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RESUMO

Micro-organismos oleaginosos séao capazes de produzir no minimo 20% do peso
seco da biomassa em forma de lipideos, que muitas vezes possuem composi¢cdo de
acidos graxos similar a das plantas mais usadas na producéo do biodiesel. Leveduras
oleaginosas séo capazes de produzir Oleo, a partir de substratos hidrofobicos, glicose
ou glicerol, que é um residuo gerado pela industria de biodiesel e desvalorizado no
mercado. A espécie Yarrowia lipolytica € capaz de degradar o glicerol, sendo
considerada um modelo para o estudo do acumulo lipidico. Alem disto, esta levedura
possui 0 metabolismo e genoma mais conhecidos do que de outras espécies.
Diferentes linhagens de leveduras e mudancas nas condi¢cOes de cultivo podem gerar
guantidades variadas de lipideos, com diferentes perfis de &cidos graxos. Desse modo,
neste trabalho foram testadas cinco linhagens de Y. lipolytica quanto a producéo de
0leo microbiano, a partir de glicerol puro, nas temperaturas de 15 e 25°C. Nenhum
isolado foi considerado oleaginoso a 15 °C, enquanto que a 25 °C, os isolados UFMG-
CM-Y6114 (isolado de queijo), UFMG-CM-Y4187 (de areia de praia do Parand) e
UFMG-CM-Y6189 (isolada na Antartica) produziram mais de 20% de conteudo lipidico
(29,30%, 26,95% e 34,38%, respectivamente). As linhagens UFMG-CM-Y6114 e
Y4187 ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao conteudo lipidico. As
linhagens de queijo e da Antéartica foram testadas quanto a capacidade de acumular
O0leo a partir do crescimento em glicerol bruto. A linhagem UFMG-CM-Y6189
apresentou os melhores resultados, sendo capaz de produzir 9,40 g.L™ de biomassa,
1,90 g.L™* de rendimento e 21,56% de conteldo lipidico, a partir do consumo de 61,3
g.L™" de glicerol. Os &cidos graxos presentes nos lipideos foram predominantemente
monoinsaturados (59,5%), sendo que o acido oleico foi o principal (49,4%). Essas duas
caracteristicas juntamente com o baixo conteddo de poli-insaturados (5,2%), séo
desejaveis na producdo de biodieseis de qualidade. Portanto os lipideos do isolado Y.
lipolytica UFMG-CM-Y6189 sdo potenciais matérias-primas na producdo de biodisel a

partir de glicerol.

Palavras-chave: Oleo microbiano, leveduras oleaginosas, Yarrowia lipolytica, glicerol,

biodiesel.



ABSTRACT

Oleaginous microorganisms are capable of producing at least 20% of its dry
weight in the form of lipids, which many times have fatty acid compositions similar to the
plants used in the production of 1% generation biodiesel. Oleaginous yeasts are capable
of producing oil from hydrofobic substrates, glucose or glycerol, which is a residue from
the biodiesel industry and not valorized in the market. Yarrowia lipolytica is able to
degrade glycerol and it is considered a model species for lipid accumulation. Besides
that, its metabolism and genome are better known than other species. Different yeast
strains and cultivation conditions can result in different lipid ammounts and fatty acid
profiles. Thus, in this work five Y. lipolytica strains were tested for microbial oil
production, from pure glycerol, at 15 e 25°C. Any isolate was considered oleaginous at
15 °C, while at 25 °C the srains UFMG-CM-Y6114 (isolated from chese), UFMG-CM-
Y4187 (from Parana sand beach) e UFMG-CM-Y6189 (isolated from Antactica)
produced more than 20% of lipid content (29,30%, 26,95% and 34,38%, respectively).
Strains UFMG-CM-Y6114 and UFMG-CM-Y4187 showed no significant diference in
relation to lipid content. Cheese and Antarctica isolates were tested about their oll
accumulation capacity from raw glycerol. UFMG-CM-Y6189 presented the best results,
being capable of producing 9,40 g.L™* of biomass, 1,90 g.L™ of lipid yield and 21,56% of
lipid content, from the consume of 61,3 g.L™ of glycerol. The fatty acid present in the
lipids were mostly monounsaturated (59,5%), and oleic acid was predominant (49,4%).
These two features together with the low polyunsaturated content (5,2%) are desirable
in the production of quality biodiesel. Therefore, lipids from the isolate Y. lipolytica

UFMG-CM-Y6189 are potential feedstock for the biodiesel production from glycerol.

Key-words: Microbial oil, oleaginous yeasts, Yarrowia lipolytica, glycerol, biodiesel.



1. INTRODUCAO

A demanda energética cresce cada vez mais devido ao progresso tecnolégico e
ao crescimento populacional mundial. Com isso tem-se também o aumento da emissao
dos gases que provocam o efeito estufa (CO,, CH, e CO), da poluicdo e o consequente
aumento dos precos dos combustiveis vindos de fontes ndo renovaveis. A poluicéo
ambiental causada por combustiveis fosseis, 0s precos elevados, a incerteza quanto a
durabilidade das reservas energéticas presentes na Terra e a criacdo de regulamentos
governamentais mais rigorosos sobre emissdes de gases, incentivam pesquisas por
novas fontes de energia, principalmente as renovaveis. Sendo assim, fontes de energia
mais sustentaveis como metano, biodiesel, bioetanol e biohidrogénio tém sido mais
exploradas nos ultimos anos (ATABANI et al., 2012).

O desenvolvimento econbmico de um pais é sempre acompanhado do
crescimento da area de transportes, principalmente dos veiculos movidos a diesel,
devido a necessidade do transporte dos produtos da industria e da agricultura. Este
setor consome 30% de toda a energia produzida no mundo e sé perde para o setor
industrial; desses 30%, 80% sdo gastos no transporte rodoviario (ATABANI et al.,
2012). Levando em conta toda a energia usada no transporte rodoviario em 2016, 4%
foi energia renovavel (REN21, 2017). Para que um desenvolvimento econdmico e
industrial sustentavel seja alcancado, é preciso que a dependéncia quanto aos
combustiveis fésseis seja reduzida. E preciso encontrar fontes de energia renovaveis,
sustentaveis, economicamente competitivas, facilmente disponiveis e que causem
menos impactos ambientais e ao sistema climatico que as atualmente utilizadas. O
biodiesel € uma alternativa cada vez mais utilizada e pesquisada por atender a esses
requisitos; entretanto, o biodiesel de 12 geracéo, que é o mais usado atualmente, utiliza
Oleos de plantas comestiveis como matéria-prima, 0 que levanta questbes éticas e
morais. O biodiesel de 22 geracdo utiliza como matéria-prima 0Oleos de plantas néo
comestiveis e residuos como o 6leo de cozinha; entretanto estas matérias-primas
podem ndo ser suficientes para suprir a crescente demanda energética. Uma solucao
gue vem sendo estudada € o biodiesel produzido a partir de 6leo microbiano,

considerado de 32 geracdo; leveduras oleaginosas sdo capazes de metabolizar
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diversas fontes de carbono, incluindo substratos hidrofobicos e residuos, como o
glicerol, que é gerado na prépria indsustria de biodiesel (SITEPU et al., 2014). Muitas
espécies produzem 6leos com composi¢cdo de acidos graxos similares aos 6leos de
plantas usadas na producdo do biodiesel de 12 geracdo, portanto os lipideos de
leveduras também podem ser transformados em biodiesel de 32 geracdo. Assim, a
busca por novas linhagens de leveduras que sejam acumuladoras de lipideos é de
extrema importancia para a potencial aplicacdo destas na producdo de biodiesel,

tornando todo o processo biotecnolégico economicamente viavel.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Energiarenovavel

Com o aumento da populacdo e do desenvolvimento econdmico e tecnoldgico
mundial, ha o aumento da demanda energética; como as reservas fosseis de petréleo
séo finitas e disponiveis em poucos locais do mundo, ha uma necessidade de se
encontrar fontes de energia limpas e renovaveis, que diminuam a dependéncia quanto
aos combustiveis fésseis. Energia limpa e renovavel € um dos pré-requisitos para o
desenvolvimento humano e pode contribuir com a geracdo de renda e oportunidades
de emprego, aumento da qualidade da saude e diminuicdo dos niveis de pobreza
(SEN; GANGULY, 2015). A energia renovavel vem se estabelecendo como uma das
principais fontes energéticas; o seu rapido crescimento é devido a diversos fatores,
como a melhora na competitividade dos custos em relacdo as fontes nédo renovaveis;
iniciativas politicas que influenciam os investimentos; aumento das preocupacoes
ambientais e com seguranca; crescimento da demanda energética em paises em
desenvolvimento; criacdo de politicas mais rigorosas quanto as emissfes de gases
causadores do efeito estufa, dentre outros motivos (SAWIN; SEYBOTH,;
SVERRISSON, 2016).

Em 2016 o consumo mundial de petrdleo representou 33,3% de toda energia
consumida (BRITISH PETROLEUM, 2017). A combustao desses combustiveis foésseis
€ responsavel por mais de 50% das emissdes de gases causadores do efeito estufa
(SEN; GANGULY, 2015). Embora o uso de combustiveis de origem féssil ainda seja
predominante, a energia renovavel vem ganhando espaco a cada ano. Entre 2015 e
2016 houve um aumento de 14,4% no consumo mundial de energias renovaveis
(BRITISH PETROLEUM, 2017). A bioenergia é utilizada principalmente em trés
setores: calor (aquecimento ou resfriamento), eletricidade e transportes. Em 2015
19,3% da energia consumida no mundo foi renovavel, sendo que 10,2% do total
consumido foi de fontes renovaveis modernas (provenientes da combustdo de
biomassa gasosa, liquida ou soélida, em sistemas de conversao altamente eficientes).

Desses 10,2%, 4,2% foi usado no aguecimento por biomassa, solar e geotermal, 3,6%
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de hidroenergia, 1,6% referentes a energia eolica, solar, biomassa e geotermal e 0,8%
referentes a biocombustiveis (Fig. 1). Diferente das fontes renovaveis modernas, a
biomassa tradicional se refere ao uso de carvdo, madeira, residuos agroflorestais e
esterco para a geracdo de energia, comumente usada em areas rurais e paises em
desenvolvimento (REN21, 2017).

Derivados de
petroleo

78,4%

Aquecimento:] Hidroenergia

Biomassa Energia edlica, solar,
tradicional biomassa, geotermal Biocombustiveis

9,1% 1,6% |0,8%

Energia nuclear

2,3%

Figura 1. Fontes de energia consumidas em 2015.
Fonte: Adaptado de REN21, 2017.

A producéo de biocombustiveis cresceu 2,6% mundialmente e diminuiu 4,3% no
Brasil entre os anos de 2015 e 2016, sendo que o pais foi responsavel por produzir
22,5% de todo biocombustivel produzido no mundo em 2016 perdendo apenas para 0s
Estados Unidos, que produziu 43,5% do total (BRITISH PETROLEUM, 2017). O
principal biocombustivel produzido pelo Brasil € o bioetanol, proveniente da cana-de-
acucar; s6 no ano de 2017 foram produzidos quase 180 milhdes de barris no pais. A
producéo de biodiesel € menor, mas o pais € o segundo maior produtor mundial, sendo
que o maior produtor sdo os Estados Unidos (ANP - AGENCIA NACIONAL DO
PETROLEO, 2017). Estima-se que por volta de 2050 o bioetanol e o biodiesel v&o
dominar o mercado global de combustiveis de carros e veiculos pesados (DARVISHI et
al., 2017).



2.2. Biodiesel

Segundo a ANP, o biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira por
meio do Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel (PNPB), criado em 2004,
com o objetivo de implementar a sua producao e uso de forma sustentavel e diminuir a
dependéncia de importacdo do diesel derivado de petréleo. Com isso, no ano de 2008,
a mistura de 2% de biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel passou a ser obrigatéria, e a
partir de novembro de 2014 a mistura passou a ser de 7% em volume. Com o0 aumento
gradual dessa porcentagem que é determinada por leis federais, até marco de 2019 o
teor de biodiesel adicionado ao 6leo diesel passara a ser de 10%. Com isto, a producéo
no pais tem crescido a cada ano; em 2010 foram produzidos pouco mais de 15 milhdes
de barris, ja& em 2017, a producdo foi de quase 27 milhdes de barris, sendo que a
principal matéria-prima do biodiesel no Brasil € o 6leo de soja, seguido da gordura
animal e de outras fontes como o 6leo de palma, amendoim, girassol, mamona,
gergelim, canola e algodao. O éleo de soja também é a principal matéria-prima do
biodiesel no mundo (ANP - AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, 2017).

Biodiesel € definido por um éster monoalquilico de acidos graxos derivados de
lipideos provenientes de 6leos vegetais ou gorduras animais, que € uma alternativa ao
diesel produzido a partir de petréleo (KNOTHE, 2005). O primeiro uso de 6leos
vegetais como combustiveis foi feito por Sir Rudolf Diesel, em Paris, no ano de 1898, a
partir de 6leo de amendoim (MEHER; VIDYA SAGAR; NAIK, 2006). A partir de entéo,
uso do biodiesel como uma fonte de energia renovavel vem sendo cada vez mais
pesquisado, pois este € altamente degradavel, ndo toxico, renovavel e sustentavel.
Além de possuir propriedades similares ao diesel derivado do petréleo, o biodiesel é
compativel com os motores atuais e emite menos gases causadores do efeito estufa
(SITEPU et al., 2014).

Quimicamente, os O6leos e gorduras sao formados por moléculas de
triglicerideos, também chamados triacilgliceréis (TAG), que consiste de trés longas
cadeias de &cidos graxos que fazem ligacdes do tipo éster com uma molécula de
glicerol. Como esses 0Oleos vegetais possuem também fosfolipideos, acidos graxos

livres, esterois, agua e outras impurezas, sao necessarias modificacdes quimicas para
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torna-los biodieseis (MEHER; VIDYA SAGAR; NAIK, 2006). O mais importante dos
processos de conversdo dos Oleos em biodiesel é a reacdo de transesterificacao
(transformacao de um éster em outro éster), em que um 6leo ou gordura € misturado a
um alcool monohidratado de cadeia curta, que pode ser etanol ou metanol, na
presenca de um catalisador (uma base ou um &cido), gerando um éster alquilico de
acido graxo (FAAE) ou um éster metilico de acido graxo (FAME). Além do biodiesel, é
gerado glicerol, que decanta para o fundo do reservatério (KNOTHE, 2005). A reacao

de transesterificacdo é mostrada na figura 2.

CH, [RICOOLH,  |CH,OH

| Catalisador

CH TTOCOR?| + 3CH,OH —— |R’COOCH, + |CHOH

|
CH,|TOCOR’ H, CH,OH
Alcool

_Triglicerideo (metanol Biodiesel Glicerol
(Oleo ou gordura) oy etanol)

Figura 2. Reacgéo de transesterificacdo de triglicerideos.
Fonte: Adaptado de Meher; Vidya Sagar; Naik (2006).

Os triglicerideos comp8em mais de 95% dos 6leos e gorduras e sdo eles os
responsaveis pelas caracteristicas desses lipideos e consequentemente pela
composicdo e qualidade do biodiesel produzido (SILVEIRA, 2011). A estrutura e
algumas caracteristicas dos acidos graxos, como tamanho, grau de saturacao,
ramificacdo da cadeia carbbnica e posicdo das insaturacdes determinam propriedades
do biodiesel como calor de combustdo, estabilidade oxidativa, nimero de cetano,
viscosidade e temperatura de fusdo (KNOTHE, 2005). Existem padrdes de qualidade
de combustivel, determinados em diferentes paises, como por exemplo, Estados
Unidos, Alemanha, Itdlia e Franca; que asseguram a qualidade e garantem a
performance dos combustiveis (MEHER; VIDYA SAGAR; NAIK, 2006). A tabela 1
apresenta algumas das especificacbes nacionais para o biodiesel no Brasil. Em geral,
os FAAEs ou FAMEs podem ser produzidos a partir de qualguer matéria-prima

oleaginosa, mas nem toda matéria-prima pode ser utilizada para a obtencdo de um
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produto que atenda as especificacfes internacionais do biodiesel (RAMOS et al.,
2017). Portanto é importante caracterizar os acidos graxos presentes nos lipideos e
analisar se estes possuem potencial de serem convertidos em biodieseis que atendam

aos padrdes de qualidade exigidos.

Tabela 1. Especificagbes nacionais para o biodiesel no Brasil (Resolucdo N° 5 da ANP de
25/08/2014 — DOU 26/08/2014). Fonte: ANP - AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO, GAS
NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS, 2014).

Propriedades Limites Unidade
Ponto de fulgor 100 min. °C
Viscosidade a 40 °C 3,0a6,0 mm?/s
Cinzas sulfatadas 0,02 méx. %, m/m
Enxofre total 10 max. mg/kg
Teor de éster 96,5 min. %, m/m
Glicerol total 0,25 max. %, m/m
Fosforo 10 max. mg/kg
Metanol e/ou etanol 0,20 méx. %, m/m
Estabilidade oxidativa a 110 °C 8 min. Horas
Teor de agua 200 max. mg/kg
Ponto de entupimento de filtro a frio 19 °C

m: massa

O calor de combustéo indica o quédo adequado é um acido graxo para ser usado
como combustivel; quanto maior a sua cadeia carbdnica, maior o calor de combustéo e
melhor e mais energético € o combustivel. JA a estabilidade oxidativa se refere a
tendéncia do combustivel a ser oxidado, principalmente quando estd armazenado; isso
depende de diversos fatores, como presenca de ar, calor, luz, metal, antioxidantes e
grau de saturacdo da cadeia do acido graxo; 0s biocombustiveis de cadeias
insaturadas tendem a oxidar mais rapidamente do que os de cadeias saturadas. O
numero de cetano indica a qualidade de combustéo e este é inversamente proporcional
ao periodo de tempo entre a injecdo de combustivel e o inicio da combustéo; portanto,

guanto maior o numero de cetano, melhor a qualidade do diesel, e isto esta geralmente
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relacionado a acidos graxos de cadeias mais longas e saturadas. A viscosidade € outra
propriedade importante dos combustiveis, esta € diretamente proporcional a tendéncia
do diesel causar problemas como a formacéo de depdsitos no motor. Os combustiveis
menos viscosos, ou mais fluidos, sdo 0s que apresentam cadeias mais curtas e
insaturadas. Ja quanto ao ponto de fusédo, quanto menor, mais insaturada e ramificada
a cadeia, mais baixo sera o ponto de fusdo e melhor o combustivel (KNOTHE, 2005).
Algumas propriedades dos biodieseis, como nimero de cetano, estabilidade oxidativa,
densidade e viscosidade variam de acordo com as condi¢cdes climaticas da regido
(PATEL et al., 2017).

Levando em conta todas essas informacgdes, conclui-se que ndo existe um
acido-graxo que satisfaca todos os parametros de qualidade, jA que alguns contrariam
0 padrdo 6timo dos outros (LEIVA-CANDIA et al., 2014); entretanto, 6leos com maior
composicdo de acidos graxos monoinsaturados (MUFA), como o acido oleico sdo os
mais indicados, ja que este &cido graxo atende a maioria dos critérios citados acima. A
presenca de altas concentracBes de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) é
indesejada na producéo do biodiesel, pois estes apresentam baixo nimero de cetano e
baixa estabilidade oxidativa (SITEPU et al.,, 2014). Os 6leos das plantas comestiveis
mais usados mundialmente na producdo do biodiesel sdo os Oleos de soja, canola,
girassol, palma, milho e outros vegetais (ATABANI et al., 2012).

2.3. Biocombustiveis de 12, 22 e 32 geracdes

A producédo de biodiesel e bioetanol vem crescendo e se tornando uma fonte
alternativa para o uso do diesel e da gasolina. Os chamados biocombustiveis de 12
geracdo sdo produzidos a partir de cana-de-acucar, milho, 6leos vegetais e gordura
animal, o que levanta o problema do uso de alimentos e de areas de plantio para a
producdo de combustivel (AJANOVIC, 2011). Além disto, sua producdo apresenta um
impacto negativo no preco desses alimentos. Mais de 95% dos biocombustiveis

produzidos mundialmente sdo derivados de Oleos de plantas comestiveis
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(BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011); portanto a utilizacdo de outros tipos de
Oleo tornaria os biocombustiveis ainda mais sustentaveis e aceitaveis socialmente.

O bioetanol e o biodiesel de 22 geracdo sdo produzidos a partir de fontes
organicas ndo comestiveis como biomassa e residuos lignocelulésicos vindos da
agroindustria no caso do bioetanol; no caso do biodiesel podem ser usados 0Oleos de
plantas ndo comestiveis como 6leo de jatropha (Jatropha curcas) e karanja (Pongamia
pinnata), além de residuos de 6leo de cozinha e gordura animal. A utilizacdo de
materiais ndo comestiveis para a producdo de biodiesel e bioetanol de 22 geracédo
apresenta diversas vantagens em relacdo ao uso de fontes comestiveis; como por
exemplo: a possibilidade de plantas ndo comestiveis serem cultivadas em terras ndo
apropriadas para a agricultura; a redugéo das taxas de desmatamento para o plantio; e
no caso do uso dos residuos existe a reducado da sua disposicao incorreta no ambiente,
além da diminuicdo dos custos de producdo (ATABANI et al.,, 2012). Entretanto, a
matéria-prima utilizada na producéo de biodiesel de 22 geracao pode nédo ser suficiente
para atender a crescente demanda global por combustiveis renovaveis; além do que, a
reacao de transesterificacdo € dificultada em alguns tipos de gordura animal devido a
presenca das altas taxas de acidos graxos saturados e no caso da utilizacdo de 6leos
residuais de cozinha, seria preciso a criacdo de uma logistica de coleta desse material.
Ja4 para a utlizacdo de residuos lignocelulésicos na producdo de bioetanol, é
necessario um pré-tratamento que libere os aclcares, e este € oneroso, consome
energia e também libera inibidores no meio, que podem inviabilizar os micro-
organismos fermentadores (LEIVA-CANDIA et al., 2014).

Ha também os biocombustiveis de 32 gera¢do, que no caso do biodiesel sédo
provenientes de micro-organismos acumuladores de 6leos, como microalgas, bactérias,
leveduras e outros fungos. Esses sdo chamados 6leos de célula anica (SCO - single
cell oils) e s&o produzidos por micro-organismos oleaginosos por meio da conversao de
diéxido de carbono (CO,), acucares, acidos organicos, substratos hidrofobicos e outros
em SCO, que sao posteriormente armazenados dentro das células (SITEPU et al.,
2014). Micro-organismos oleaginosos sdo grandes atrativos devido a alta taxa de
crescimento e a capacidade de utilizacdo de diversas fontes de carbono como
substrato para crescimento (ENSHAEIEH; ABDOLI; NAHVI, 2013). Os o0leos
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microbianos trazem vantagens quando comparados aos 0leos de plantas: requerem
menos méao-de-obra; os micro-organismos possuem ciclo de vida mais curto do que as
plantas; é possivel a utilizacdo de terras impréprias para a agricultura no cultivo das
células; a producao acontece durante o ano inteiro, independente do clima ou estacao
do ano; sdo mais faceis de serem produzidos em grande escala (LI; DU; LIU, 2008); em
algumas espécies de micro-organismos o conteudo lipidico pode alcancar 80% da
biomassa, por exemplo a bactéria selvagem Rhodococcus opacus PD630, no estudo
de Gouda; Omar e Aouad (2008). Entretanto, a producdo dos biodieseis de 32 geracéo
ainda nado é capaz de competir com os de 12 e 22 geracfes; para tanto, é necessario se
buscar novas espécies e linhagens de micro-organismos que sejam capazes de
produzir altas concentrac6es de 6leo através da conversdo de substratos de baixo
custo e assim tornar a produgcdo economicamente viavel, além de se desenvolver uma
metodologia de extracao lipidica que seja eficaz e utilize baixos volumes de solvente.
As pesquisas acerca do cultivo de algas para a producdo de biodiesel vém
crescendo a cada ano. Algumas linhagens de algas com alta produtividade acumulam
até 70% do seu peso seco em lipideo, a Chlorella protothecoides UTEX 256 por
exemplo, acumula 62% de conteudo lipidico (CHEN; WALKER, 2011) e a
Schizochytrium limacinum SR21 acumula 71% (CHRISTOPHE et al., 2012), ambas a
partir de glicerol bruto. Mas apesar de esta ser uma matéria-prima promissora devido
as suas altas taxas de crescimento e produtividade e alto conteudo oleoso, ha
desvantagens quanto a sua utilizacdo (ATABANI et al.,, 2012). As microalgas
necessitam de extensas areas para 0 crescimento fotossintético; a producdo esta
sujeita as variacdes climaticas e a contaminagcdo por bactérias e protozoarios; e
requerem grandes volumes de agua para o cultivo e processamento (SITEPU et al.,
2014). Além disso, os 6leos de muitas espécies de microalgas produzem 6éleos com
baixas taxas de MUFA, e altas taxas de PUFA, que sdo indesejaveis na producao de
biodiesel (STANSELL; GRAY; SYM, 2012). Ja as bactérias sdo mais faceis de serem
cultivadas e possuem maior taxa de crescimento; entretanto, estes micro-organismos
acumulam menos 0leo do que as microalgas. A espécie Acinetobacter calcoaceticus,
por exemplo, acumula de 27 a 38% do seu peso seco em forma de lipideo, ja a

Rhodococcus opacus acumula entre 24 e 26%. Além disso, ha poucas espécies de
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bactérias oleaginosas conhecidas e a extracdo dos lipideos € complicada, pois estes se
encontram na membrana externa da parede celular bacteriana (THEVENIEAU;
NICAUD, 2013).

Outros micro-organismos produtores de Oleo microbiano que vém sendo
pesquisados para a sintese de biodiesel de 32 geracdo séo as leveduras oleaginosas.
Estes fungos unicelulares ja vém sendo explorados por décadas para a producdo de
alimentos, suplementos alimentares e produtos quimicos. Os beneficios da utilizacdo
de leveduras na producdo de 6leo sdo os seguintes: podem ser cultivadas em
biorreatores com condicfes controladas; tém crescimento rapido e podem acumular até
80% do seu peso seco em forma de lipideo; podem ser geneticamente modificadas
para produzirem maiores quantidades de 6leo; como s@o seres heterotroficos, sdo
capazes de assimilar diversos tipos de fontes de carbono, inclusive residuos da
indUstria e agricultura; sdo menos susceptiveis a infec¢cdes virais e o cultivo e
manipulagcdo sdo seguros para a saude humana, jA& que h& poucas espécies
patogénicas (SITEPU et al.,, 2014). Com a rapida expansdo do biodiesel, o 6leo
produzido por levedura € uma matéria-prima potencial para a producdo de
biocombustiveis, entretanto, mais pesquisas sdo necessarias a fim de se potencializar
a producdo dos lipideos vindos desses fungos.

Como nao ha na literatura muitas informacdes sobre as propriedades dos
combustiveis feitos a partir de 6leo de levedura, Pinzi e colaboradores (2011) tentaram
determinar como seriam essas propriedades. Para isto, foram utilizadas informacdes
sobre o comprimento da cadeia e grau de insaturacao dos acidos graxos dos lipideos
obtidos de diversas linhagens e espécies de leveduras. Estes dados foram usados na
realizacdo de modelos estatisticos com o objetivo de se determinar as seguintes
propriedades do biodiesel: viscosidade, numero cetano, poder calorifico e a
temperatura do ponto de entupimento de filtro a frio. Essas caracteristicas, quando
comparadas aos combustiveis de Oleo de palma e de canola mostraram que, com
excecao da viscosidade, todas as propriedades do biodiesel de 6leo de levedura se
encaixam nos padrdes de qualidade Europeu EN 14214 e em alguns casos podem ser
melhores do que os biodieseis tradicionais. Quanto a viscosidade, a maioria dos

biodieseis de levedura tiveram valores superiores ao exigido no padrédo de qualidade,
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entdo, até o0 momento esses combustiveis s6 poderiam ser utilizados misturados com
outros dieseis de origem fossil. Portanto, a utilizagdo de SCO provenientes de
leveduras resultaria em um biodiesel de qualidade, que se encaixa nos padrbes
exigidos e com varias vantagens em relacédo aos biodieseis de 12 e 22 geracdes (PINZI
et al., 2011).

2.4. Glicerol como substrato para a producéo de biodiesel

Atualmente, o custo de producdo do biodiesel € 30% mais alto do que dos
dieseis a base de petroleo (DARVISHI et al., 2017). A origem da fonte de carbono que
serd o substrato usado pelo micro-organismo tem muita influéncia no custo final do
biodiesel; em geral, 75% dos custos da producao do biodiesel sdo com a matéria-prima
(ATABANI et al., 2012). Portanto, para que os custos de producdo sejam reduzidos é
essencial encontrar novos tipos de matéria-prima que tenham baixo custo. Com esse
objetivo, o uso de diversos tipos de residuos como substrato vem sendo estudados, por
exemplo: hidrolisados de palha e espiga de milho, bagaco de cana-de-acglcar, amido
de mandioca, palha de arroz e de trigo, restos de 6leo de cozinha, gordura animal e
glicerol. No caso dos residuos lignoceluldésicos, hd a necessidade de um pré-
tratamento, que pode ser quimico, fisico ou biolégico; a fim de separar os componentes
da parede celular vegetal (celulos, hemicelulose e lignina) e aumentar o acesso das
enzimas aos substratos bem como a quantidade de acucares livres. Apés o pré-
tratamento deve ocorrer a hidrolise, que libera os monémeros de acucar contidos nos
polimeros de lignina, celulose e hemicelulose, para o consumo da levedura (SOUZA,
2013). Este pré-tratamento produz inibidores (acido acético, acido férmico, furfural,
dentre outros) no meio de cultura que sao téxicos para as células e podem reduzir a
produtividade (LEIVA-CANDIA et al., 2014).

Outro residuo que pode ser fonte de carbono para as leveduras € o glicerol;
também conhecido como glicerina ou propano-1,2,3-triol. Este € o principal subproduto
da industria de biodiesel que é formado durante o processo de transesterificacdo. A

cada 1000 kg de biodiesel produzidos, sao gerados 100 kg de glicerol bruto, ou seja,
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10% (p/p) do biodiesel produzido (YANG; HANNA; SUN, 2012). Em 2015, a producédo
de biodiesel mundial foi de 30,1 bilhdes de litros, portanto foram gerados cerca de 3,0
bilhdes de litros de glicerol (SAWIN; SEYBOTH; SVERRISSON, 2016). Com o
crescimento da producdo de biodieseis, esse niumero tende a aumentar, juntamente
com a preocupacdo acerca da sua correta disposicdo no ambiente. O que tende a
diminuir é o preco do glicerol puro; antes da expansao da produc¢édo de biodiesel, 1kg
de glicerol puro custava cerca de U$0,35. Atualmente, a mesma quantidade custa
cerca de U$0,03 nos Estados Unidos (YANG; HANNA; SUN, 2012). Esse residuo que
também é formado na industria de bebidas alcodlicas e de sabdo possui multiplos usos
nas industrias farmacéuticas, cosmeéticas, biotecnolégicas e alimenticias
(DOBROWOLSKI et al., 2016), mas ainda ndo o suficiente para utilizar todo o glicerol
produzido pela crescente industria de biodiesel. A utilizacdo efetiva desse residuo iria
aumentar a viabilidade do biodiesel, pois resolveria o problema da disposicdo correta
do glicerol, aumentaria seu valor de mercado, além de reduzir os custos de producédo
de sab&o e do biodiesel.

O glicerol residual da industria de biodiesel possui concentracdo de 75 a 83% de
glicerol, sendo o restante formado por outros componentes (LIU; JI; HUANG, 2015). A
composicédo varia de acordo com o tipo de éleo usado como matéria-prima e com as
condicbes e reagentes usados na reacdo de transesterificacdo (CHATZIFRAGKOU;
PAPANIKOLAOU, 2012). Algumas utilizacdes desse glicerol residual exigem que ele
passe por um processo de purificacdo, pois este contém metanol, sais, acidos graxos
livres, cinzas e outros tipos de matéria organica e impurezas; mas essa purificacdo é
onerosa, consome energia e gera mais residduos. Portanto, o uso desse glicerol bruto
seria a melhor forma de valorizar esse residuo e tornar a producao de biodiesel ainda
mais sustentavel (UCKUN KIRAN; TRZCINSKI; WEBB, 2013). O glicerol € um
composto organico que pertence a funcao alcool, de formula quimica C3HgO3; como é
formado por moléculas de carbono, pode ser uma fonte de carbono para micro-
organismos, que podem utilizad-lo no seu metabolismo e assim transformar esse
residuo em diversos produtos de maior valor agregado. Dentre estes produtos pode-se
citar o 1,3 propanodiol (um precursor da sintese de poliésteres, solventes, da industria

guimica e farmacéutica, produzido por bactérias fermentativas anaerdbias), o0s
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pigmentos alimenticios, etanol, poli-hidroxi-alcanoatos, acido piravico, acido citrico
(produzido por leveduras), biossurfactantes, enzimas microbianas, hidrogénio, manitol
e eritritol (ANDRE et al., 2009).

Além dos produtos citados acima, o glicerol também pode ser metabolizado por
micro-organismos e transformado em lipideos, ou SCO. Em leveduras, o metabolismo
desse residuo acontece da seguinte forma: o glicerol entra na célula por difusdo ou por
transporte ativo, entdo ¢é fosforilado a glicerol-3-fosfato que € oxidado a
dihidroxiacetona-3-fostato (PAPANIKOLAOU et al., 2008). Este entdo entra na via
glicolitica e pode ser convertido a acido citrico, lipideos de reserva ou outros produtos.
O glicerol também pode ser introduzido a estrutura dos TAG que sdo armazenados nos
corpos lipidicos (RAKICKA et al., 2015). Esta fonte de carbono alternativa apresenta
vantagens em relacdo aos acUcares convencionais, incluindo o baixo custo, maior
disponibilidade, maior geracdo de NADPH e menor emissdo de CO, durante o
metabolismo microbiano (QIN et al., 2017). O glicerol bruto gerado na producédo de
biodiesel também possui macroelementos como calcio, potassio, magnésio, enxofre e
sbédio, que podem suprir as caréncias nutricionais da levedura e assim reduzir os
gastos com enriguecimento do meio de cultura (KITCHA; CHEIRSILP, 2011).

2.5. Leveduras oleaginosas

Existem mais de 2000 espécies de leveduras conhecidas, sendo um grupo
taxonomicamente diverso e pertencente a dois dos sete filos do reino Fungi:
Ascomycota e Basidiomycota (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). Somente 3 a
10% das leveduras conhecidas séo consideradas oleaginosas, ou seja, sdo capazes de
acumular mais de 20% da sua biomassa seca em forma de lipideos. Essas espécies
oleaginosas até entdo conhecidas pertencem aos filos Ascomycota (por exemplo:
Metschnikowia pulcherrima, Lipomyces tetrasporus, Cyberlindnera jadinii, Candida
tropicalis, Geotrichum fermentans, Myxozyma melibiosi, Torulaspora delbrueckii,
Kurtzmaniella cleridarum e Yarrowia lipolytica) e Basidiomycota (por exemplo:
Rhodosporidium toruloides, Leucosporidiella cratinivora, Rhodotorula mucilaginosa, R.
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glutinis, Cryptococcus terricola, C. laurentii, Trichosporon oleaginosus, Pseudozyma
aphidis e Moniliella spathulata) (SITEPU et al., 2014).

O fato de que as leveduras oleaginosas sé@o encontradas em diferentes clados,
sugere que a habilidade de armazenar lipideos evoluiu diversas vezes
independentemente ao longo da histéria evolutiva, portanto, os mecanismos pelos
quais essas células acumulam lipideos podem ser bastante diversos. Algumas destas
espécies sdo encontradas em ambientes relativamente secos e pobres em nutrientes,
como superficies de folhas de plantas, areia e solos (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT,
2011). A capacidade de acumular lipideos pode ser uma vantagem adaptiva destes
micro-organismos para sobreviver nestes ambientes.

As leveduras oleaginosas acumulam lipideos principalmente na forma de TAG,
gue corresponde de 80 a 90% do conteudo lipidico, e uma pequena porcao de éster
esterol. Os TAG e o éster esterol ficam armazenados dentro dos corpos lipidicos
intracelulares, que sdo formados por uma monocamada fosfolipidica com diferentes
proteinas embebidas (BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011). Os &cidos graxos
dos TAG sdo formados por cadeias saturadas ou insaturadas, com mais de 12
carbonos. Os acidos graxos mais comumente encontrados nos lipideos das leveduras
oleaginosas sao os acidos oleico (C18:1), palmitico (C16:0), linoleico (C18:2), esteérico
(C18:0), linolénico (C18:3) e palmitoleico (C16:1) (SITEPU et al., 2014). Como estes
também sao os acidos graxos mais obtidos dos 6leos vegetais, os lipideos produzidos
pelas leveduras sdo potenciais substitutos para os 6leos de plantas na producéo de
biocombustiveis. A figura 3 mostra a estrutura dos principais acidos citados acima, com
excecao do 4cido palmitoleico.
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Figura 3. Principais acidos graxos presentes nos TAG (triacilgliceréis) dos lipideos de

leveduras.
Fonte: Adaptado de (RAMOS et al., 2017).

Os acidos graxos também podem ter diferentes finalidades industriais, nédo
somente a producdo de biodiesel. Oleos microbianos que contém &cidos graxos
essenciais sdo de interesse médico e nutricional, estes incluem: acido gama-linolénico
(GLA) (18:3), eicosapentaendgico (EPA) (C20:5), docosahexaendico (DHA) (C22:6) e o
acido araquiddnico (C20:2) (JIN et al., 2015). Os acidos linolénico, GLA e araquidbnico,
por exemplo, pertencem ao grupo dos acidos graxos 6mega 6 (que recebem esta
nomenclatura pois a primeira instauracéo fica no carbono 6 da cadeia), ja os acidos
alfa-linolénico (ALA) (C18:3), DHA e EPA pertencem ao grupo dos &cidos dmega 3.
Ambos 0s grupos sao essenciais na dieta humana para a garantia de uma vida
saudavel (LIU; JI; HUANG, 2015).

Diferentes linhagens da mesma espécie de levedura podem produzir
guantidades e composi¢des distintas de acidos graxos, e isso pode variar para uma
mesma linhagem (SITEPU et al., 2013). A composicdo dos acidos graxos pode
determinar se a aplicacdo do 6leo seria na industria de biocombustiveis ou para fins
nutritivos. Mudancas nas condicbes de cultivo, como concentragdo e fase de
crescimento do indculo inicial, concentracdo e tipo de fonte de carbono, aeracéo,
temperatura de incubacao, disponibilidade de nitrogénio e de ions, também alteram a

concentracdo e a composicado dos lipideos produzidos (LI; DU; LIU, 2008). Poli e
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colaboradores (2014) avaliaram o efeito de diferentes composicbes de meios e
condigbes de cultura na biomassa e no conteudo e perfil lipidico produzidos pela
linhagem Y. lipolytica QU21 (=UFMG-CM-Y327). Foram testados meios com fonte de
nitrogénio organico e inorganico e diferentes taxas de aeracdo (por mudancas no
volume do frasco/volume de meio e na velocidade de agitacdo dos frascos). Ao utilizar
a taxa C/N de 184 (meio com 10% de glicerol puro e 0,1% de (NH,4)?SO,), foi obtido o
melhor resultado, com a producéo de 1,48 g.L™ de lipideo, que corresponde a 30% do
peso seco da levedura.

Apesar do género Yarrowia mostrar pouca ou nenhuma capacidade de degradar
pentoses, como a xilose e arabinose presentes em residuos lignoceluldsicos e ainda
ser intolerante ao furfural, Quarterman e colaboradores (2016) testaram 57 isolados
pertencentes as 13 espécies relatadas do clado Yarrowia quanto a capacidade de
produzir 6leo a partir de hidrolisado de graminea pré-tratado com &cido. Dos 45
isolados de Y. lipolytica testados, a linhagem NRRL YB-419 teve o melhor resultado,
produzindo 6,7 g.L™* de éleo a partir de hidrolisado com concentracéo de 75%. Além
disso, foram encontradas quatro espécies capazes de acumular mais de 20% do peso
seco em lipideos: Candida galli CBS 9723 (24.3%), C. oslonensis Y-48252 (20.3%), C.
phangngensis PT1-17 (50.4%), e Y. keelungensis CBS 11062 (22.2%). Esta ultima
também produziu xilitol, alcancando rendimento de 19,0 g.L™. O xilitol € um agtcar
alcodlico de baixo valor caldrico que pode ser usado por diabéticos e ajuda a prevenir a
carie dentaria (MAKINEN, 1992). Os pesquisadores observaram que as leveduras
foram capazes de consumir a xilose presente no hidrolisado ap6s a deplecdo da
glicose, entretanto o crescimento celular foi menor com o consumo da pentose e esta
foi convertida a xilitol. O 6leo produzido era composto de principalmente acido oleico, o
gue é desejavel na producéo de biodiesel.

Uma linhagem ideal de levedura seria aquela capaz de produzir altas
guantidades de Oleo e de biomassa, utilizar os nutrientes presentes no substrato, ser
tolerante a inibidores quando estes estiverem presentes e produzir os acidos graxos
desejados para o produto final. Esta levedura também teria que ter a capacidade de
crescer rapidamente no substrato utilizado e ter células facilmente lisadas para a

extracdo do Oleo. Portanto, o primeiro passo para que o biodiesel produzido a partir de
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lipideos de leveduras possa competir com o ja comercializado de 6leo vegetal é
encontrar determinada espécie e linhagem de levedura que tenha alta produtividade de
Oleo, alta producdo de biomassa e que utilize residuos como substrato de crescimento.
A producéo de lipideo por esta levedura pode ser otimizada posteriormente, seja por

modificacdes genéticas na levedura selvagem ou alteracdes nas condi¢des de cultivo.

2.6. Sintese de &cidos graxos por leveduras

Os lipideos comecam a ser acumulados dentro da levedura quando algum
nutriente essencial para a proliferacdo celular, em geral o nitrogénio (N), se torna
escasso no meio mas ainda h& carbono (C) em excesso, que € assimilado pelas
células e convertido em TAG. Enquanto ha N no meio, ocorre a fase de crescimento
das células e o fluxo de carbono assimilado é distribuido entre a sintese de
carboidratos, lipideos, acidos nucléicos e proteinas. Como o N é necessario na
producdo dos acidos nucléicos, proteinas e na multiplicacdo celular, a taxa de
crescimento diminui rapidamente quando ha a sua deplecao, enquanto que o fluxo de
carbono passa a ser focado na sintese de lipideos e ocorre 0 acumulo de TAG nos

corpos lipidicos. A figura 4 ilustra cada uma destas fases.
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Figura 4. Fases de crescimento, transicdo e acumulacéo de lipideo.

O acumulo de lipideos ocorre quando h& a deplec¢é@o do nutriente limitante (no caso o nitrogénio), mas
ainda existe uma grande concentra¢édo de carbono no meio.
Fonte: adaptado de Beopolos e colaboradores (2009).

Em micro-organismos ndo oleaginosos, a mesma situacdo acarretaria na
mudanca do fluxo de carbono do crescimento celular para a sintese de polissacarideos
como glicogénio, glucanas e mananas (BEOPOULOS et al., 2009). Outros nutrientes
essenciais poderiam ser limitados além do nitrogénio, como magnésio, zinco, ferro ou
fésforo. No entanto, a limitacdo do N é a mais usada na producao de lipideos, pelo facil
controle e maior eficiéncia na sintese de lipideos. Isso acontece porque a falta desse
nutriente induz uma cascata de reacbes que levam a acumulacdo de citrato e a
formacdo de acetil-CoA, que € o principal precursor da sintese de acidos graxos
(RATLEDGE, 2004).

A taxa C/N tem influéncia direta na duracdo de cada uma das trés fases de
crescimento da levedura quando esta se encontra sob limitacdo de N. As fases sao de
crescimento exponencial; diminuicdo da proliferacédo e acumulagéo de lipideos; e a fase
estacionaria, em que ainda ocorre a acumulacdo de lipideos, mas a célula comeca a

usar o carbono presente nessas reservas (BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN,
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2011). A duracdo de cada fase ira influenciar na quantidade de lipideo produzida, por
isso é importante se determinar a taxa C/N que resultard em uma maior produtividade.

Ao variar a taxa de C/N do meio, diferentes metabolismos podem ser
observados: somente crescimento com proliferacdo celular, producdo de acidos
organicos, ou producdo e acumulacao de lipideos. Uma taxa C/N muito elevada ira
resultar na producdo de metabdlitos secundarios, no caso o &cido citrico, e ndo na
producédo de lipideos (BEOPOULOS et al., 2009). Estudos verificaram que a as taxas
de C/N iguais a 75, 100 e 150 resultaram em producéo de biomassa e de lipideos por
uma linhagem selvagem de Y. lipolytica sem diferengas significativas, quando a fonte
de carbono era glicerol puro. A taxa de C/N igual a 100 usando glicerol bruto foi a mais
eficiente (DOBROWOLSKI et al., 2016). Poli e colaboradores (2014) testaram cinco
valores de C/N, 16, 36, 184, 276 e 368, obtendo o melhor resultado de producéo
lipidica com C/N igual a 184 com a linhagem de Y. lipolytica QU21 (=UFMG-CM-Y327)
isolada de queijo.

Os lipideos podem ser produzidos por duas vias de metabolismo nas leveduras:
a via de novo e a via ex novo. Quando o substrato disponivel € hidrofébico, geralmente
a via utilizada sera a ex novo e esta € independente da exaustdo de N do meio; quando
o substrato € hidrofilico, como o glicerol, a via usada sera a de novo (QIN et al., 2017).

Na via de sintese de novo ha a producdo dos precursores dos acidos graxos,
como acetil-CoA e malonil-CoA e o posterior elongamento da cadeia carbbnica. A
glicose ou glicerol entram na célula e sdo convertidos a piruvato, que entra na matriz
mitocondrial e € catalisado a acetil-CoA e oxalacetato pela enzima piruvato-
desidrogenase. Este acetil-CoA pode entrar no ciclo de Krebs ou pode ser transportado
para o citoplasma para participar da biossintese de acidos graxos. Mas como a
membrana interna da mitocondria € impermeavel ao acetil-CoA, este se junta ao
oxalacetato formando citrato, que € entdo exportado para fora da mitocondria pelo
transportador citrato-piruvato. Nas leveduras néo oleaginosas, o acetil-CoA provém da
glicolise de acucares; j4 nas leveduras oleaginosas, o acetil-CoA também provém do
excesso de citrato do ciclo de Krebs (BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011).

Na via de novo a escassez de N provoca uma rapida redugédo na concentracdo

de AMP (adenosina monofosfato) devido a uma enzima que degrada a AMP e libera
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fons NH;" (amdnia) que servem como uma fonte extra de N. A reducdo do AMP altera
o ciclo de Krebs e o citrato se acumula dentro da mitocéndria. Ao chegar a um nivel
critico, o citrato vai para o citoplasma, onde é clivado pela enzima ATP citrato liase
(ACL), gerando oxalacetato e acetil-CoA; este acetil-CoA sera usado entdo na sintese
de acidos graxos (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). A figura 5 ilustra a via de

transporte de citrato da mitocondria para o citoplasma.

Glicose
NAD*
NADH D
NADPH F'irl.l‘lul’atl:l- ---------------- Firuvatu .
Piruvato
NADP* Enzima carboxilase
madlica Piruvato
desidrogenase
Malato
NAD* Acetil-CoA Oxalacetato
Malato
NADH desidrogenase
Oxalacetato
Citrato
ACL sintase
e Citrato ------- o R ———— Citrato
Colh
CITOPLASMA MITOCONDRIA
Sintese de

acidos graxos

Figura 5. Via de transporte de citrato da mitocdndria para o citoplasma.

Apbs entrar na mitocdndria, o piruvato é convertido a acetil-CoA, que condensa com o oxalacetato para
formar citrato. Quando o nivel de citrato na mitocéndria é alto, ele entra no citoplasma, onde é clivado
para formar acetil-CoA e oxalacetato. ACL: ATP citrato liase.

Fonte: adaptado de Liang e Jiang, 2013.

Apés a generacdo de acetil-CoA no citoplasma ocorre a formagdo de malonil-
CoA, um composto de 3C, a partir da adicdo de CO, ao acetil-CoA, com acao da
enzima Acetil-CoA Carboxilase, que é dependente de biotina (Fig. 6). A seguir

acontece a via de elongacéo dos acidos graxos, que depende do complexo enzimatico
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acido graxo sintase (AGS). Este fica no citosol e requer a presenca de acetil-CoA, que
€ a unidade biosintética inicial, e de malonil-CoA, que é a unidade de elongacao que
fornece dois carbonos a cada fase do crescimento da cadeia do &cido graxo
(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). Para cada passo da elongacdo do acido graxo,
sdo necessarias duas moléculas de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato), que podem ser produzidas pela enzima médlica (que converte malato em
piruvato) ou pela via das pentoses (BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011).

0 €0, C00- 0
\,\ Biotina I -
CH;—C—5CoA > CH,—C—5C0A
; /” AcetikCoA :
Acetil-CoA ATP Carboxilase ADP +P, Malonil-Coa

Figura 6. Formacg&o de malonil-CoA.
A enzima enzima Acetil-CoA-Carboxilase, que é dependente de biotina, adiciona uma molécula de CO,
ao acetil-CoA para formar o malonil-CoA.

Duas enzimas sdo importantes durante a fase de acumulo de lipideos pela via
de novo: a enzima malica e a ATP citrato liase. A presenca da ACL é necesséria na
acumulacao lipidica, mas o fato de uma levedura a possuir ndo garante que esta seja
oleaginosa (MENG et al., 2009). Um estudo comparou 0s genomas de micro-
organismos oleaginosos e ndao-oleaginosos e confirmou a presenca de genes
envolvidos na formacdo da ALC em leveduras e fungos filamentosos oleaginosos e a
sua auséncia nos ndo-oleaginosos (VORAPREEDA et al., 2012).

Na via ex novo, acidos graxos, 6leos ou alcanos presentes no exterior da célula
sdo hidrolisados por enzimas lipases e o0s acidos graxos liberados sdo entéo
transportados para o interior da célula na forma de CoA-tioésteres que entram na via
de armazenamento para produzir os lipideos. Algumas espécies que utilizam a via ex
novo sao Cyberlindnera jadinii, Candida rugosa, Y. lipolytica e Candida colliculosa
(BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011). Esta via ndo depende da escassez se

N do meio, e ocorre simultaneamente ao crescimento celular. Na presenca de
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substratos hidrofébicos, o complexo enzimatico AGS e a enzima ACL sao inibidos.
Portanto, se 0 meio de cultura apresentar um substrato hidrofilico (como glicose ou
glicerol) e longas cadeias hidrofébicas (mesmo que em baixas concentragdes), na
maioria das vezes a via de sintese de novo ndo acontecera (BEOPOULOS; NICAUD;
GAILLARDIN, 2011).

A elongacdo e dessaturacdo da cadeia carbdnica dos acidos graxos produzidos
tanto na via de novo quanto na ex novo (normalmente os acidos C16:0 ou C18:0)
ocorrem posteriormente no reticulo endoplasmatico, pela acdo das enzimas elongase e
dessaturase. Cada espécie de levedura possui tipos diferentes dessas enzimas, o que
acarreta em diferentes tipos de &cidos graxos sendo produzidos por linhagens e
espécies distintas. Com os &cidos graxos formados, ocorre entdo a via de
armazenamento dos lipideos, em que os acidos graxos sao ligados a uma molécula de
alcool, no caso o glicerol para formar o TAG; ou a uma molécula de esterol, para formar
0 éster esterol; que sdo armazenados nos corpos lipidicos e servem de reserva
energética para a célula. Esses TAG podem ser hidrolisados por enzimas chamadas
triacilglicerol lipases, fornecendo acidos graxos livres para a sintese de membranas
lipidicas e para atender as demandas energéticas da célula (BEOPOULOS; NICAUD;
GAILLARDIN, 2011). Teoricamente, o rendimento da producao lipidica por substrato é
de 0,32¢g/g de glicose e 0,30g/g de glicerol, mas na pratica, o rendimento lipidico é de
aproximadamente 0,22 g/g de glicose (JIN et al., 2015) e de 0,12 g/g de glicerol, devido
aos gastos com biomassa e outros produtos (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).

2.7. Yarrowia lipolytica

Pertencente ao filo Ascomycota, Y. lipolytica comecou a ser usada
comercialmente em 1970, na sintese de acidos organicos (QUARTERMAN et al.,
2016). E a espécie tipo do género, que foi descrita por van der Walt e von ARX em
1980. Como a espécie é muito diferente de Saccharomyces cerevisiae quanto aos
aspectos genéticos, evolutivos e fisioldgicos, esta levedura teve o genoma mitocondrial

sequenciado em 2001 por Kerscher e colaboradores, e 0 genoma nuclear completo em



24

2004, por Dujon e colaboradores. A espécie possui diversos usos industriais, como
producdo de proteases, lipases e de &cido citrico, que é usado na industria de
fermentacdo (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). Também possui a capacidade
de acumular agUcares alcoodlicos (como manitol, eritritol e arabitol) (EGERMEIER et al.,
2017), entretanto a producdo de outros metabdlitos pode ser uma desvantagem
qgquando o objetivo € a producdo lipidica. A levedura é classificada como sendo
geralmente reconhecida como segura (GRAS), segundo a Food and Drug
Administration dos Estados Unidos, podendo ser utilizada para a producédo de acido
citrico e também ter a biomassa consumida por humanos (DARVISHI et al., 2017).
Esta espécie é encontrada em ambientes variados, desde ambientes marinhos, areia,
superficie de folhas, solos e ambientes ricos em lipideos. Também € encontrada como
um contaminante de queijo e carne de aves crua (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT,
2011).

Y. lipolytica possui metabolismo aerdbio estrito, ndo fermentativo, capaz de
degradar compostos hidrofébicos como N-alcanos, acidos graxos, 6leos e gorduras,
por isso é frequentemente encontrada em ambientes com esse tipo de substrato. Essa
habilidade se da devido a presenca de lipases e de diversos genes envolvidos no
metabolismo de substratos hidrofobicos, resultando na capacidade de acumulacédo de
lipideos em até 60% do seu peso seco, 0 que a classifica como uma levedura
oleaginosa. Os lipideos sdo acumulados nos corpos lipidicos tanto pela via de novo
guanto pela ex novo e mais de 90% € composto de TAG, sendo o restante éster
esterol. A espécie apresenta menores taxas de conteudo lipidico (pode alcancar cerca
de 60% do peso da biomassa seca) em relacdo a outros géneros como Cryptococcus,
Lipomyces, Rhodotorula, Rhodosporidium e Trichosporon, que acumulam ente 60 e
70% (BEOPOULOS et al., 2009); entretanto, Y. lipolytica € a Unica espécie capaz de
acumular altas concentracdes de acido linoleico, podendo ultrapassar 50% do total de
acidos graxos produzidos em algumas linhagens (BEOPOULOS; NICAUD;
GAILLARDIN, 2011)

A capacidade de utilizacdo de substratos hidrofobicos por Y. lipolytica também
se deve as seguintes caracteristicas: essa levedura sintetiza biossurfactantes, como o

liposan, que solubilizam esses substratos; modifica a superficie celular para facilitar a
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adesdo e aumentar o contato com as goticulas hidrofébicas; e possui mecanismos
complexos de transporte para incorporar o carbono (FICKERS et al., 2005). A espécie
ndo é capaz de assimilar a maioria dos agucares conhecidos, mas dentre os substratos
assimilados, se encontra o glicerol. A utilizagcdo do glicerol bruto j& foi mostrada para Y.
lipolytica, apesar da presenca de véarias impurezas prejudicar o crescimento da
levedura (DOBROWOLSKI et al., 2016).

Y. lipolytica geneticamente modificada € usada para a producado industrial dos
acidos graxos poli-insaturados EPA e DHA, que séo pertencentes a familia do 6mega-3
e possuem alto valor nutricional (RATLEDGE, 2004). Devido a capacidade de degradar
substratos hidrofobicos, a espécie também € usada em processos de biorremediacao,
reduzindo a demanda quimica de oxigénio (DQO) de aguas contaminadas com 6leos,
acucar, fosfato, fenol, corantes e metais (BEOPOULOS et al., 2009). Outra
caracteristica relevante para a sua utilizacdo biotecnoldgica é que diferentes linhagens
da espécie apresentam diferentes morfologias e produzem diversos tipos e
concentracfes de metabolitos; essas diferencas parecem estar associadas ao local em
gue a linhagem foi isolada (EGERMEIER et al., 2017).

Essa espécie vem sendo usada como um organismo modelo para o estudo dos
mecanismos envolvidos nas vias metabdlicas de acumulacdo de lipideos
(BEOPOULOS et al.,, 2009). Y. lipolytica possui caracteristicas Unicas, tem o
metabolismo voltado para a acumulacéo de lipideos, é capaz de degradar substratos
hidrofobicos incluindo residuos agroindustriais e € uma espécie com o metabolismo e
genoma muito bem estudados, e estes fatores estimulam as buscas por uma linhagem
dessa espécie que seja capaz de produzir altas taxas de lipideos, com potencial
aplicacdo na industria de biodiesel. Além disso, como se conhece seu genoma e seus
mecanismos de producdo de Oleo, esta € uma espécie mais facil de ser modificada
geneticamente.

Dobrowolski e colaboradores (2016) testaram a producdo de lipideos pela
linhagem de levedura selvagem Y. lipolytica A101 isolada de solo contaminado por
gasolina e diesel, em cinco tipos de residuos de industria (sendo trés de industria de
biodiesel, um de sabdo e um de estearina; glicerol puro foi usado como controle), que

continham concentracdes de glicerol bruto de 42 a 87%. A levedura apresentou
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crescimento satisfatorio nos cinco tipos de residuo, mas o melhor resultado obtido em
relagdo a producdo lipidica foi com o glicerol proveniente do processo de
saponificacdo, em que houve a producéo de 1,69 g.L ™" de 6leo, que equivaleu a 25% do
peso da biomassa seca. Além disso, os acidos graxos produzidos apresentaram
potencial como matéria-prima para a producdo de biodiesel, pois possuem baixas
concentragfes de acidos PUFA. Este foi o primeiro trabalho publicado a relatar a
producéo de lipideos a partir do glicerol bruto oriundo da industria de sab&o.

Outra forma de se reduzir os custos da producédo de biodiesel, seria por meio da
utilizacdo nao so6 dos lipideos produzidos pela levedura, mas também das proteinas,
carboidratos e outros nutrientes presentes nas células; essa biomassa poderia ser
utilizada na alimentacdo de animais e também na producdo de gas metano para

geracao de energia através de biodigestores (MENG et al., 2009).
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3. JUSTIFICATIVA

As desvantagens do uso de combustiveis fésseis, como a poluicdo ambiental,
precos cada vez maiores e a hatureza finita destes compostos, incentivam pesquisas
por novas fontes de energia, principalmente as renovaveis. A producdo de biodiesel
crescendo e se tornando uma fonte alternativa para o uso de diesel e gasolina,
entretanto, os biodieseis de 12 geracdo sao produzidos a partir de Oleos vegetais e
gordura animal, o que levanta os problemas do uso de alimentos e de areas de plantio
para a producdo de combustivel e 0 aumento no preco desses alimentos. Além disso,
durante o processo de producdo do biodiesel ha a geracdo de glicerol, que é uma
fonte de carbono desvalorizada no mercado: a cada 1000 Kg de biodiesel produzidos,
sdo gerados 100 Kg de glicerol.

Uma das formas de energia renovaveis que vem sendo estudada é a producao
de biocombustiveis a partir de micro-organismos que utilizam residuos como fonte de
carbono. Os 6leos microbianos possuem composi¢do similar a dos 6leos de plantas e
também podem passar por um processo de transesterificacdo e serem convertidos a
biodiesel. Estes 6leos sdo produzidos por micro-organismos oleaginosos, que sdo
aqueles capazes de acumular mais de 20% da sua biomassa em forma de lipideos,
dentre eles estdo bactérias, microalgas e leveduras.

A producéo de biodiesel a partir de lipideos de leveduras oleaginosas apresenta
diversas vantagens: € mais facil de se produzir em grande escala, a producédo é
independente de clima ou estacdo do ano, as leveduras apresentam baixo risco a
salde humana quando comparadas a outros micro-organismos e algumas espécies
podem acumular até 80% de conteudo lipidico. Além disso, as leveduras podem ser
geneticamente modificadas para aumentar a produtividade e sdo capazes de assimilar
diversos tipos de fontes de carbono, inclusive residuos da industria e agricultura. A
espécie Yarrowia lipolytica € um modelo para o estudo do metabolismo do acumulo
lipidico; ela produz até 60% de conteudo lipidico, ja € utilizada industrialmente na
producdo de metabdlitos, é capaz de degradar compostos hidrofébicos e residuos
como o glicerol, € reconhecida como segura e possui 0 genoma nuclear completo

sequenciado, o que facilita a sua manipulagéo genética.
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A habilidade das leveduras oleaginosas em produzir lipideos leva ao uso dessas
espécies para a producdo de Oleos com valor adicional, a partir de matériais
desvalorizados no mercado. A composicao lipidica e a capacidade de acumulagéo de
cada espécie e linhagem de levedura dependem fortemente das condicdes de
crescimento e cultura. Desse modo, para o desenvolvimento de biocombustiveis a
partir de 6leo microbiano, é essencial a identificacdo e caracterizacdo de espécies e
linhagens capazes de produzir altas concentrac6es de Oleo a partir de matéria-prima

abundante e de baixo custo, como o glicerol.
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4. OBJETIVOS
41. Geral

Caracterizar e quantificar a producédo de lipideos por diferentes linhagens de
Yarrowia lipolytica, visando encontrar leveduras que produzam altos niveis de 6leo e

com composicao adequada para o uso na producao de biodiesel.

4.2. Especificos

1- Quantificar os lipideos produzidos pelas diferentes linhagens de Y. lipolytica,
a partir do consumo de glicerol puro, nas temperaturas de 15 e 25 °C.

2- Selecionar a linhagem que apresentar melhor producéo lipidica a partir de
glicerol puro e fazer ensaio em glicerol bruto, quantificando os lipideos
produzidos.

3- Auvaliar o consumo de glicerol puro e bruto pelas linhagens testadas.

4- Caracterizar e quantificar os acidos graxos produzidos.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Linhagens de leveduras e manutencao

Foram selecionadas cinco linhagens da espécie Yarrowia lipolytica de modo a
testar micro-organismos isolados de diferentes substratos (areia de praia, queijo e
liguens) e de diferentes localidades (Rio de Janeiro, Paran& e continente Antartico).
As linhagens utilizadas no trabalho foram: Yarrowia lipolytica UFMG-CM-Y4427 isolada
de areia no Rio de Janeiro; Y. lipolytica UFMG-CM-Y4187 isolada de areia do Parana;
Y. lipolytica UFMG-CM-Y6114 isolada de queijo artesanal, Y. lipolytica UFMG-CM-
Y6189 isolada de liquens do continente Antartico e Y. lipolytica UFMG-CM-Y327 (= Y.
lipolytica QU21) também isolada de queijo artesanal (esta ultima linhagem foi a mesma
utilizada por Poli et al., 2014). Os isolados pertecem a Cole¢cdo de Micro-organismos e
Células da Universidade Federal de Minas Gerais, onde estéo preservadas a -80 °C.

5.2. Condicdes de cultivo

As leveduras foram cultivadas em &gar YM (glicose, 10 g-L™; peptona, 5 g-L™%;
extrato de levedura, 3 g-L™; extrato de malte, 3 g-L™ e 4gar, 20 g-L™*) e incubadas a 28
°C por 48 horas. Uma alcada das colbnias crescidas no agar YM foi cultivada em agar
YPD (extrato de levedura, 10 g-L™*; peptona, 20 g-L™; glicose, 20 g-L™* e &gar, 20 g-L™?)
a 28 °C por 24 horas, para formar um tapete de células. Um terco das células de cada
placa, correspondendo a uma média de 0,5 g-L* de células em peso seco, foi
inoculado em Erlenmeyers de 125 e 250 mL contendo 35 e 75 mL de meio
respectivamente (dessa forma a taxa entre o volume do Erlenmeyer e o volume de
meio foi aproximada, para n&o influenciar na aeragéo). O meio de cultura continha 10%
de fonte de carbono e 0,1% de fonte de nitrogénio (glicerol, 100 g.L™; (NH,)2SO04, 1 g-L°
- enriquecidos com KH,PO, 1 gL' e MgCL.6H,O, 0,5 g-L?); este meio foi
desenvolvido por Poli e colaboradores (2014), visando uma maior produtividade de
lipideos, com uma taxa C/N de 184. Os Erlenmeyers de 125 mL foram incubados a 15
°C e os Erlenmeyers de 250 mL a 25 °C, ambos em shakers a 150 rpm. Todos 0s

meios foram autoclavados a 121°C por 15 minutos e cada ensaio foi realizado em 15
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Erlenmeyers (3 referentes as triplicatas, para os dias 4, 6, 8, 10 e 12 que foram
analisados), com o objetivo de se evitar possiveis contaminacfes caso 0S ensaios
tivessem sido realizados em apenas um grande Erlenmeyer.

Inicialmente, a fonte de carbono utilizada no cultivo de todas as linhagens foi o
glicerol puro; a partir dos resultados de producéo lipidica foram escolhidas as duas
melhores linhagens para a realizagdo de um ensaio com glicerol bruto como fonte de
carbono. O glicerol bruto usado foi obtido de uma industria de biodiesel. Sua
composicdo é a seguinte: conteudo de glicerol, 82,73% p/p; cinzas sulfatadas, 6,3%;
NacCl, 5,15%; cloreto, 3,3%; sbdio, 2,02%; metanol, 0,008% (POLI et al., 2014), este foi
usado em uma concentracao de 10% e foi a Unica fonte de carbono do meio.

Todos os cultivos foram feitos em triplicata. A primeira analise foi feita apos 96
horas de cultivo e apds isto, a cada 48 horas (até completar 12 dias de cultivo,
totalizando cinco analises para cada linhagem de levedura, sendo estas nos dias 4, 6,
8, 10 e 12). Em cada andlise foram determinados a biomassa em peso seco, 0
consumo da fonte de carbono e foi feita a extragdo e quantificacéo dos lipideos de cada

uma das triplicatas.

5.3. Determinacédo da biomassa seca

A cada dois dias de cultivo no shaker, foram colocados em um tubo falcon de 50
mL previamente pesados: 10 mL de cultura dos frascos de 125 mL e 30 mL de cultura
dos frascos de 250 mL. Os tubos foram centrifugados a 2200 g durante 10 minutos e 1
mL do sobrenadante foi guardada para analise do consumo de carbono. Os pellets
foram lavados duas vezes com 15 mL de agua destilada. Os tubos com os pellets eram
mantidos a 55 °C e pesados diariamente até atingirem peso constante. Metodologia de
Poli e colaboradores (2014).
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5.4. Extracao dos lipideos

A cada dois dias de cultivo, foram transferidos 10 mL de cultura para um tubo
falcon de 50 mL. Os falcons foram centrifugados a 2200 g por 10 minutos. O pellet foi
lavado duas vezes com agua destilada.

As biomassa foi ressuspendida em 15 mL de agua destilada e as células
rompidas no IKA Ultra Turrax T 18 digital com elemento dispersor S18N-19G, a 21000
rpm, em 2 ciclos de 2 minutos, com intervalo de 1 minuto entre eles. A 4gua contendo
as células rompidas foi transferida para um Erlenmeyer de 100 mL, onde foram
adicionados 37,5 mL da solugdo CHCI3:MeOH (2:1 v/v) para a extracao dos lipideos
das células rompidas (FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957). Os frascos fechados
foram mantidos em shaker a 200 rpm, 28 °C até o dia seguinte.

A fase liquida foi filtrada em membranas de papel e o filtrado foi centrifugado a
1600 g, por 8 minutos, para otimizar a separacao das fases. A fase superior contendo o
metanol e a agua foi removida com uma pipeta Pasteur de vidro e descartada. A fase
inferior, que continha cloroférmio e os lipideos extraidos foi transferida para um tubo de
cintilacdo previamente pesado e o0 solvente foi evaporado usando o Speed Vac
Concentrator Savant SPD121P (Thermo Scientific, USA). Ap6s a secagem completa do
solvente, o tubo de cintilacdo foi pesado novamente para a determinacédo da producéo
lipidica.

A partir dos valores de peso seco da biomassa e do peso do lipideo produzido
pode-se calcular o conteudo lipidico produzido em porcentagem de cada uma das
triplicatas, pela seguinte férmula matematica: Rendimento lipidico (g.L™) x 100/ Peso

seco (g.L™). Metodologia adaptada de Poli e colaboradores (2014).

5.5. Determinacéo do perfil de &cidos graxos

Os acidos graxos presentes nos 6leos foram analisados no Laboratorio de
Combustiveis da Universidade Federal de Minas Gerais. Foram selecionadas duas

amostras de 6leo do 12° dia de ensaio de cada uma das leveduras, de ambos os
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ensaios a 15 e 25 °C com glicerol puro. JA dos ensaios com glicerol bruto, foram
selecionadas duas amostras de cada tempo analisado. Essas foram analisadas por
cromatografia gasosa para determinacao do perfil graxo. Os resultados nao informam
gual a concentracdo de cada acido graxo, mas sim a propor¢cdo em porcentagem que
cada acido representa no total analisado. Foram considerados apenas 0s picos que
corresponderam com os picos do padrdo, que identifica 34 tipos de &cidos graxos. A
area de cada pico informa qual a sua porcentagem em relacdo a todos 0s picos
considerados. A partir desses resultados foi feito o calculo da média entre as
duplicatas.

Para a caracterizacao dos acidos graxos, os lipideos celulares foram convertidos
a éster metilico de &cido graxo (FAME) de acordo com a seguinte metodologia.Cada
amostra de Oleo foi transferida para um vial e foi adiconado 100 pL de solucdo de KOH
(hidréxido de potassio) 1 mol.L'1. O vial foi agitado no vortex e colocado em banho
termostatico a 65 °C por 20 minutos; ap06s o resfriamento foram adicionados 400 pL de
solucao de HCI (acido cloridrico) 20%, 20 mg de NaCl (cloreto de sodio) e 600 pL de
acetato de etila. O vial foi agitado no vortex e deixado em repouso por 5 minutos. 300
pL da fase organica (superior) foram transferidos para outro vial, essa fase organica foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio. Foram entdo adicionados 100 pL de solugdo BF3
(trifluoreto de boro) 14% em metanol e os vials foram novamente agitados no vortex e
colocados em banho a 65 °C por 10 minutos. Apos o resfriamento da amostra foram
adicinados 500 pL de metanol grau HPLC e cerca de 100 mg de sulfato de sédio
anidro. A solucéo foi filtrada em filtros com poros de 0,2 um.

Os FAME foram analisados no cromatografo gasoso equipado com
spectrometria de massas (GCMS-QP5050A, Shimadzu, Japan) e coluna capilar DB-
WAX (30m x 0.25mm x 0.25um). A temperatura do detector era de 260°C e do injetor
250°C. O seguinte programa de temperatura foi usado para a separacédo dos FAME: 70
°C, com aumento gradual de 4 °C por minuto até atingir a temperatura final de 230 °C,
gue era mantida por 10 minutos. O gas carreador foi gas hélio com velocidade linear de
28,1 cm.s*. O volume de injecdo foi de 1uL com taxa de separacdo de 1:50. A
identificagdo dos FAME foi avaliada usando Supelco 37 Component Fame Mix
(10mg/mL - Sigma) como padréo e a quantificagdo pela normalizagéo da area. Cada
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amostra foi analisada durante 30 minutos. Metodologia de Christie (1989) e Instituto
Adolfo Lutz (1985).

5.6. Analise do consumo da fonte de carbono

Para a andlise da concentracdo de glicerol consumido, 1,0 mL do meio de
cultura inicial e do sobrenadante de cada amostra foram armazenados em microtubos
de 1,5 mL, que posteriormente foram filtrados, diluidos e analisados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se o cromatdografo Shimadzu (Shimadzu,
Japao), de acordo com as seguintes condi¢cdes: coluna Supelco Analytical C-610 H,
mantida a temperatura de 45°C; volume de injecdo de 20uL; detector de indice de
refracdo RID 10-A; a fase mével usada foi H,SO, 5 mM. Também foi determinada a

curva padréao do glicerol puro e os resultados foram comparados com essa curva.

5.7. Anaélises estatisticas
Todas as etapas dos experimentos foram feitas em triplicata (cultivo nos
Erlenmeyers, determinacdo da biomassa seca, extracdo lipidica e determinacdo da
producdo lipidica). Foram calculadas as médias dos resultados e estas foram
comparadas por analise de variancia (ANOVA) (p-valor <0,05). As diferencas entre as
médias dos experimentos foram analisadas com o teste de Scott-Knott (p-valor <0,05),
através do programa de analise estatistica Sisvar (FERREIRA, 2011), para determinar

se as diferencas foram estatisticamente significativas.



35
6. RESULTADOS

6.1. Analise da biomassa, producdo lipidica e consumo de glicerol puro nos

ensaios a15°C

A tabela 2 apresenta os resultados dos ensaios com glicerol puro a 15 °C, com
os valores da média das triplicatas e seus respectivos desvios padrbées para cada um
dos tempos de analise. S&o apresentados os valores da biomassa em peso seco,
rendimento lipidico, conteudo lipidico, glicerol consumido e rendimento de 6leo por
substrato consumido (Yys). Os valores de cada coluna que apresentam a mesma letra
no exponente ndo apresentam diferencas estatisticas significativas.

Das cinco linhagens de Y. lipolytica cultivadas a 15 °C, nenhuma foi capaz de
produzir mais de 20% do seu peso seco na forma de lipideos nos parametros de cultivo
utilizados e com a metodologia de extracdo descrita neste trabalho. Portanto nesta
temperatura nenhuma das linhagens pode ser considerada oleaginosa. Trés isolados
produziram valores proximos a 20%, sendo eles: UFMG-CM-Y6114, com 16,79% =
0,39, UFMG-CM-Y6189, com 15,80% + 1,47 e UFMG-CM-Y4187, que produziu 18,59%
+ 1,19; ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os trés resultados de
conteudo lipidido para estas linhagens. Entretanto, o rendimento lipidico do isolado
UFMG-CM-Y4187 foi significativamente maior (1,46 + 0,30 g.L™") do que dos isolados
UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y6189, (1,25 + 0,00 gL* e 1,21 + 0,06 g.L™,
respectivamente).

O isolado UFMG-CM-Y4427 foi o que apresentou os resultados mais baixos de
contetdo e rendimento lipidico, alcancando somente 7,40% + 2,93 e 0,63 + 0,09 g.L™,
entretanto foi o que obteve maior valor de biomassa (9,45 + 0,44 g.L™"). Os dois fatores
combinados, alta taxa de biomassa e baixa producao lipidica, resultaram nos menores
valores de conteudo lipidico. Este isolado foi um dos que consumiu mais glicerol (49,5
g.L™"), assim como o isolado UFMG-CM-Y327 (49,86 + 8,27 g.L™).

Considerando a méaxima producédo de biomassa de cada isolado a 15 °C, houve
variagéo de 7,45 + 0,17 g.L™! (UFMG-CM-Y6114) a 9,45 + 0,44 (UFMG-CM-Y4427). J&
o rendimento lipidico maximo variou entre 0,63 + 0,09 g.L™* (UFMG-CM-Y4427) e 1,46 +
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0,30 g.L* (UFMG-CM-Y4187). O contetdo lipidico méximo variou entre 7,40% + 2,93
(UFMG-CM-Y4427) e 17,05% = 2,85 (UFMG-CM-Y4187), que representa uma
diferenca de mais de 56,6% entre os conteddos maximos dos isolados com maior e
menor producéo lipidica. O consumo méximo de glicerol variou entre 34,76 + 4,34 g.L™
(UFMG-CM-Y6189) e 49,86 + 8,27 g.L ™! (UFMG-CM-Y327). J4 0 maior valor de Yy foi
0,04 g.g*, que foi alcancado por duas leveduras (UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-
Y4187). Os isolados UFMG-CM-Y4427 e UFMG-CM-Y327 n&o ultrapassaram 0,01 g.g™*

de Y5 ao longo do ensaio.
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Tabela 2. Média dos valores de biomassa, rendimento lipidico, conteudo lipidico, consumo de glicerol e (Yys) rendimento lipidico
por substrato no cultivo a 15 °C para as linhagens de Yarrowia lipolytica. Os valores correspondem aos cinco tempos analisados no cultivo
em glicerol puro, com os respectivos desvios padrdes. Valores com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

Linhagem Te_mpo Biomassa em B I_?e,nc_limento_1 C_:olnt_et]do C(_)nsumo dgl Yus B
(dias) peso seco (g.L™) lipidico (g.L™) lipidico (%) glicerol (g.L™) (9.9)
UFMG-CM-Y6114 4 4,73 £ 0,30 0,40 £ 0,12 8,59 + 2,84 9,63 £ 3,75 0,04
(queijo) 6 6,09 + 0,38° 0,52 + 0,11 8,54 + 1,34° 18,17 + 0,49 0,03
8 6,33 + 0,09° 0,57 + 0,06" 9,01 +0,88° 31,54 + 3,60 0,02
10 6,64 + 0,07° 0,65 + 0,09° 9,83+1,27° 38,67 + 4,83 0,02
12 7,45 +0,17° 1,25 + 0,00° 16,79 + 0,39° 47,81 + 3,47 0,03
UFMG-CM-Y327 4 3,84 +0,19° 0,17 +0,04° 4,38 +1,28° 20,98 + 10,61 0,01
(queijo) 6 3,34 + 1,45 0,22 + 0,022 7,27 +2,80° 23,74 3,24 0,01
8 6,80 + 0,81° 0,28 + 0,09 4,30 + 1,73 41,68 + 5,58 0,01
10 6,37 + 1,54° 0,55+ 0,11° 8,72 +1,12° 47,17 + 8,38 0,01
12 8,48 + 0,21° 0,69 + 0,03° 8,18 + 0,35° 49,86 + 8,27 0,01
UFMG-CM-Y6189 4 4,17 +0,11° 0,37 +0,15° 8,82 + 3,63" 14,21+ 5,71 0,03
(Antartica) 6 5,45 + 0,16° 0,41 +0,13% 7,51 + 2,54 2717 + 4.87 0,02
8 6,10 + 0,37° 0,35 + 0,112 5,63 + 1,40° 32,84 + 4,83 0,01
10 6,55 * 0,54° 0,51+ 0,10° 7,81+1,11° 31,97 +12,77 0,02
12 7,68 + 0,35¢ 1,21 + 0,06 15,80 + 1,47° 34,76 + 4,34 0,03
UFMG-CM-Y4187 4 4,93 + 0,24 0,48 +0,13" 9,71 + 2,33" 17,49 + 5,50 0,03
(Parana) 6 5,26 + 0,09° 0,98 + 0,06° 18,59 + 1,19° 26,73 + 9,26 0,04
8 5,72 +0,13° 0,65 + 0,08° 11,36 + 1,25° 27,21+ 2,41 0,02
10 7,67 +0,14° 0,90 + 0,38° 11,74 + 5,11° 37,27+ 7,57 0,02
12 8,55 + 0,43° 1,46 + 0,30° 17,05 + 2,85° 36,56 + 0,85 0,04
UFMG-CM-Y4427 4 3,76 + 1,00 0,19 + 0,062 5,56 + 3,012 21,67 + 3,42 0,01
(Rio de Janeiro) 6 4.74 + 1,08 0,24 + 0,06% 529 + 1,83 33,37 + 8,40 0,01
8 7,20 + 0,37° 0,37 + 0,132 5,20 + 2,012 37,26 + 5,78 0,01
10 6,34 + 1,81° 0,45 + 0,11° 7,40 + 2,93° 41,24 + 6,98 0,01
12 9,45 + 0,44° 0,63 + 0,09° 6,72 + 1,01° 49,48 + 6,12 0,01
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6.2. Analise da biomassa, producdo lipidica e consumo de glicerol puro nos

ensaios a25°C

A tabela 3 abaixo mostra os valores das médias das triplicatas dos ensaios a 25
°C com glicerol puro. Trés das cinco linhagens de Y. lipolytica testadas foram capazes
de produzir mais de 20% do peso seco em lipideos, portanto podem ser consideradas
leveduras oleaginosas nessas condi¢des de cultivo. Esses trés isolados também foram
0s que alcancaram maiores conteudos lipidicos a 15 °C. As trés linhagens oleaginosas
alcancaram a maxima producédo de 6leo no 12° dia de experimento e essas foram:
UFMG-CM-Y6114, com 29,30% + 4,12 de conteudo lipidico, UFMG-CM-Y4187, com
26,95 % + 4,68, e UFMG-CM-Y6189, com 34,38 % + 2,15, sendo que os valores das
duas primeiras nao diferiram significativamente. Tanto UFMG-CM-Y6189 quanto
UFMG-CM-Y4187 alcancaram a producdo de 20% de lipideos ja no sexto dia de
cultivo.

Os valores de rendimento e de conteddo lipidico dessas trés linhagens
cultivadas a 25 °C foram maiores do que o dobro dos valores obtidos no ensaio a 15 °C.
O consumo de glicerol também foi maior na temperatura mais alta.

Nas linhagens UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y4187, pode-se observar que a
producéo lipidica comecou a aumentar apés a diminui¢cdo do crescimento celular, pois
os valores de biomassa nao diferiram significamente, enquanto os valores de
rendimento lipidico aumentaram. Isso mostra que 0s Oleos comecaram a ser
acumulados ao final da fase exponencial do crescimento. O aumento do consumo de
glicerol ao longo dos dias por essas linhagens também comprova que a fonte de
carbono foi utilizada no acumulo lipidico. Provavelmente houve a deplecdo do
nitrogénio no meio, que acabou redirecionando o metabolismo da levedura para o
acumulo lipidico. Nas linhagens UFMG-CM-Y327 e UFMG-CM-Y4427 pode-se
observar que a biomassa ndo para de aumentar, enquanto o rendimento lipidico
continua 0 mesmo; esta seria a situacdo contraria a dos dois isolados citados
anteriormente, em que o glicerol estd sendo consumido em funcdo do crescimento
celular e ndo do acumulo lipidico. Ja na linhagem UFMG-CM-Y6189, tanto os lipideos

guanto o0 peso seco aumentaram com o consumo do glicerol, isso poderia ser uma
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vantagem no processo industrial, j& que reduziria 0 tempo de inicio da producéo
lipidica.

A linhagem da Antértica UFMG-CM-Y6189 apresentou os melhores resultados
tanto de biomassa em peso seco 8,35 + 0,30 g.L ™, quanto de rendimento lipidico 2,87 +
0,11 g.L ! e de contetdo lipidico 34,38% + 2,15. Além disso é interessante observar
que do 10° para o 12° dia, o rendimento aumentou em 65,9%. Esta também foi a
linhagem que consumiu a maior concentracéo de glicerol, que foi de 60,68 + 1,81 g.L™,
e também alcancou o maior valor de Yy do presente trabalho, que foi de 0,05 g.g™.

O isolado do Rio de Janeiro UFMG-CM-Y4427 teve 0s menores resultados de
contetdo lipidico, alcancando somente 12,42% + 1,22, pois apresentou um alto
crescimento celular (8,23 + 0,50 g.L™), que n&o foi acompanhado pelo aumento no
rendimento lipidico (1,02 + 0,07 g.L™). O alto consumo de glicerol por esta linhagem
(54,70 + 4,10 g.LY) foi investido na producdo de biomassa e talvez em outros
metabolitos ndo testados neste trabalhho.

A méxima producdo de biomassa de cada isolado variou entre 6,37 + 0,20 g.L™
(UFMG-CM-Y327) e 8,35 + 0,30 g.L"! (UFMG-CM-Y6189). JA o rendimento lipidico
maximo variou entre 0,87 + 0,14 g.L™* (UFMG-CM-Y327) e 2,87 + 0,11 g.L"* (UFMG-CM-
Y6189). O conteudo lipidico méaximo variou entre 12,42% + 1,22 (UFMG-CM-Y4427) e
34,38% * 2,15 (UFMG-CM-Y6189). Nao apenas os valores de rendimento e contetdo
lipidico foram maiores a 25 °C, mas também o consumo de glicerol, que variou entre
46,15 + 3,21 g.L™* (UFMG-CM-Y4187) e 60,68 + 1,81 g.L™* (UFMG-CM-Y6189).

As linhagens UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y4187, que assim como a
linhagem da Antartica, produziram mais de 20% de lipideos, nao diferiram
estatisticamente em relacdo ao rendimento e ao conteudo lipidico. UFMG-CM-Y6114
obteve 1,98 + 0,24 g.L™ de rendimento, e a UFMG-CM-Y4187 alcancou 2,06 + 0,37 g.L’
!, Assim, a linhagem UFMG-CM-Y6114 foi selecionada, juntamente com a UFMG-CM-

Y6189, para serem testadas nos ensaios com glicerol bruto.
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Tabela 3. Média dos valores de biomassa, rendimento lipidico, conteudo lipidico, consumo de glicerol e (Ys) rendimento lipidico
por substrato no cultivo a 25 °C para as linhagens de Yarrowia lipolytica. Os valores correspondem aos cinco tempos analisados no cultivo
em glicerol puro, com os respectivos desvios padrdes. Valores com as mesmas letras ndo diferem estatisticamente (p<0,05).

Linhagem Te_mpo Biomassa em . F_Qe,n(_jimento_1 (_Zo,nt_el]do C(_)nsumo dgl YL/S_l
(dias) peso seco (g.L™) lipidico (g.L™) lipidico (%) glicerol (g.L™) (9.97)
UFMG-CM-Y6114 4 4,36 +0,15° 0,58 + 0,02° 13,39 + 0,97° 19,98 + 6,12 0,03
(queijo) 6 5,04 + 0,03° 0,83 + 0,05¢ 16,38 + 0,92° 32,11 + 5,24 0,03
8 6,34 +0,27° 1,10 + 0,04° 17,39 + 1,27° 38,43+ 2,73 0,03
10 6,50 + 0,27" 1,64 + 0,09° 25,21 + 0,28° 42,26 + 2,59 0,04
12 6,78 + 0,29" 1,98 + 0,24" 29,30 + 4,12° 48,52 + 2,00 0,04
UFMG-CM-Y327 4 3,01 + 0,23 0,21 + 0,04% 6,88 + 1,28 18,72 + 4,87 0,01
(queijo) 6 4,34 +0,20° 0,48 + 0,02° 11,15 + 0,95 39,99 + 5,13 0,01
8 4,44 + 0,24° 0,65 + 0,05° 14,74 + 1,59° 45,03 + 7,34 0,01
10 4,43 +0,17° 0,71 + 0,06° 16,14 + 1,79° 48,66 + 8,86 0,01
12 6,37 + 0,20° 0,87 + 0,14¢ 13,58 + 1,72° 50,97 + 2,29 0,02
UFMG-CM-Y6189 4 4,65 + 0,44° 0,82 + 0,05¢ 17,74 + 2,20° 24,21 + 3,49 0,03
(Antartica) 6 6,40 + 0,59° 1,47 + 0,25' 22,86 + 1,76 43,45 + 10,54 0,03
8 6,47 + 0,68° 1,50 + 0,17 23,40 + 4,51° 45,11 + 10,22 0,03
10 7,58 + 0,42° 1,73 + 0,129 22,88 + 1,30° 50,03 + 2,03 0,03
12 8,35 + 0,30' 2,87 +0,11 34,38+ 2,15 60,68 + 1,81 0,05
UFMG-CM-Y4187 4 4,42 +0,12° 0,67 + 0,10° 15,20 + 2,41° 23,06 + 0,34 0,03
(Parana) 6 6,04 + 0,48° 1,21+0,17° 20,12 + 3,29 28,70 + 3,93 0,04
8 7,14 + 0,44° 1,51 + 0,15' 21,71+ 0,65° 42,73 + 8,67 0,04
10 7,32+0,11° 1,58 + 0,119 21,62 + 1,20° 43,35 + 2,53 0,04
12 7,63+ 0,18° 2,06 + 0,37" 26,95 + 4,68° 46,15 + 3,21 0,04
UFMG-CM-Y4427 4 4.05 + 0,49° 0,45+ 0,10° 11,15 + 1,70° 23,85 +591 0,02
(Rio de Janeiro) 6 5,56 + 0,25° 0,61 + 0,07° 10,99 + 1,35 36,44 + 1,08 0,02
8 6,56 + 0,43° 0,69 + 0,07° 10,56 + 1,44° 41,22 + 5,51 0,02
10 7,34 +0,28° 0,82 + 0,14¢ 11,19 + 2,02° 50,05 + 3,53 0,02
12 8,23 + 0,50 1,02 + 0,07° 12,42 +1,22° 54,70 + 4,10 0,02
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6.3. Caracterizacdo e quantificacdo dos acidos graxos produzidos a partir

de glicerol puro

A partir dos resultados da cromatografia gasosa, foi feito o calculo da média
entre as duplicatas dos perfis graxos dos 0Oleos do 12° dia de cultivo. A tabela 4
apresenta a composi¢cdo lipidica em porcentagem dos principais &acidos graxos
presentes em cada amostra e seus respectivos desvios padrées. Os 4cidos com menor
proporcdo (até 2,0%) estdo agrupados em ‘outros’. A tabela também apresenta um
somatorio dos acidos graxos saturados, monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados
(PUFA).

Os perfis graxos das cinco leveduras foram bastante semelhantes dentro de
cada temperatura, tanto em relacdo quanto aos tipos de acidos graxos presentes,
guanto as suas propor¢cdes. As maiores variacdes ocorreram entre as duas condi¢cdes
de temperatura. O principal &cido graxo produzido pelos isolados nas duas
temperaturas testadas foi o acido oleico (C18:1). A 15 °C, a composi¢ao de &cido oleico
ficou entre 61,2 e 67,6%, seguida do acido palmitoleico (C16:1) com variacao entre
13,9 e 16,5%. O acido palmitico (C16:0) vem em seguida com 7,1 a 12,1%. Os &cidos
estearico (C18:0) e linoleico (C18:2) aparecerem em menores propor¢des, com valores
entre 3,8 € 5,6% e 2,8 e 6,2%, respectivamente.

Os ensaios a 25 °C resultaram nos mesmos acidos graxos principais presentes
nos ensaios a 15 °C; entretanto, as proporcbes destes apresentaram algumas
variacbes. Sao observados dois padrbes de perfis graxos; nos isolados UFMG-CM-
Y6114, UFMG-CM-Y327 e UFMG-CM-Y4187 o &acido oleico (C18:1) foi o principal,
variando entre 54.78 e 58.51%, seguido do acido palmitico (C16:0) com entre 14.17 e
15,55%, acido estearico (C18:0) com entre 11.36 e 15,41%. A seguir vem o acido
palmitoleico (C16:1) com entre 5.68 e 7.67%, e em menor propor¢éo o acido linoleico
(C18:2) com entre 3.38 e 5,75%. Ja nos isolados UFMG-CM-Y6189 e UFMG-CM-
Y4427, o &cido oleico (C18:1) também foi predominante (entre 52.64 e 59,02%),
também seguido do palmitico (C16:0) com entre 16.02 + 0.17 e 18,4%. J& o terceiro

acido mais predominante foi o palmitoleico (C16:1) com entre 11 e 13%, seguido do
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esteéarico (C18:0) com entre 7.31 e 7,63%. Por ultimo também se encontra o acido
linoleico (C18:2) com entre 3.80 e 5,33%.

As diferencas entre as proporc¢des dos acidos palmitico (C16:0), palmitoleico
(C16:1) e estearico (C18:0) entre as duas temperaturas de cultivo resultaram em
proporcdes variadas dos acidos saturados, MUFA e PUFA, mas ndo mudaram o fato
de que nas duas temperaturas os acidos foram predominantemente monoinsaturados
(C16:1, C18:1). Estes foram seguidos pelos &cidos saturados (C16:0, C18:0) e em
pequena porcentagem pelos poli-insaturados (C18:2). A diferenca é que a 15 °C, a
proporcado de acidos saturados variou entre 13,2 e 18,1%, que foi menor do que a
proporcdo dos acidos saturados a 25 °C (24,5 e 31,7%). Ja a propor¢cdo de MUFA a 15
°C foi maior (entre 76,6 e 80,4%) quando comparada a 25 °C (entre 62,0 e 71,7%). A
guantidade de PUFA foi entre 3,8 e 6,9% para as duas temperaturas.

Dentre os acidos classificados agrupados em ‘outros’ estdo os acidos saturados:
C17:0, C17:1, C18:3, C20:0, C20:1, C24:0, dentre outros. Estes apareceram em
guantidades minimas de até 2,0%, ndo necessariamente em todas as amostras. A
guantidade de cada um deles estd também representada nos acidos saturados, MUFA
e PUFA.
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Tabela 4. Peffil lipidico (%) dos acidos graxos produzidos pelas cinco linhagens de Yarrowia lipolytica nas temperaturas de 15 e 25 °C,
com 12 dias de cultivo, a partir de glicerol puro.
Os valores séo referentes as médias das duplicatas. MUFA: Acidos graxos monoinsaturados; PUFA: Acidos graxos poli-insaturados.

Ensaios a 15°C

% Acidos graxos

Acido Acido Acido Acido Acido Acidos
Linhagens palmitico palmitoleico esteérico oleico linoleico Outros saturados MUFA PUFA

(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1n9) (C18:2n6)
UFMG-CM-Y6114 8.74 +0.0 16.51+0.10 5.36+0.0 63.44 + 0.85 3.60+£0.16 2.35 15.68 80.44 3.87
UFMG-CM-Y327 8.63 +0.43 13.89+0.14 3.80+0.0 67.65+1.17 439+022 164 13.19 82.01 4.81
UFMG-CM-Y6189 8.34 + 0.05 16.16 £+ 0.50 4.21+0.13 61.17+0.78 6.23+0.79 3.89 14.30 78.75 6.94
UFMG-CM-Y4187 7.06 + 0.30 15.01+£0.30 5.34+0.32 66.14+1.55 2.78+0.15 3.68 14.26 82.08 4.05
UFMG-CM-Y4427 12.14+0.73 16.06+159 560+0.56 60.25+2.14 531+1.32 0.63 18.08 76.61 5.31

Ensaios a 25°C
% Acidos graxos

Acido Acido Acido Acido Acido Acidos
Linhagem palmitico palmitoleico esteérico oleico linoleico Outros saturados MUFA  PUFA

(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1n9) (C18:2n6)
UFMG-CM-Y6114 14.17 £ 0.3 7.6 £0.30 11.36 £1.16 5851+223 394+0.35 4.42 27.89 67.84 4.27
UFMG-CM-Y327 1555+ 0.54 5.68+0.56 1541+081 54.78+0.88 575+0.32 2.83 31.71 62.03 6.27
UFMG-CM-Y6189 18.40+£0.58 13.00+2.46 7.63+1.69 52.64+267 533+092 270 27.14 67.10 5.76
UFMG-CM-Y4187 1453 +0.06 7.67£0.43 13.57+0.12 57.78+1.37 3.38+0.26 3.07 29.43 66.82 3.75
UFMG-CM-Y4427 16.02+0.17 11.01+091 7.31+0.75 59.02 + 0.6 3.80+0.25 2.13 24.46 71.73 3.80
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6.4. Avaliacdo do crescimento, consumo de substrato e quantificacdo dos

lipideos produzidos a partir de glicerol bruto

Os ensaios em glicerol puro a 15 e 25 °C serviram para selecionar as melhores
linhagens produtoras de lipideos e estas serem testadas com o glicerol bruto residual
de industria de biodiesel. A triagem foi feita pois ja era esperado que a producéo de
Oleo seria menor utlizando o glicerol bruto e assim as leveduras que ndo produzissem
guantidades significativas de 6leo a partir do glicerol puro nao seriam utilizadas nos
préximos ensaios. Nos ensaios a 15 °C, nenhuma das cinco linhagens foi capaz de
produzir mais de 20% de 6leo em conteudo lipidico. Nos ensaios a 25 °C, foram obtidas
trés linhagens oleaginosas; destas, duas foram selecionadas para um ensaio somente
a 25 °C, com glicerol bruto, sendo estas a levedura de queijo UFMG-CM-Y6114 e a
levedura da Antartica UFMG-CM-Y6189.

A figura 7 mostra a producdo de biomassa, rendimento lipidico e conteudo de
0leo ao longo dos cinco dias de analise, para os dois isolados de levedura testados. O
isolado de queijo UFMG-CM-Y6114 ndo conseguiu alcancar os 20% de contelddo
lipidico a partir do glicerol bruto, chegando a apenas 15,88% + 0,54 no 12° dia, o que
representa cerca de metade do contetudo produzido a partir do glicerol puro na mesma
temperatura. A biomassa em peso seco teve um valor maior com o glicerol bruto (8,74
+ 0,46 g.L™") mas o rendimento lipidico foi significativamente menor (1,39 + 0,07 g.L™).
Do 6° ao 10° dia ndo houve diferenca significativa no rendimento lipidico, ja no 12° dia
analisado houve um pequeno aumento no rendimento, mas que nao alterou os valores
de conteudo lipidico, que se mantiveram sem diferencas estatisticas significativas a
partir do 6° dia de cultivo. A biomassa continuou aumentando significativamente ao
longo de todo o ensaio.

Um melhor resultado foi obtido com o isolado da Antéartica (UFMG-CM-Y6189),
gue alcangou 21,56% + 1,04 no 10° dia; valor que ndo se diferenciou estatisticamente
dos conteudos alcancados também no 8° e 12° dias. Este resultado foi bem menor do
gue os 34,38% obtidos pela mesma linhagem em glicerol puro, como era esperado,
mas ainda sim foi melhor do que a producéo lipidica em glicerol puro por outros
isolados (UFMG-CM-Y327 e UFMG-CM-Y4427) e do que a levedura de queijo testada
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em glicerol bruto. O rendimento lipidico méaximo de 1,90 + 0,12 g.L™ foi alcancado aos
10 dias pelo isolado da Antértica, e apesar de ter sido muito menor do que o
rendimento maximo da mesma levedura em glicerol puro, este valor ainda foi quase
igual ao obtido pela UFMG-CM-Y6114 em glicerol puro, que teve o segundo maior
rendimento. A biomassa em peso seco seguiu aumentando significativamente ao longo
de todo o cultivo, e alcancou o valor de 9,40 + 0,11 g.L™ no 12° dia, que s6 foi
significativamente igual a biomassa de UFMG-CM-Y4427 no cultivo a 15 °C. Este valor
foi maior do que todas as outras linhagens em todos os ensaios (com glicerol puro e
bruto), inclusive significativamente maior do que a alcancado pela UFMG-CM-Y6114
em glicerol bruto.

O glicerol bruto foi utilizado a uma concentracdo de 10% (p/v) e como este é
composto de outras substancias além do glicerol, a concentracéo inicial de glicerol no
meio foi determinada por cromatografia liquida sendo de 91,98 g.L™. A tabela 5 mostra
os valores das médias das triplicatas do glicerol bruto consumido e o rendimento de
Oleo por substrato consumido (Ys) para as duas linhagens.

O consumo de glicerol ao longo dos dias foi bastante similar para as duas
linhagens. O isolado de queijo consumiu uma maior concentracdo de glicerol bruto
(60,0 + 3,08 g.L ") quando comparado ao glicerol puro (48,52 + 2,0 g.L1); e o isolado
da Antartica consumiu cerca de 60 g.L™ nos dois substratos. Entretanto, em relacéo a
porcentagem de glicerol consumido em relagdo a concentracao inicial do meio, UFMG-
CM-Y6114 consumiu cerca de 65,2% do glicerol bruto; enquanto UFMG-CM-Y6189
consumiu cerca de 66,6%. O valor de Y ;s de ambas as leveduras foi menor em glicerol

bruto, alcancando 0,03 g.g™*.
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Figura 7. Peso seco, rendimento lipidico e contetdo lipidico médio das cinco analises dos
ensaios com glicerol bruto a 25 °C com as linhagens UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-
Y6189 de Yarrowia lipolytica. As barras representam o desvio padrdo entre as triplicatas.
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Tabela 5. Consumo de glicerol bruto e rendimento de 6leo por substrato consumido (Ys)
pelas linhagens de Yarrowia lipolytica UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y6189.
Glicerol inical era de 92,0 g.L™.

UFMG-CM-Y6114 UFMG-CM-Y6189
Tempo  Glicerol Glicerol
(dias) consumido YL’S_l consumido YL/S_l
(@.L? (9.97) (L (9.97)
4 29.87 +£1.47 0,02 29.87 £ 3.97 0,02
38.77 £1.48 0,03 41.95 +4.44 0,02
8 45,80 £ 0.79 0,02 48.50 + 3.28 0,03
10 52.48 £+ 2.76 0,02 56.33+1.11 0,03
12 60.00 = 3.08 0,02 61.31 +1.38 0,03

6.5. Caracterizacdo e quantificacdo dos &cidos graxos produzidos a partir

de glicerol bruto

Foram selecionadas duas amostras por dia de cada isolado para serem
analisadas no cromatégrafo gasoso. Os valores presentes na tabela 6 sdo da média
das duplicatas e respectivos desvios padrdes e representam a percentagem da
composicdo de cada acido graxo, além dos agrupamentos em &cidos saturados, MUFA
e PUFA. Foram caracterizados os 6leos de cada dia de analise a fim de se observar
possiveis alteracdes na composicdo lipidica ao longo dos dias de experimento;
entretanto, nas duas linhagens nédo houve grandes variacdes na quantidade de cada
acido ao longo dos dias.

Na composicéo do isolado de queijo UFMG-CM-Y6114, o 4cido predominante foi
0 oleico (C18:1), com entre 51,2 e 57,1% ao longo dos dias, seguido do estearico
(C18:0) com entre 16,34 e 21,9%. A seguir o acido palmitico (C16:0) com entre 14,46 e
15,06%, e em menores quantidades os acidos palmitoleico (C16:1), com entre 4,38 e
5,91% e linoleico (C18:2) com cerca de 3,1 e 4,03%.
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Ja no isolado da Antartica UFMG-CM-Y6189, o acido principal também foi o
oleico (C18:1), com entre 48,16 e 50,19%. Diferente da linhagem UFMG-CM-Y6114, o
segundo acido predominante foi o palmitico (C16:0) com entre 19,71 e 22,44%,
seguido do estearico (C18:0) com entre 11,22 e 15,21%. Em menores quantidades
aparecem os acidos palmitoleico (C16:1) (entre 7,99 e 9,61%) e o palmitico (C18:2)
(entre 4,15 e 5,58%).

As propor¢des de acidos saturados, MUFA e PUFA de ambos os isolados foi
bastante similar; em UFMG-CM-Y6114, o conteudo foi de em média 35,5%, 60,4% e
4,2%, respectivamente. Na levedura UFMG-CM-Y6189, o conteudo de saturados,
MUFA e PUFA foi em média de 35,3%, 59,5% e 5,2%, respectivamente.
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Tabela 6. Pefrfil lipidico (%) dos &cidos graxos produzidos pelas linhagens de Yarrowia lipolytica UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-

Y6189, em cada dia de analise. Ensaios a partir de glicerol bruto, a 25 °C. Os valores s&o referentes as médias das duplicatas.

MUFA: Acidos graxos monoinsaturados; PUFA: Acidos graxos poli-insaturados.

UFMG-CM-Y6114

% Acidos graxos

Tempg  Acido Acido Acido Acido Acido Acidos
(diasF; palmitico palmitoleico estearico oleico linoleico Outros saturados MUFA PUFA
(C16:0) (Cle:1) (C18:0) (C18:1n9) (C18:2n6)
4 14.77 + 0.17 3.08 £0.35 21.90+1.34 51.21 +1.46 3.80+0.36 5.15 39.82 55.95 4.23
6 14.75 + 0.04 4.64 +0.52 17.78 +1.15 57.10+0.91 3.10+£0.08 2.63 33.84 62.77 3.38
8 14.65 £ 0.01 4.38+0.12 20.53 +0.38 54.17 £ 0.15 3.48+0.08 2.78 36.55 59.63 3.82
10 14.46 £ 0.05 5.91+0.02 16.34 £ 0.06 54.82 +0.16 4.03+0.01 4.45 33.03 61.94 5.04
12 15.06 + 0.03 5.67 £ 0.41 17.52 +0.01 54.10 + 1.08 3.82+0.04 3.83 34.15 61.59 4.26
UFMG-CM-Y6189
% Acidos graxos
Acido Acido Acido Acido Acido .
Tempo o o L oleico . . Acidos
(dias) palmitico palmitoleico estearico linoleico Outros saturados MUFA PUFA
(C16:0) (C16:1) (C18:0) (C18:1n9) (C18:2n6)
4 19.71+0.81 7.99+0.18 15.21 +0.05 48.16 £ 0.08 558+0.34 3.35 36.92 57.1 5.98
6 22.19+0.15 8.76 + 0.06 12.77 £ 0.29 50.19 £ 0.29 467+0.09 142 35.5 59.52 4.98
8 22.07 £ 0.09 9.61 +0.50 11.74 £ 0.60 50.05 + 0.44 4.15+0.08 2.38 35.47 60.17 4.36
10 21.98 + 0.26 9.31+0.36 11.49 +0.49 48.66 + 0.66 461+025 3.95 34.83 59.89 5.27
12 22.44 + 0.08 9.18 £ 0.85 11.22 +0.45 50.10 + 0.25 536 +£0.05 1.7 33.62 60.81 5.57
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7. DISCUSSAO

7.1. Analise da biomassa, rendimento e conteudo lipidico

Para que o 6leo microbiano consiga competir com os 6leos vegetais no mercado
de biodieseis, os custos de producdo precisam ser reduzidos. A matéria-prima usada
como substrato pelo micro-organismo tem grande influéncia nesses custos de
producdo. Apesar de o glicerol purificado resultar em melhores condicbes de
crescimento e acumulo de 6leo, a sua utilizagédo industrial ndo é viavel devido aos altos
custos de purificagcdo desse residuo; portanto, o interessante seria a utilizacdo do
glicerol bruto que é descartado pela propria industria de biodiesel. Os primeiros ensaios
a 15 e 25 °C usando glicerol puro tiveram o objetivo de selecionar as linhagens que
fossem capazes de produzir maiores conteudos lipidicos, para serem entao testadas na
presenca do glicerol bruto como fonte de carbono; pois ja era esperado que o resultado
utilizando o glicerol residual fosse inferior ao resultado com o glicerol purificado, devido
as impurezas e inibidores presentes no residuo bruto.

Em determinadas condi¢des de cultivo, somente algumas linhagens de Yarrowia
lipolytica sdo consideradas oleaginosas (LIU; JI; HUANG, 2015); isto foi comprovado
neste trabalho, em que trés (UFMG-CM-Y6189, UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y4187)
das cinco linhagens testadas no glicerol puro, e uma (UFMG-CM-Y6189) das duas
linhagens testadas em glicerol bruto, foram capazes de produzir mais de 20% de
contetdo lipidico nas condigcbes de cultivo e metodologia de extracdo utilizadas.
Entretanto, otimizando-se algumas condicbes como aerag¢do, temperatura,
concentracdo da fonte de carbono e fazendo-se alteracdes nas etapas da extracao
lipidica, poderia-se alcangar resultados diferentes, com maiores rendimentos de 0Oleo.

Diferentes isolados da mesma espécie sado capazes de acumular diferentes
guantidades de lipideos (UPRETY; VENKATESAGOWDA; RAKSHIT, 2017) e foi o que
aconteceu neste trabalho. A linhagem UFMG-CM-Y6189, por exemplo, produziu quase
3 vezes mais 0Oleo (em rendimento e contetdo) do que a linhagem UFMG-CM-Y4427.
Isso prova a importancia de se testar diferentes isolados de espécies consideradas

oleaginosas. A reduc¢ao da temperatura ambiental provoca mudangas nas propriedades
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fisicas e funcbes da membrana celular, o que resulta na diminuicdo da fluidez da
membrana. Para se adaptarem a esses ambientes muito frios, varios micro-organismos
sdo capazes de modular a fluidez da membrana através da regulacdo da sintese de
acidos graxos, e assim mudar a composicdo de acidos graxos mais saturados para
mais insaturados (ZLATANOV et al.,, 2010). Portanto, a presenca de leveduras nos
ambientes extremos do continente Antartico pode estar relacionada ao conteudo lipidico
que tem um papel estrutural e protetor para a célula. Isso poderia explicar os altos
niveis lipidicos obtidos pela linhagem UFMG-CM-Y6189, que foi isolada de liquens
presentes na Antartica. Além de poderem ser disponibilizados para a membrana celular,
esses lipideos contidos nos corpos lipidicos intracelulares também possuem a fungéo
de reserva energética, que € especialmente importante em ambientes que nao
apresentam nutrientes abundantemente disponiveis, como é o caso da Antartica.

Nos cultivos com glicerol puro nas duas temperaturas, as linhagens UFMG-CM-
Y327 e UFMG-CM-Y4427 continuaram aumentando a biomassa sem produzir grandes
guantidades de lipideo. Isto acontece em algumas espécies e linhagens, ou sob
determinadas condicbes de cultivo, em que o substrato € convertido tanto em
biomassa, quanto em uma pequena quantidade de lipideo e também em outros
produtos metabodlicos, como o acido citrico. A figura 8 mostra um esquema dos
possiveis estados metabdlicos que uma levedura oleaginosa pode seguir, dependendo
da espécie, linhagem e das condicbes de cultivo. As setas de fonte de carbono e
nitrogénio correspondem ao fluxo para o interior da célula. A largura das setas é
proporcional a concentracdo de fluxo. As duas linhagens citadas acima estariam
representadas no 4° estado, em que ha a producdo de biomassa, lipideos e outro
metabdlito em baixas proporcdes. O estado ideal para a producéo lipidica seria o 3°, em
gue o carbono e nitrogénio consumidos sado convertidos a biomassa e a uma quantidde
maior de lipideo, isto foi alcancado pelas linhagens UFMG-CM-Y6114, UFMG-CM-
Y6189 e UFMG-CM-Y4187 nos ensaios a 25 °C com glicerol puro. O primeiro estado
acontece quando a fonte de carbono acaba e a célula passa a degradar os lipideos
intracelulares produzidos por ela, isto ndo aconteceu em nenhum ensaio deste trabalho,
ja que o glicerol ndo foi totalmente consumido por nenhuma linhagem no tempo de

ensaio.



51

/

NN
NNNNNV
SNNNANNNNN

1114
‘Eﬁ‘ 0 \ ,L
= (T N I |
Fonte de : 2 : 1 Aci
Nitrogénio Biomassa Lipideos A,°".’°
carbono citrico

Figura 8. Estados metabdlicos de leveduras oleaginosas dependendo da espécie, linhagem e
condicdes de cultivo.

A largura das setas é proporcional a concentracao do fluxo. As setas de fonte de carbono e nitrogénio
sdo de consumo pela levedura, e as demais de producdo. No primeiro estado ha o consumo de lipideo.
Fonte: Adaptado de (BEOPOULOS et al., 2009).

A biomassa alcancou valores maiores a 15 °C, quando comparada aos ensaios a
25 °C em glicerol puro em todos os isolados, com excessdo do UFMG-CM-Y6189. O
contrario aconteceu com o rendimento lipidico, em que os valores foram maiores a 25
°C para todos os isolados. Enshaeieh e colaboradores (2013) testaram varios
parametros de cultivo para otimizacdo da producdo de Oleo por uma linhagem de
Candida sp. e uma de Y. lipolytica a partir de glicose, sendo um dos fatores as
temperaturas de 15, 25, 35 e 45 °C. Assim como no presente trabalho, a producao
lipidica foi maior na temperatura de 25 °C nas duas leveduras, e a Y. lipolytica testada
alcancou o contetdo de 34,15%; o menor rendimento foi obtido a 35 °C.

Y. lipolytica é capaz de crescer em uma ampla faixa de temperatura. As trés
linhagens UFMG-CM-Y6189, UFMG-CM-Y6114 e UFMG-CM-Y4187 apresentaram 0sS
melhores resultados de producéo lipidica tanto na temperatura de 15 quanto de 25 °C
em relagdo as demais linhagens. Entretanto, estas leveduras sé foram capazes de
produzir mais de 20% de conteudo lipidico a partir do glicerol puro a 25 °C. Os valores
de rendimento e conteudo lipidicos das ultimas duas leveduras ndo apresentaram

diferencas significativas. Duas dessas linhagens foram selecionadas para os ensaios
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em glicerol bruto a 25 °C, sendo essas o isolado da Antartica UFMG-CM-Y6189, que
apresentou o melhor resultado, e a levedura de queijo UFMG-CM-Y6114. Os ensaios
foram feitos com o0 mesmo meio de cultura e nas mesmas condicdes de cultivo, apenas
havendo a substituicdo do glicerol puro pelo glicerol bruto residual de indastria de
biodiesel. N&o foi feito um ensaio em glicerol bruto na temperatura de 15 °C, pois os
resultados mostraram que esta temperatura ndo favoreceu a acumulacéo lipidica nos
isolados testados.

O glicerol bruto residual da industria de biodiesel, que é produto da reacao de
transesterificacdo, pode apresentar composicOes variadas de nutrientes como cobre,
magnésio, ferro, zinco potassio, sodio, cloro e célcio (DOBROWOLSKI et al., 2016),
além de peptideos, proteinas e fontes adicionais de nitrogénio (POLI et al., 2014). Isto
pode ter sido a justificativa para o valor de biomassa ter sido maior no cultivo com
glicerol bruto para os dois isolados testados (UFMG-CM-Y6189, 9,40 + 0,11 g.L* e
UFMG-CM-Y6114, 8,74 + 0,46 g.L™") quando comparado ao crescimento em glicerol
puro (UFMG-CM-Y6189, 8,35 + 0,30 g.L' e UFMG-CM-Y6114, 6,78 + 0,29 g.L).
Entretanto, o crescimento da biomassa nao foi acompanhado pelo aumento na
producéo lipidica (UFMG-CM-Y6189, 1,89 + 0,24 g.L™* contra 2,87 + 0,11 g.L™* no
glicerol puro; e UFMG-CM-Y6114, 1,39 + 0,07 g.L™ contra 1,98 + 0,24 g.L™%). Isso pode
ser explicado pelo fato de que a taxa C/N, que é crucial para o acumulo lipidico, &
provavelmente mais baixa no glicerol bruto quando comparada ao glicerol puro. A
presenca dos minerais e nutrientes no glicerol bruto pode ter promovido a divisdo
celular e com isso reduziu a producédo lipidica (KUTTIRAJA et al., 2016). Devido a
combinacdo de uma maior biomassa e menor rendimento lipidico em glicerol bruto, o
conteudo lipidico também foi menor nas duas leveduras. Nos ensaios de Duarte e
colaboradores (2013) com uma linhagem oleaginosa de Candida sp., o cultivo em
glicerol bruto também resultou em uma maior biomassa comparado ao cultivo em
glicerol puro. No isolado da Antartica, a troca do glicerol puro pelo bruto proporcionou
uma reducéo no conteudo lipidico de 37,3% (34,38% + 2,15 no glicerol puro e 21,56% +
1,01 no bruto). No isolado de queijo a diminuicéo foi de 45,8%, pois 0 conteudo lipidico
foi de 29,30% + 4,12% no glicerol puro para 15,88% + 0,54 no glicerol bruto. Essa

reducd@o no conteudo lipidico também aconteceu nos experimentos realizados por Poli e
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colaboradores (2014), em que o isolado QU21 (=UFMG-CM-Y327) apresentou maior
crescimento celular no glicerol bruto, e 0 mesmo rendimento lipidico, que resultou em
uma diminuicdo de 37,2% no conteudo lipidico, em relacdo ao cultivo em glicerol puro.
Outros estudos com linhagens de Y. lipolytica também obtiveram menores rendimento e
conteudo lipidicos quando o glicerol puro foi substituido pelo bruto (Sestric et al., 2014;
Dobrowolski et al., 2016).

A levedura da Antartica foi capaz de consumir a mesma quantidade de glicerol
puro (60,7 + 1,8 g.L™") e bruto (61.31 + 1.38 g.L}), j& a UFMG-CM-Y6114 consumiu
48,52 + 2,00 g.L'1 do glicerol puro e 60,0 + 3,1 g.L™* do bruto. No trabalho de Sestric e
colaboradores (2014), a taxa de consumo de ambos os substratos pela Y. lipolytica
ATCC 20460 foi similar mas o cultivo no residuo gerou resultados de producéao lipidica
um pouco melhores.

Kuttiraja e colaboradores (2016) testaram diversas concentracdes de glicerol
bruto e taxas C/N e alcangaram uma biomassa muito maior do que os valores obtidos
neste estudo, sendo que o valor maximo alcangado pela linhagem Y. lipolytica SKY7
foi de 22,62 g.L™, no meio com 112,5 g.L™ de glicerol e taxa C/N igual a 25. Os autores
concluiram que quanto menor a taxa C/N, maior o valor de biomassa obtido.
Dobrowolski e colaboradores (2016) também alcancaram maiores valores de biomassa
pela linhagem Y. lipolytica A101 usando uma taxa de C/N menor A taxa C/N utilizada
nos ensaios com glicerol puro do presente trabalho foi de 184; como a concentragéo de
glicerol no meio com o residuo bruto foi de 92,0 g.L™ e existem fontes adicionais de
nitrogénio no glicerol bruto, consequentemente a taxa C/N foi menor nos ensaios
utilizando o glicerol residual. Essa reducdo na taxa C/N pode ter sido a causa dos
maiores valores de biomassa no cultivo em glicerol bruto, quando comparados ao puro.

Kuttiraja e colaboradores (2016) obtiveram menores valores de rendimento
lipidico (4,5 g.L™") usando a taxa C/N de 25 e um rendimento maior (6,66 g.L™") com a
taxa C/N de 100. Os autores concluiram que taxas C/N maiores que 50 favorecem o
acumulo lipidico devido a alteracdes no metabolismo celular causadas por baixas taxas
de N no meio.

O isolado de queijo UFMG-CM-Y327 deste trabalho foi o mesmo utilizado por
Poli e colaboradores (2014), entretanto foram obtidos resultados diferentes nos dois
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estudos. No estudo de Poli e colaboradores, em apenas 4 dias de cultivo a 28 °C em
glicerol puro, a levedura obteve 4,92 + 0,68 g.L™* de biomassa, 1,48 + 0,27 g.L™' de
rendimento e 30,1% de conteldo lipidico. Enquanto que no presente trabalho, com 12
dias de cultivo o rendimento lipidico alcan¢cado pela mesma linhagem foi menor (0,87 *
0,14 g.L™") e combinado ao alto valor de biomassa (6,37 + 0,20 g.L™%), resultou em um
baixo conteudo lipidico (13,58% + 1,72). Apesar de ambos o0s estudos apresentarem
muitas semelhancas quanto as condi¢des de cultivo (mesmas temperaturas, rotacdo de
150 rpm, volumes do Erlenmeyer e de meio, composicdo do meio e taxa C/N), as
diferencas nos resultados podem ter sido causadas pelas diferentes metodologias
usadas na extracao lipidica, principalmente na etapa de rompimento celular.

Entretanto, ao comparar os resultados da levedura UFMG-CM-Y6189 em glicerol
puro com os resultados citados acima obtidos por Poli e colaboradores (2014), a
levedura da Antartica obteve maiores valores de biomassa (8,35 = 0,30 g.L'1),
rendimento (2,87 + 0,11 g.L™Y) e contetdo lipidico (34,38% + 2,15). O isolado UFMG-
CM-Y6189 também apresentou melhores resultados no glicerol bruto em comparacgéao
ao isolado QU21 (=UFMG-CM-Y327) testado no mesmo substrato. Enquanto UFMG-
CM-Y6189 alcancou 8,81 + 0,19 g.L™* em peso seco, 1,9 + 0,1 g.L™* em rendimento e
21,56% + 0,1 g.L* em contetdo, produziu 6,7 g.L* de biomassa, 1,27 g.L* de
rendimento e 18,9% de conteudo de 6leo. Entretanto, os resultados do isolado UFMG-
CM-Y327 se referem a 4 dias de cultivo, enquanto os melhores resultados de UFMG-
CM-Y6189 foram obtidos no 12° dia de ensaio. Quanto ao consumo de glicerol, a
linhagem UFMG-CM-Y327 consumiu 21,2 + 5,0 g.L™ de glicerol puro e 23,1 + 2,8 g.L™
do bruto em gquatro dias de cultivo, enquanto UFMG-CM-Y6189 consumiu 24,21 + 3,49
g.L " do glicerol puro e 29,89 + 3,97 g.L™* do bruto no mesmo tempo de cultivo.

Os resultados de conteudo lipidico da UFMG-CM-Y6189 foram semelhantes aos
obtidos por Dobrowolski e colaboradores (2016), com relagédo a linhagem de Y. lipolytica
A101 testada em glicerol residual de industria de biodiesel, com 80% de conteudo de
glicerol (similar ao usado neste trabalho). A linhagem A10l1 alcancou valores de
biomassa e rendimento menores do que a levedura da Antartica (6,63 g.L™ e 1,32 g.L°
Y, mas o contetido lipidico foi semelhante (19,9%). O rendimento de éleo por lipideo

produzido pela A101 em glicerol bruto foi de 0,03 g.g™, o mesmo valor foi obtido pela
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UFMG-CM-Y6189 no residuo bruto. No estudo de Dobrowolski e colaboradores (2016),
glicerol de diversas industrias de biodiesel e sabdo foram testados, e concluiu-se que
os resultados de biomassa e producdo de Oleo variam de acordo com a origem do
glicerol e sua composicdo. As composicOes variadas do glicerol sdo devido as
diferentes matérias-primas e reagentes usados no processo de transesterificacdo do
biodiesel (UPRETY; VENKATESAGOWDA; RAKSHIT, 2017).

Outro estudo (CANONICO et al., 2016) obteve resultados melhores em
comparacdo com a levedura da Antartica. A linhagem de Y. lipolytica 347 alcancou
32,6%, 1,29 g.L e 4,0 gL' de conteldo, rendimento e biomassa, respetivamente,
usando uma taxa C/N de 36 e 30 g.L™ de glicerol. Mas em condicdes semelhantes as
usadas no presente trabalho (90 g.L™ de glicerol bruto, C/N: 145), os resultados obtidos
foram préximos aos resultados de UFMG-CM-Y6189, sendo 19,7% de conteudo, 1,79
g.L™" de rendimento e 9,0 g.L™ de biomassa.

Chatzifragkou e colaboradores (2011) obtiveram apenas 6,8% de conteudo
lipidico e 0,51 g.L™ de rendimento com a linhagem Y. lipolytica LFMB 19; a limitacdo de
nitrogénio no meio resultou na producdo de compostos extracelulares (4,5 g.L™ de
acido citrico, 3,5 g.L™ de &cido acético e 1,5 g.L™* de manitol), ao invés de provocar o
acumulo lipidico. Pode ser que o mesmo tenha acontecido com as linhagens que
tiveram baixas producdes lipidicas no presente trabalho, mas ndo houve a busca por
esses compostos extraceulares.

O acumulo lipidico acontece ao final da fase exponencial do crescimento, quando
o N é escasso do meio (PROBST et al., 2016), entretanto, esse padrdo ndo foi
observado na linhagem UFMG-CM-Y6189, tanto no glicerol puro quanto no bruto. O
isolado comecou a produzir 6leo mas a biomassa continuou aumentando ao longo dos
dias de ensaio. Mas para se estudar com mais precisdo as fases de crescimento e de
acumulacéo lipidica seria necessario relizar um ensaio mais longo e com mais analises
ao longo dos dias, inclusive nas primeiras 96 horas de cultivo. A capacidade de produzir
lipideos durante a fase de crescimento € uma vantagem para a producgdo industrial pois
isso encurtaria o tempo de producao e tornaria possivel a utilizacdo de substratos ricos
em nitrogénio (SITEPU et al., 2013).
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Em algumas pesquisas (Sitepu et al., 2013; Poli et al, 2014) os ensaios de
acumulacao lipidica foram feitos em apenas 96 horas; mas assim como o presente
estudo, outras pesquisas (Chatzifragkou et al., 2011; Dourou et al., 2017), realizam as
extracOes de Oleo das leveduras ao longo de mais dias e isto parece ser favoravel
quando a concentracao inicial de substrato € alta, visto que tanto a biomassa, quanto o
rendimento e o contetdo lipidico tendem a aumentar ao longo dos dias de cultivo. Isto
pode ser percebido no presente estudo e nos artigos de Chatzifragkou e colaboradores
(2011). Se a concentracéo inicial de fonte de carbono for baixa e o ensaio for longo, ao
longo dos dias as leveduras irdo consumir todo o substrato e comecardo a metabolizar
os lipideos intracelulares produzidos por elas para se manterem viaveis.

A metodologia utilizada na extracdo lipidica tem grande influéncia no rendimento
lipidico obtido e ainda ndo existe uma metodologia capaz de extrair 100% do Oleo
presente nas células. Em outro trabalho de Poli e colaboradores (2013), varias
linhagens de leveduras isoladas de queijo foram coradas com o corante vermelho de
Nilo e visualizadas no microscépio de fluorescéncia. A linhagem Yarrowia lipolytica
QU21 (=UFMG-CM-Y327) foi selecionada para a realizacdo da extracao lipidica, pois as
gotas lipidicas intracelulares ocupavam mais de 50% da area celular; entretanto a
extragdo dos lipideos resultou em apenas 26,5% de contetdo lipidico. Portanto, a
quantidade de Oleo extraida quase sempre é bem menor do que a quantidade real
presente nas células. A dificuldade em se extrair todo o Oleo presente nas células de
levedura pode ser explicada pela presenca de uma parede celular expessa, que
prejudica o rompimento celular e a acdo dos solventes. Além disso, ha varias etapas da
extracdo (rompimento celular, filtragem, transferéncia de vidraria) em que pode haver
perda de Oleo e de células. Melhores resultados de acumulo lipidico poderiam ser
alcancados ndo somente otimizando as condicdes de cultivo, mas também a
metodologia de rompimento celular e extracdo lipidica. Inclusive, a utilizacdo de
técnicas de extracdo que utilizassem menores volumes de solventes seriam mais
ideais, por serem mais ecologicamente corretas devido a reducdo na geragdo de
residuos, além de reduzirem os custos de producao.

A tabela 7 apresenta os resultados de biomassa, rendimento e conteudo lipidico

de diversos artigos que testaram a producéo lipidica por linhagens selvagens de Y.
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lipolytica a partir de glicerol puro ou bruto, em condi¢cdes semelhantes as do presente

trabalho.

Tabela 7. Comparacdo dos resultados apresentados por diferentes artigos, em ensaios com
linhagens de Y. lipolytica selvagens em Erlenmeyers, com temperaturas entre 25-28 °C.

Linhagem de Biomassa Rendimento Contetdo Referéncia

Y. lipolytica (g.L™ lipidico (g.L™") lipidico (%)

LFMB 19° 6,2 0,51 6,8 Chatzifragkou
et al. (2011)

Qu212 4,92 1,48 30,1 Poli et al.
(2014)

Qu21° 6,7 1,27 18,9 Poli et al.
(2014)

SM7° 17,9 8,00 44.8 Magdouli; Brar;
Blais (2017)

ATCC 204602 6,0 1,86 31,0 Sestric et al.
(2014)

ATCC 20460° 6,5 0,75 11,6 Sestric et al.
(2014)

SM7° 8,7 2,7 30,8 Magdouli et al.
(2017)

A1012 7,98 2,06 25,8 Dobrowolski et
al. (2016)

A101° 6,63 1,32 19,9 Dobrowolski et
al. (2016)

347" 4,0 1,29 32,6 Canonico et al.
(2016)

LGAM S(7)1° 8,1 3,5 43,0 Papanikolaou;
Aggelis (2002)

UFMG-CM-Y6189% 8,35 2,87 34,38 Este trabalho

UFMG-CM-Y6189° 8,81 1,9 21,56 Este trabalho

4 Ensaio com glicerol puro

® Ensaio com glicerol bruto
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7.2. Andlise dos perfis graxos

O perfil graxo do biodiesel é identico ao perfil do 6leo que o originou e pequenas
mudancas no perfil graxo dos 6leos resultam em grandes mudancas nas propriedades
do biodiesel (KNOTHE, 2008). Fatores como o tamanho da cadeia, nimero e posi¢ao
das insaturagbes possuem grande importancia na qualidade do biodiesel a ser
produzido (PATEL et al., 2017). A mesma linhagem de levedura pode produzir 6leos
com perfis diferentes, de acordo com mudancas nas condicdes de cultivo e isso pode
ser observado no presente trabalho. A caracterizagdo do perfil graxo produzido por
cada linhagem de levedura € importante para determinar se o 6leo possui potencial em
ser transformado em biodiesel, ou se 0s acidos graxos presentes possuem outras
importancias industriais ou nutricionais.

A variagado do perfil graxo dos isolados, tanto no glicerol puro quanto no bruto
parece estar mais associada as mudancas nas condi¢des de cultivo (fonte de carbono e
temperatura), do que as diferentes linhagens de Y. lipolytica. Ou seja, em uma mesma
temperatura as linhagens produziram oOleos com perfis bastantes semelhantes; mas
quando os perfis graxos de uma mesma levedura foram comparados aos outros
ensaios com condicdes diferentes, estes apresentaram maiores variacdes. Isso também
foi observado por Sitepu e colaboradores (2013), que afirmam que linhagens da mesma
espécie produzem o6leos com perfis graxos bem semelhantes, nas mesmas condicdes
de cultivo. Em todos os ensaios e linhagens, mais de 95% do total de acidos foi
composto por acidos graxos com 16 e 18 carbonos, o mesmo foi observado por
Polburee e colaboradores (2015) e Chatzifragkou e Papanikolaou (2012). Uma grande
concentracdo de acidos com 16 ou 18 carbonos é desejada na producédo do biodiesel
(JIRU et al., 2017).

O aumento da temperatura do cultivo em glicerol puro de 15 para 25 °C
proporcionou um aumento na composi¢cdo de acidos saturados e uma diminuicdo na
guantidade de acidos insaturados em todas as cinco leveduras testadas. No cultivo a 15
°C, os acidos saturados variaram entre 13,2 e 18,1%, enquanto que a 25 °C, os
mesmos &cidos variaram entre 24,5 e 31,7%. Isso esta de acordo com os resultados

obtidos por Jiru e colaboradores (2017), onde temperaturas muito altas ou muito baixas
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em relacdo a temperatura de crescimento ideal da levedura, afetaram o crescimento
celular e a acumulacdo lipidica por uma linhagem oleaginosa de Rhodotorula
kratochvilovae. Além disso, a reducdo na temperatura de cultivo resulta em uma
mudanca na composicdo lipidica, com um aumento nos niveis de &acidos graxos
insaturados e de cadeia curta. Sitepu e colaboradores (2014) também afirmam que o
aumento da temperatura resulta em mais acidos saturados.

Foram analisadas amostras de Oleo extraidas dos cinco dias de analise das
leveduras UFMG-CM-Y6189 e UFMG-CM-Y6114 cultivadas em glicerol bruto, com o
objetivo de se analisar a cinética dos acidos graxos ao longo de todo o ensaio.
Entretanto, observou-se nos dois isolados que as quantidades de cada acido presente
alteraram pouco ao longo dos dias. O mesmo foi observado por Sestric e colaboradores
(2014), em que as proporcdes de cada acido produzidas pela linhagem Y. lipolytica
ATCC 20460 se mantiveram similares ao longo das 120 horas de analise, nos ensaios
com diferentes meios e fontes de carbono.

Os principais acidos graxos produzidos pelo isolado UFMG-CM-Y6189 em
glicerol puro foram o oleico (C18:1) (52,6%), palmitico (C16:0) (18,4%), palmitoleico
(C16:1) (13%), estearico (C18:0) (7,6%) e linoleico (C18:2) (5,3%). Quando o glicerol
puro foi trocado pelo bruto, a composicdo se alterou para oleico (C18:1) (50%),
palmitico (C16:0) (22,4%), estearico (C18:0) (11,2%), palmitoleico (C16:1) (9,2%) e
linoleico (C18:2) (5,4%); estes valores sao referentes aos 6leos do 12° dia de cultivo.
Os dois principais acidos, oleico e palmitico continuaram sendo o0s principais
componentes, e as suas porcentagens variaram pouco com a mudanca de glicerol. O
perfil graxo da linhagem Y. lipolytica 347 foi muito parecido com o da levedura Antartica,
com a diferen¢a que nao houve producéo do &cido C18:2 na linhagem 347 (CANONICO
et al., 2016).

Os acidos graxos produzidos pela linhagem UFMG-CM-Y6189 foram agrupados
em acidos saturados, MUFA e PUFA, apresentando em meédia 35,3%, 59,5% e 5,2%,
respectivamente, para cada grupo. Dobrowolski e colaboradores (2016) obtiveram
proporcdes semelhantes de &cidos saturados, MUFA e PUFA em relagéo a levedura da
Antartica. Entretanto, a linhagem Y. lipolytica A101 cultivada em glicerol bruto residual

de industria de biodiesel produziu uma maior taxa de acidos PUFA, sendo 26,6% de
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saturados, 53,7% de MUFA e 13,6% de PUFA, isso se deveu a maior porcentagem do
acido linoleico (C18:2) (DOBROWOLSKI et al., 2016).

Os acidos graxos predominantes, que estavam presentes em todas as amostras
analisadas foram oleico (C18:1), palmitico (C16:0), palmitoleico (C16:1), estearico
(C18:0) e linoleico (C18:2). Sendo que o acido oleico (C18:1) foi o principal &cido graxo
produzido por todas as linhagens, em todos os ensaios, variando entre 48,7 e 67,6%.
Esses resultados vao de acordo com os obtidos por varios pesquisadores (Sitepu et al.,
2013; Poli et al., 2014; Cheirsilp; Louhasakul, 2013; Sestric et al., 2014; Dobrowolski et
al., 2016). Estes também sao os acidos mais presentes em alguns 6leos vegetais, como
o de canola e de girassol (SITEPU et al., 2014).

A maioria das linhagens, estudadas no presente trabalho, possui provavelmente
a enzima dessaturase que introduz uma ligacéo dupla ao carbono 9 da cadeia do acido
graxo, isso justificaria a alta incidéncia dos &cidos oleico (C18:1) e palmitico (C16:1) nos
O0leos microbianos deste trabalho. Além disso, o0s acidos graxos ndo sao
aleatoreamente distribuidos na molécula de glicerol para formar o triacilglicerol; mais de
65% dos acidos ligados a primeira posicao do triacilglicerol sdo os acidos oleico (C18:1)
e palmitico (C16:0), o que também explicaria a alta ocorréncia desses acidos na maioria
das leveduras (SARGEANT; JENKINS; CHUCK, 2017).

A alta taxa de &cido oleico (C18:1), juntamente com as baixas quantidades de
acidos PUFA sdo duas caracteristicas importantes em um Oleo para se obter um
biodiesel de qualidade (SITEPU et al., 2013). Essas caracteristicas foram obtidas por
todas as leveduras testadas, em todos os ensaios. Particularmente, UFMG-CM-Y6189
testada em glicerol bruto produziu em média 49,4% de acido oleico e apenas 5,2% do
total de acidos poli-insaturados. Uma baixa taxa de acidos PUFA é desejada na
producdo de biodiesel porque os &cidos poli-insaturados possuem baixos pontos de
fusdo, numero de cetano e estabilidade oxidativa, que séo caracteristicas indesejaveis
em um biodiesel (KNOTHE, 2008). Ja o acido oleico (C18:1) em grandes propor¢des &
importante, pois este acido atende a varios padrdes de qualidade exigidos em um bom
biodiesel. Além disso, os padrées de qualidade europeus EN14214 exigem menos de

12% de éacido linolenico (C18:3) e menos de 1% de acidos com mais de 4 insaturacdes
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(SHARMA et al., 2016). Estes foram encontrados apenas em concentracfes minimas
nas amostras de 6leo analisadas no presente trabalho.

Na figura 9 sdo mostrados dos dados relativos as porcentagens dos principais
acidos graxos dos Oleos extraidos de duas espécies de microalgas (Chlorella vulgaris e
Scenedesmus sp.), da soja, da linhagem QU21 (=UFMG-CM-Y327) de Y. lipolytica e da
linhagem UFMG-CM-Y6189 (presente estudo), cultivadas em glicerol bruto. Como dito
anteriormente, os perfis dos &cidos graxos das Y. lipolityca UFMG-CM-Y6189 e QU21
(FUFMG-CM-Y327) (resultados obtidos por POLI et al, 2014) s&o bastante
semelhantes. Ja os perfis das duas microalgas aqui representadas possuem mais
divergéncias. Scenedesmus sp. apresenta uma alta quantidade de acido oleico (C18:1)
(47,05%) (CHOI; YU, 2015), que se aproxima do conteldo das duas leveduras, mas
representa mais do que o dobro da porcentagem do mesmo &acido na alga C. vulgaris
(21,6%) (SHARMA et al., 2016). Apesar da soja apresentar somente cerca de 20% de
contetido de éleo, este é o vegetal mais utilizado na producéo de biodiesel no mundo,
seguido pelo 6leo de milho. Estes 6leos vegetais apresentam valores de acido oleico
(C18:1) mais baixos do que as duas leveduras (23,8% na soja e 25,5% no milho) e altos
valores de acido linoleico (C18:2) (53,7% e 59,3%, respectivamente) (Ramos et al.,
2017; Uprety; Dalli; Rakshit, 2017), o que resulta na producdo de biodieseis com baixa
estabilidade a oxidacdo. Na linhagem UFMG-CM-Y6189 o &cido linoleico (C18:2)
representa apenas 5,4% do total.

O 6leo de canola possui 0 maior conteudo de acido oleico (C18:1) dentre os
0leos mostrados na figura 9 (62,41%). J& o acido linolénico (C18:3) est4 presente em
todos os 6leos em porcentagens menores do que 12%, com excessao das leveduras,

onde ele ndo aparece.
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Figura 9. Porcentagens dos principais acidos graxos presentes nos 6leos da linhagem UFMG-
CM-Y6189 cultivada em glicerol bruto, Y. lipolytica QU21 (=UFMG-CM-Y327)?, das microalgas
Chlorella vulgaris® e Scenedesmus sp.°, e dos 6leos vegetais: soja”, milho e canola®.

Fonte: ®Poli et al. (2014); "Sharma et al. (2016); “Choi; Yu (2015); “Ramos et al. (2017);

*Uprety; Dalli; Rakshit (2017).

A figura 10 mostra uma comparacdo das proporcdes de &cidos saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados dos mesmos 6leos da figura 9. Pode-se observar
gue as microalgas apresentam quantidades muito maiores de acidos poli-insaturados
guando comparadas a Y. lipolytica e aos 6leos de leveduras em geral, sendo que C.
vulgaris apresenta 36,1% e Scenedesmus sp. 28,8% de PUFA, respectivamente
(Sharma et al., 2016; Choi et al., 2015).

Os Oleos de soja, milho e canola também produzem grandes quantidades de
PUFA, sendo que a soja e o milho apresentam perfis semelhantes, com 62,3% e 60,3%
de PUFA e 23,8% e 25,5% de MUFA, respectivamente (Ramos et al., 2017; Uprety et
al.,, 2017). A combinacdo de altas concentracbes de acidos PUFA e baixas
concentracbes de MUFA observada nos 6leos de soja e milho acaba gerando um
biodiesel com baixa estabilidade oxidativa, baixo nimero de cetano e baixo ponto de

entupimento de filtro a frio. Isto pode acarretar problemas no seu armazenamento e
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transporte, influenciando negativamente a sua comercializagcdo (STANSELL; GRAY;
SYM, 2012). Problemas como estes sdo ajustados através da mistura do biodiesel com
grandes proporcdes de diesel de petréleo e com o uso de aditivos (RAMOS et al.,
2017). Os perfis das duas linhagens de levedura sdo 0s que apresentam as maiores
porcentagens de acidos MUFA e as menores de PUFA, duas caracteristica importantes
para certificar um biodiesel de boa qualidade; sendo que o 6leo do isolado UFMG-CM-
Y6189 apresentou uma concentracdo um pouco maior de acidos MUFA e menor de
PUFA, quando comparado ao isolado QU21 (=UFMG-CM-Y327) de Poli et al. (2014).

100% -
PUFA
= MUFA
m Acidos saturados
'z§ X

Porcentagem (%)
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Figura 10. Porcentagens dos acidos saturados, monoinsaturados (MUFA) e poli-insaturados
(PUFA) presentes nos 6leos da linhagem UFMG-CM-Y6189 cultivada em glicerol bruto, Y.
lipolytica QU21 (=UFMG-CM-Y327)?, das microalgas Chlorella vulgaris® e Scenedesmus sp.°,

e dos 6leos vegetais: soja®, milho e canola®.
Fonte: Poli et al. (2014); "Sharma et al. (2016); °“Choi; Yu (2015); “Ramos et al. (2017);
®Uprety; Dalli; Rakshit (2017).

Algumas espécies de micro-organismos oleaginosos produzem acidos com
valores nutricionais e farmacéuticos, como os acidos 6mega-3; por exemplo os acidos
EPA (C20:5) e DHA (C22:6). Estes apresentam beneficios a saude humana contra
doencas cardiovasculares, cancer e Alzheimer. Estudos afirmam que a inclusdo do
DHA na dieta de bebés garante um desenvolvimento normal (UPRETY;
VENKATESAGOWDA; RAKSHIT, 2017). Os acidos do grupo Omega-6 também
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possuem valor nutricional; e como ambos o0s grupos ndo sao sintetizados por
mamiferos, eles devem ser obtidos por meio da dieta alimentar. Alguns desses acidos
estdo muito presentes em peixes, portanto a obtencdo desses PUFA de outras fontes
seria de grande interesse para vegetarianos. Os isolados deste trabalho néo
produziram, ou produziram quantidades insignificantes destes &cidos de importante
valor nutricional.

A composicao dos acidos graxos dos isolados testados neste trabalho € similar a
dos o6leos vegetais utilizados na producao de biodiesel. Tanto nas leveduras quanto nos
vegetais, existe uma predominancia dos acidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2),
palmitico (C16:0) e estearico (C18:0). O isolado Y. lipolytica UFMG-CM-Y6189
apresentou o melhor resultado de rendimento e conteudo lipidico em glicerol bruto
dentre as leveduras testadas; e um perfil graxo com grandes quantidades de acido
oleico e menos de 5% de &cidos poli-insaturados, o que é favoravel na producédo de um
biodiesel que atenda aos padrbes de qualidade. Portanto, o isolado da Antartica poderia
ser utilizado como uma matéria-prima na producao de biodiesel de 32 geracao. A partir
desses resultados, sugere-se mais experimentos com a linhagem UFMG-CM-Y6189 a
fim de testar diversas condi¢cfes de cultivo que favorecam o acumulo lipidico a partir de

residuos, como o glicerol bruto, como substrato.
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8. CONCLUSAO

Nos ensaios com glicerol puro na temperatura de 25 °C, trés das cinco linhagens
de Yarrowia lipolytica testadas foram capazes de produzir mais de 20% de conteudo
lipidico, sendo essas UFMG-CM-Y6114 (29,30% + 4,12; isolada de queijo), UFMG-CM-
Y4187 (26,95 % + 4,68; isolada da areia de uma praia do Parana), e UFMG-CM-Y6189
(34,38 % * 2,15; isolada da Antartica). Os resultados de rendimento e contetdo lipidico
a 25 °C foram maiores do que nos ensaios a 15 °C. Estes resultados mostram que a
temperatura € um fator muito importante a ser considerado no estudo de acumulo de
Oleos por leveduras, pois dependendo da temperatura utilizada, uma linhagem pode ser
considerada oleaginosa ou nao.

A composicdo dos &cidos graxos dos lipideos das cinco linhagens néo
apresentou variagdes significativas dentro de uma mesma temperatura de cultivo na
presenca do glicerol puro. Entretanto, entre as duas temperaturas testadas houve
algumas alteracbes nas proporcbes dos principais acidos graxos presentes, que
resultou em uma maior concentracdo de &cidos monoinsaturados e menor
concentracdo de &cidos saturados a 15 °C; quando comparados a temperatura de 25
°C. Portanto, a temperatura pode influenciar no tipo e proporcdes de acido graxo
produzido por uma linhagem de levedura.

Todas as linhagens produziram mais de 50% de acido oleico (C18:1) e menos de
7% de &cidos poli-insaturados, sendo propicias para a producdo de biodieseis,
atendendo os padrdes de qualidade exigidos pela industria.

Das duas linhagens testadas no glicerol bruto residual da industria de biodiesel,
a linhagem Y. lipolytca UFMG-CM-Y6189 apresentou os melhores resultados de
rendimento e contetdo lipidico e foi capaz de acumular 21,56% e produzir 1,9 g.L™ de
6leo, partir do consumo de 61,3 g.L™ de glicerol bruto. Os lipideos dessa linhagem
foram compostos por em média 59,5% de acidos graxos monoinsaturados, sendo que o
acido oleico foi predominante, com composicdo meédia de mais de 49% dos acidos
totais. Essas caracteristicas sado desejaveis para a producdo de um biodiesel de
qualidade. Portanto os lipideos da linhagem UFMG-CM-Y6189 podem ser considerados

potenciais matérias-primas para a producao de biodiesel a partir de glicerol bruto.
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