorganicas de nitrogénio, como sais de amdnia nédo
acarretaram em beneficio para o processo.

Na avaliacdo da influéncia do pH inicial no meio de cultivo, sobre a producdo de
lipideos, verificou-se que este pardmetro teve forte influéncia sobre o consumo de glicerol, o
crescimento celular e acimulo de lipideos pela levedura. Verificou-se ainda a existéncia de
regido de pH inicial étima para o processo entre 6 e 7, na qual ocorre pouca variacdo de pH
durante o cultivo e que o crescimento celular, o consumo de glicerol e a producdo de lipideos
¢ maximizada. Para condi¢cbes de pH fora desta regido foi possivel verificar que o
metabolismo da levedura foi prejudicado, afetando de modo negativo sua capacidade de
consumo de substrato, crescimento celular e acimulo de lipideos.

Na avaliacdo da influéncia da razdes C:N sobre o processo de producdo de lipideos,
foi possivel verificar que esta variavel apresentou forte influéncia sobre o crescimento celular

e 0 acumulo de lipideos. Dentre as condi¢Ges avaliadas neste trabalho, foi encontrada uma
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regido Otima para a producéo de lipideos a partir de glicerol, a qual ocorreu para cultivos com
razdo molar C:N entre 30:1 e 50:1. Em cultivos realizados empregando razdes C: N
superiores ou inferiores a esta regido, o desempenho da levedura foi afetado, prejudicando sua
capacidade de crescimento celular e acimulo de lipideos. Verificou-se ainda que a levedura
apresentou um consumo incompleto das fontes de nitrogénio disponiveis no meio, indicando
possivel uso preferencial de fontes orgénicas de nitrogénio, uma vez que as fontes inorganicas
avaliadas em outas etapas do estudo mostraram impactar de maneira negativa o acumulo de
lipideos.

Na caracterizacdo do 6leo produzido pela levedura, verificou-se que o mesmo €
constituido principalmente acidos graxos de dezesseis e dezoito carbonos com diferentes
graus de instauracao.

O oleo microbiano apresenta viscosidade e indice de acidez superiores aos
encontrados para 6leos vegetais comerciais, entretanto seu baixo teor de &cidos graxos livres
possibilita sua aplicacdo em processos de transesterificacdo alcalina, o que o torna uma
matéria-prima interessante para a producao de biodiesel por rotas convencionais.

A possibilidade de producéo de lipideos pela levedura Rhodotorula glutinis a partir de
glicerol, subproduto da produgéo de biodiesel, evidencia um importante potencial de aumento
da capacidade produtiva de biorrefinarias baseadas em lipideos, uma vez que permite
converter um de seus principais subprodutos em sua matéria-prima de interesse, suprindo
parte da sua demanda, além de possibilitar a obtencdo de outros produtos resultantes de

cultivos da levedura, tais como proteinas e carotendides.
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APENDICE

APENDICE A - ADEQUACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS

A.1 - Determinacéo de concentragéao celular por espectrofotometria

Para o acompanhamento da concentracdo celular durante os cultivos foi utilizada a
técnica espectrofotométrica de densidade oOptica (D.O.) na qual a absorbancia de suspensédo
celular a 600 nm € correlacionada a concentracdo celular determinada por gravimetria. Nesta
técnica, se faz necessaria a obtencdo de curvas de calibracdo especificas para cada cepa de
levedura. Desta forma, foram obtidas curvas de calibracdo para relacionar valores de
densidade dptica a massa seca de células correspondente para cada uma das cinco espécies
estudadas.

Na Tabela A.1 sdo apresentadas as equacOes que relacionam a absorbéancia da
suspensdo celular a 600 nm (densidade ética) com a concentracdo celular de biomassa seca
(em g/L), assim como seus respectivos coeficientes de determinacdo (R?). As curvas de
calibracdo também sdo apresentadas na Figura A.l. Para todas as leveduras avaliadas, as
curvas de calibracdo apresentaram comportamento linear dentro da regido observada, com
valores de absorbancia na regido entre 0,01 e 1,30. As curvas de calibracdo obtidas por
regressao linear dos dados apresentaram um bom ajuste, sendo os valores dos coeficientes de
determinacéo (R?) superiores a 96% para todas as leveduras no intervalo observado. Baseado
no comportamento linear e no grau de ajuste obtido as curvas foram consideradas satisfatorias
para a determinacdo da concentracdo celular a partir da leitura da densidade Otica da

suspencao celular das leveduras.

Tabela 33 — Dados das curvas de calibracdo para as cinco espécies de leveduras.

Levedura Equacao R?
Rhodotorula mucilaginosa Y — 27053 Conc. (g/L) =0,7411.Abs ¢yonm - 0,0526 0,9658
Rhodosporidium toruloides Y — 1091 Conc. (g/L) = 1,0817.Abs ¢uonm - 0,0368 0,9889
Rhodotorula glutinis Y — 12905 Conc. (g/L) = 0,4419.Abs ¢yonm - 0,0133 0,9917

Cryptococcus curvatus Y — 1511 Conc. (g/L) = 0,8552.Abs gyonm - 0,0593 0,9617
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Lipomyces starkeyi Y — 27493

Conc. (g/L) = 1,1258.Abs oonm - 0,01304

0,9956

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura A.1 - Curvas de calibracdo de absorbancia a 600 nm em funcéo da concentragdo celular para as
leveduras (a) Rhodotorula mucilaginosa Y — 27053; (b) Rhodosporidium toruloides Y — 1091; (c)
Rhodotorula glutinis Y — 12905; (d) Cryptococcus curvatus Y — 1511 e (e) Lipomyces starkeyi Y —

27493.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A.2 - Determinacéo da concentracédo de lipideos

A determinacdo da concentragdo de 6leo microbianos produzidos e acumulados pelas
leveduras foi realizada pela extracdo empregando o método Bligh & Dyer (1959) adaptado
seguida pela quantificacdo por calorimetria utilizando a técnica de coloracdo pela reacao
Sulfo-fosfo-vanilina (KNIGHT et al., 1972). Para a utilizacdo da técnica colorimétrica foi
necessaria a constru¢do de uma curva de calibragdo que relacionasse a absorbancia em 525
nm de uma solugdo resultante da reacdo de coloracdo com a concentracdo de lipideos no
extrato celular.

A curva de calibracdo obtida para producdo de lipideos estd apresentada na Figura
A.2. Dentro da regido avaliada, absorbancia entre 0,02 e 1,6, a curva mostrou um
comportamento linear, sendo obtido coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9911, o que
permitiu sua utilizacdo para a quantificacdo do teor de lipideos nas amostras de extrato

celular.

Figura A.2. - Curva de calibracdo para determinacao do teor de lipideos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O uso de técnica colorimétrica para a determinagdo de lipideos no extrato celular
permitiu a quantificacdo de lipideos em pequenas quantidades de amostra, ou seja com as
células presentes em cerca de 1,0 mL do meio de cultivo. Tal quantificacdo ndo poderia ser
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determinado com o emprego de técnica gravimétrica devido a pequena massa de lipidio
extraido. O emprego desta metodologia permitiu um acompanhamento mais detalhado da
evolucdo do acumulo de 6leos microbianos pelas leveduras, sendo um importante parametro
para o desenvolvimento dos passos seguintes deste estudo.

Visando comparar os resultados obtidos pela técnica colorimétrica com a técnica
gravimétrica, comumente empregada para quantificacdo de lipideos, foi realizado um ensaio
no qual foi determinado o teor de lipideos em leveduras provenientes do mesmo cultivo.
Nesta comparacéo, foi utilizada a levedura Rhodotorula glutinis Y-12905 proveniente de um
cultivo de 120 horas em meio contendo glicose como substrato. Para a determinacdo por
técnica gravimétrica foi necessario um volume de amostra dez vezes maior que a técnica
colorimétrica. As determinacBes foram feitas em duplicata para a técnica gravimétrica, na
qual foi estimado um teor de 10,1+0,2 %, de lipideos em relacdo a massa seca de levedura.
Para a técnica colorimétrica foram realizadas vinte repetices, e como resultado foi estimado
um teor de 8+1% de lipideos em relagdo a massa seca. Apesar da diferenca observada, a
técnica colorimétrica foi considerada satisfatoria, pois permitiu estimar um teor muito

proximo ao obtido pelo método gravimétrico.
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A.3 - Determinacéo da concentragéo de glicerol

Para o acompanhamento do consumo de substrato pelas leveduras foi utilizada a
técnica de determinacdo das concentracdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Para o emprego desta técnica, foi necessaria a obtencdo de curvas de calibracdo especificas
para glicose e glicerol. As curvas de calibragdo foram obtidas pela regressao linear dos dados
de concentracdo das solucfes padrdo de glicose e glicerol em funcéo das areas dos picos dos
cromatogramas, cujos dados sdo apresentados na Tabela A.2. Dentro da regido observada,
concentracgdes entre 0,04 e 6,00 g/L, as curvas de calibracdo apresentaram um comportamento
linear e um elevado valor para o coeficiente de determinacdo (R? = 1,0000) para ambos 0s
compostos analisados. Desta forma, a quantificacdo dos substratos por cromatografia liquida

mostrou-se adequada para 0 acompanhamento das fermentacdes.

Tabela A.2. — Concentracdes de analitos e as areas correspondentes observadas nos cromatogramas,

assim como a curva de calibracdo para determinacdo de glicerol por cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
Area Concentragio (g/L) Curva de calibragdo

9850404,0000 5,8420
485104,5000 2,8640 y= ax+b

Glicerol 1594075,0000 0,9390 a=5,92 E-0,07
754244,0000 0,4410 b =0,00 E+0,00
288493,8130 0,1350 r’ =1,0000
145513,8910 0,0820

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B - ACOMPANHAMENTO DOS PROCESSOS DE BIOCONVERSAO

B.1 - Efeito da agitacao/aeracdo no acumulo de lipideos em cultivos em frascos

agitados

A Figura A.3 (a, b, ¢) mostra o perfil de acimulo de lipideos para as diferentes agitacGes
utilizadas nos ensaios de avaliar a agitacdo/aeracdo em frascos agitados. As menores concentracdes de
lipideos foram obtidas quando foi utilizada nos experimentos a agitacdo de 150 rpm (Figura A.3 (2))
tendo a maxima concentracdo de 1,65 g/L nesta agitacdo, aumentando a agitacdo para 200 rpm houve
um acréscimo na producédo de lipideos, com a maxima concentracdo obtida de 3,65 g/L (Figura A.3
(b)), com o aumento da agitacdo para 250 rpm também houve um ganho em rela¢do a produgdo de
lipideos, alcangando 4,45 g/L (Figura A.3 (c)). Com base nesses dados verifica-se que aumentando a
agitacdo (150 a 250) houve um aumento na producao de lipideos.
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Figura A.3 - Concentracao de lipideos para os diferentes agitacdes avaliadas ((a) 150 rpm, (b) 200 rpm

e (c) 300 rpm) nos ensaios em frascos agitados.
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A Figura A.4 demonstra as concentragOes de lipideos para os diferentes volumes de frasco
utilizados nos ensaios para avaliar a agitacdo/aeracdo em frascos agitados. As menores producdes
lipidicas foram obtidas quando foi utilizada nos frascos um volume maior de meio (100 mL) (Figura
A.4 (c)) sendo obtida concentracdo de lipideos nesta condicdo de 0,88 g/L a um maximo de 2,32 g/L,
ao se diminuir o volume de meio no frasco para 66,7 mL houve um aumento na concentragdo maxima
de lipideos obtida chegando a 4,18 g/L (Figura A.4 (b)), e a maior concentragdo de lipideos foi obtida
diminuindo o volume de meio utilizado no frasco para 50 mL alcancando 4,45 g/L (Figura A.4 (a)).
Com base nesses dados observou-se que o aumento da producdo lipidica também se deu com a

reducéo do volume do meio de fermentagéo (50 mL, 66,7 mL e 100 mL).
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Figura A.4 - Concentracdo de lipideos para os diferentes volumes ((a) 50 mL, (b) 66,7 mL e (c) 100

mL) utilizados nos ensaios em frascos agitados.
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B.2 - Estabelecimento de composi¢cdo minima do meio de cultivo

Na Figura A.5 (a,b) estdo representados as concentracdo celular a producéo de lipideos
para 0s ensaios que obtiveram maiores producdes. Foi observado que os meios 5 e 14 que
possuiam em comum 0s nutrientes Extrato de levedura e MgS0O,.7H,O foram os meios que

obtiveram maiores concentracdes celulares com 25,4 g/L e 28,8 g/L e maiores teores de

lipideos com 4,3 g/L e 4,4 g/L em 240 h de fermentacéo.

Figura A.5 — Concentracdo celular (a) e de lipideos (b) para os ensaios 5 (Extrato de Levedura
e MgSQ,.7H,0) e ensaio 14 (Peptona, Extrato de Levedura, KH,PO4 e MgSO,4.7H,0).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foi elaborado um gréafico com os ensaios contendo nutriente KH,PO, no meio de cultivo.
Observou-se que a adicdo do nutriente KH,PO, a0 meio de fermentacdo ndo causou influéncia
significativa na producdo de lipideos (Figura A.6), com producdes de lipideos discretas, com Unica
excecao para 0 meio 14 que obteve a maior producdo o0 que se deve aos outros nutrientes presentes no

meio de cultivo.

Figura A.6 - Concentracéo de lipideos para os ensaios contendo KH,PO,4 no meio de cultivo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura A.7 estdo apresentados todas as condigdes avaliadas para a producdo de lipideos

para o estudo do estabelecimento da composi¢do minima do meio de cultivo.
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Figura A.7 — Teor de lipideos para as condi¢des avaliadas no estudo da composicdo nutricional do

meio de cultivo para producao de lipideos.
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Figura A.7 — Teor de lipideos para as condi¢des avaliadas no estudo da composicdo nutricional do

meio de cultivo para producdo de lipideos.
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B.3 - Avaliagdo da influéncia da razdo C:N no meio de cultivo

Na Figura A.8 sdo apresentados os perfis de crescimento celular, os perfis de acimulo
de lipideos acumulados pela levedura no decorrer de 240h de fermentacdo, e 0 consumo de
substrato para diferentes razdes C:N no meio. Os maiores crescimentos celulares apresentados
foram observados quando utilizadas razdes de C:N de 20:1 e 30:1 respectivamente (Figura
A.9 (a)) com 34,1 g/L e 29,0 g/L. A razédo de C:N de 30:1 também apresentou um alto teor de
lipideos alcancando 7,70 g/L em 240 horas de cultivo (Figura A.9 (b)). Semelhante ao
crescimento celular as condi¢des que apresentaram maiores consumos do substrato estdo na
regido de razdo de C:N entre 10:1 e 30:1 com consumo de 100% do substrato em 240 horas de
cultivo (Figura A.9 (c)).
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Figura A.8 — Perfil de crescimento (a), acimulo de lipideos (b) e consumo de substrato (c) da levedura
Rhodotorula glutinis — Y — 12905 em meios contendo diferentes raz6es C:N

35

Concentracdo Celular (g/L)

30
25
20
15
10

0
0 48 96 144 192 240
Tempo (h)
--@--101 ----@--201 ----®---30_1 ----@---50_1
<o@--- 100_1 @+ 150_1 ----@--+ 200_1
10
3 (b)
— 8
w
o
Q .
T 6 PRk
S @eeeeeeeees PO esy
L 4 .:I;:.:..;sn:.'-::._'!'..
8 et
Lfﬁh 2 Whiiest ad
=] O
g o @ty . . .
§ 0 48 96 144 192 240
Tempo (h)
@101 ----@®--201 ----®---30_1 ----@---50_1

<o @ 100 1 @+ 150 1 ----@-++ 200_1

80
70
60
50
40
30
20
10

0

Consumo de Substrato (g/L)

0 48 96 144 192 240
Tempo (h)

coei@eer 10:1 coo@eer 20:1 c--@--- 30:1 ----@--- 50:1

cere@-+- 100:1 <---@--- 150:1 +-+-@-+- 200:1

Fonte: Elaborado pelo autor.



