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“Todos os deuses, todos os céus, todos os infernos, estdo dentro de vocé

(Joseph Campbell)



RESUMO

LEITE, Luiz. Producéo de single-cell-oil em batelada alimentada. 2019. Trabalho
de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Engenharia Quimica) — Universidade
Tecnologica Federal do Parana — Campus Ponta Grossa

Os compostos biotecnolégicos oriundos de microrganismos vém se apresentando
cada vez mais como uma alternativa a formas de producdo convencionais para
obtencéo de produtos de interesse. Diversos microrganismos vém sendo estudados
nesse sentido por poderem ser uma fonte constante e renovavel de recursos que nao
sofrem influéncias climaticas para a sua producdo. A levedura Rhodosporidium
toluroides tem se apresentado como uma importante fonte de 6leo microbiano devido
a sua grande capacidade de acumular lipidios intracelulares, sendo considerada um
microrganismo oleaginoso. A producdo e acumulo de lipidios pela levedura
Rhodosporidium toluroides requer que o cultivo seja realizado em um meio com
carbono em excesso, para quando cessar a multiplicacao celular da levedura, este
carbono seja convertido em reserva energética na forma de lipidios intracelulares
(single-cell-oil, SCO). A producao de SCO pela levedura Rhodosporidium toluroides
pode ser realizada através de diversas maneiras e estratégias. O objetivo deste
trabalho foi abordar a producéo de SCO através da estratégia de batelada alimentada
em um biorreator utilizando ureia e sacarose como fonte de nitrogénio e carbono,
respectivamente. Foi realizada a otimizacdo das concentragcées de ureia e sacarose
no meio de cultivo a fim de aumentar a produtividade de biomassa e acumulo de
lipidios intracelulares. Também foi verificado a eficacia da estratégia de batelada
alimentada adotada utilizando trés alimentacdes durante o periodo no biorreator. A
fermentacdo em biorreator ap6s 144 horas utilizando 3 alimentacfes intermitentes
obteve 35,85g/L de biomassa sendo acumulados 17,87% em lipidios intracelulares.

Palavras-chave: Rhodosporidium toluroides, Single-Cell-Oil, Biorreator, Batelada
Alimentada, Oleo Microbiano, Processo Fermentativo.



ABSTRACT

LEITE, Luiz. Production of single-cell-oil in fed batch. 2019. Final Paper (Bachelor
Degree in Chemical Engineering) — Technological Federal University of Parana —
Campus Ponta Grossa.

Biotechnological compounds derived from microorganisms are increasingly presenting
themselves as an alternative to conventional forms of production to obtain products of
interest. Several microorganisms have been studied in this sense, because they can
be a constant and renewable source of resources that do not suffer climatic influences
for their production. The yeast Rhodosporidium toluroides has presented itself as an
important source of microbial oil due to its great capacity to accumulate intracellular
lipids, being considered an oleaginous microorganism. The production and
accumulation of lipids by yeast Rhodosporidium toluroides requires that the culture be
performed in a medium with excess carbon, so that when the cellular multiplication of
the yeast ceases, this carbon is converted into energy reserve in the form of
intracellular lipids (single-cell-oil, SCO). The production of SCO by the yeast
Rhodosporidium toluroides can be performed in several ways and strategies. The
objective of this work was to address the production of SCO through a batch strategy
fed into a bioreactor using urea and sucrose as a source of nitrogen and carbon,
respectively. Optimization of urea and sucrose concentrations in the culture medium
was performed in order to increase biomass productivity and intracellular lipid
accumulation. The efficacy of the fed batch strategy adopted using three feeds during
the bioreactor period was also verified. Fermentation in a bioreactor after 144 hours
using 3 intermittent feeds obtained 35.85g/L of biomass being accumulated 17.87% in
intracellular lipids.

Keywords: Rhodosporidium toluroides, Single-Cell-Oil, Bioreactor, Feeding Batch,
Microbial Oil, Fermentation Process.
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1 INTRODUCAO

A producdo de microrganismo vem adquirindo cada vez mais importancia
devido aos seus diversos potenciais industriais. Os compostos produzidos pelos
microrganismos sao de interesse principalmente das industrias alimenticia e
farmacéuticas, mas esta adquirindo uma maior relevancia para as industrias de
combustiveis, principalmente na questdo de alternativas para os combustiveis de
origem féssil.

Ratledge e Wynn (2002) esclarecem que 0s microrganismos que acumulam
lipidios mais que 20% da sua biomassa sdo definidos como espécies oleaginosas.
Segundo Li, Zhao e Bai (2007) algumas cepas ou estirpes de leveduras, como a
Rhodosporidium sp., Rhodotorula sp. e Lipomyces sp. podem acumular lipidios
intracelular tdo alto quanto 70% do seu peso seco em biomassa sendo que a maioria
desses lipidios sao triglicerideos que contém longas cadeias de acidos graxos que
sdo comparaveis aos Oleos vegetais convencionais. “Compostos lipidicos
microbianos, conhecidos como single-cell-oil (SCO), sdo de interesse industrial devido
a suas precisas e particulares propriedades bioquimicas e fisico-quimicas” (AGEITOS
et al., 2011, p. 1).

A grande competicdo entre a producdo de alimentos e a producdo de 6leos
de interesse industrial tem sido um ponto a favor da utilizacdo de microrganismos que
acumulam lipidios. A producdo de alimentos requer grandes areas cultivaveis,
enquanto que a producéo de Oleos de interesse industrial através de microrganismos
de espécies oleaginosas nao necessita de grandes aéreas e podem usar como
matérias primas materiais descartados nos diversos processos de producao,
principalmente da agropecuaria e alimenticia. Abomohra et al. (2016) relata que a
utilizacao de biodiesel produzido a partir de plantas cultivadas, afeta dramaticamente
grandes areas de terras que sao atualmente cultivadas para a producéo de alimentos
para os seres humanos.

Um grande numero de fungos filamentosos e leveduras sdo capazes de
acumular lipidios em sua biomassa como evidenciado por Wiebe et al. (2012), sendo
gue a levedura Rhodosporidium vem sendo relatada como modelo de microrganismo
para a producao de lipidios, principalmente a Rhodosporidium toruloides, assim sendo

alvo de diversos estudos que visam a sua produc¢ao para a obtencéo de SCO.



2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Obtencéo de single-cell-oil a partir do cultivo da levedura Rhodosporidium

toluroides em sistema de batelada alimentada utilizando um biorreator.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condi¢des de cultivo da levedura Rhodosporidium toluroides
utilizando a estratégia batelada em shaker (concentracao de ureia e
sacarose).

e Determinar melhor condicdo para producéo de biomassa e acumulo de
lipidios.

¢ |dentificar melhor regime de alimentacdo de nutrientes em termos de

produtividade de lipideos



10

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O MICRORGANISMO

Atualmente hd o conhecimento de uma grande diversidade de
microrganismos que sao capazes de produzir e acumular lipidios, porém uma
pequena parcela desses microrganismos consegue acumular lipidios de forma
consideréavel, tanto que sdo considerados somente como microrganismos oleaginosos

aqueles que conseguem acumular lipidios mais do que 20% da sua biomassa seca.

Nas ultimas décadas, a capacidade de acumulo lipidico de leveduras tem sido
alvo de muitos estudos, apesar desta capacidade ja ter sido descrita muito
tempo atras. Estes estudos surgem com o intuito de entender os mecanismos
envolvidos nesta habilidade a fim de melhorar e intensificar a producdo de
6leo microbiano, o qual pode ter véarias aplicagcfes de interesse para o homem
(BEOPOULOQOS et al., 2009 apud AZAMBUJA, 2016).

Segundo Ageitos et al. (2011) apenas 5% da populacéo de leveduras podem
ser consideradas oleaginosas e produzir SCO, leveduras capazes de acumular mais
do que 25% de lipidios, sendo os principais géneros de leveduras oleaginosas a
Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon e
Lipomyces.

As leveduras em comparacg&o a outros microrganismos, principalmente fungos
e bactérias, possuem vantagens para a producao de lipidios microbianos como um
menor tempo de duplicacdo e ampliacdo da escala de producéo assim relatado por
Ageitos et al. (2011), além disso possui vantagens sobre plantas, por ndo serem
afetadas por condicdes climaticas, assim podendo ser cultivadas em diversos tipos
climaticos. Ja para Afonso (2017) as leveduras possuem um maior numero de
espécies com potencial para a produgdo de 6leo microbiano além de ter uma melhor

composicéo de triglicerideos.

3.1.1 Rhodosporidium toluroides
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“Esta levedura pertence a ordem Sporidiobolales, flio Basidiomycota e reino
Fungi, e € um telemorfo das leveduras Rhodotorula glutinis e Rhodotorula gracilis. Foi
primeiramente reportada por Banno em 1967 e isolada a partir de coniferas”
(AFONSO, 2017, p. 11). Ao revisar estudos anteriores sobre a taxonomia de diversos
microrganismo Sitepu et al. (2014) afirma que as espécies de leveduras
Rhodosporidium toruloides e Rhodotoruloa gracilis sdo sinbnimos para a mesma
levedura. O quadro 1 demonstra a taxonomia da levedura Rhodosporidium toruloides,

assim como seus nomes conhecidos.

Quadro 1 - Taxonomia da levedura Rhodosporidium toruloides
Nome cientifico | Rhodosporidium toruloides

Sinbnimo Rhodotorula gracilis

Outros nomes e CBS 6016

IFO 8766

IGC 5615

NRR Y-6987

Rhodoturola rubescens

Rhodoturola toruloides

Rhodoturola toruloides (I. Banno) Q.M. Wang, F. Y. Bai, M. Groenew. E
Boekout, 2015.

Linhagem e Fungi
o Dikarya
e Basidiomycota
e Pucciniomycotina
e Microbotryomycetes
e Sporidiobolales
e Sporidiobolaceae
¢ Rhodotorula

Fonte: adaptado de UniProt Knowledgbase (2018).

A levedura Rhodosporidium toluroides vem sendo alvo de diversos estudos
devido ao seu potencial de acumular lipidios. Estudos demonstram que sua
capacidade varia entre 7% a 79% do peso seco da sua biomassa como relatado por
Afonso (2017). A forma caracteristica da levedura é de pequenas esferas com alguns

micrémetros de comprimento sendo a forma de reproducao a divisdo por brotamento,
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além disso possui uma cor caracteristica, cor-de-rosa ou avermelhada, devido a
pigmentacdo causada pela produgéo natural de carotenoides.

Os carotenoides presentes segundo Afonso (2017), sdo em sua maioria -
caroteno e podem ser usados como pigmentos naturais, precursor da vitamina A e
ainda como antioxidante, além de produzir outros compostos biotecnolégicos de
interesse e valor comercial. Como sao produtoras naturais de carotenoides,
evidenciada pela cor vermelha presente nas células para Park, Nicaud e Ledesma-
amaro (2018), elas podem ser usadas comercialmente como fonte de pigmentos, com
aplicacdo em diversos setores como o0 cosmético e alimenticio. A Rhodosporidium
toluroides para Silva (2014) esta entre as melhores produtoras de carotenoides, além
de relatar que até 90% dos carotenoides produzidos sao torularrudina, toruleno, y-
caroteno, B-caroteno. A Tabela 2 traz uma breve comparacdo da concentracdo de

carotenoides produzidos por diferentes microrganismos.

Tabela 1 - Comparacdo da produc¢ao de carotenoides por diferentes microrganismos

Microrganismo Substrato Carotenoides (mg/L)
Rhodotorula glutinis Glicose 0,63
Rhodotorula graminis Glicose 1,47
Rhodotorula toluroides Glicose (batch) 1,31
Rhodotourla toluroides Glicose (fed batch) 27,50
Rhodotorula paludigenum Glicerol 2,99
Sporobolomyces roseus Glicose 0,63
Sporidiobolus salmonicolor Glicose 0,61
Phaffia rhodozyma Glicerol 1,48

FONTE: adaptado de Park, Nicaud e Ledesma-amaro (2018)

3.1.2Producéo e Acumulo de Lipidios

A sintese lipidica, a qual é responsavel pelo acumulo de lipidios ocorre em
todos 0s microrganismos, mesmo nos microrganismos que nao sao considerados
oleaginosos, a grande diferengca entre 0s microrganismos oleaginosos e 0S nao
oleaginosos é a capacidade de acumulo desses lipidios. Enquanto que o0s
microrganismos nao oleaginosos conseguem acumular até entorno de 10% da sua

biomassa seca na forma de lipidios, alguns microrganismos oleaginosos como



13

reportado por Ratledge (2014) conseguem acumular acima de 70% de lipidios como
reserva energética, na Tabela 1 pode ser observado a concentracdo de biomassa e

de lipidios para alguns microrganismos de acordo com o substrato utilizado.

Tabela 2 - Comparacédo da capacidade de producéo de lipidios entre diferentes
microrganismos

Biomassa seca

Microrganismos (/L) Lipidios (%) Substrato
Rhodotorula toluroides 15,8 65,2 Glicose
Yarrowia lipolytica 6,5 30,7 Glicerol
Lipomyces starkeyi 20,5 61,5 Glicose + xilose
Magnusiomyces capitatus 15,4 43,1 Glicose
Candida sp. 107 18,1 37,1 Glicose
Cutaneotrichosporon curvatus 118,0 25,0 Glicerol
Cutaneotrichosporon curvatus 10,2 33,2 Glicose
Rhodotorula glutinis 22,2 25,0 Glicerol

FONTE: adaptado de Park, Nicaud e Ledesma-amaro (2018).

“A acumulagéo de lipidios nos microrganismos ha muito tempo € conhecida e
ocorre a partir do desequilibrio de um nutriente no meio de cultura” (RATLEDGE e
WYNN, 2002, p. 13). Segundo Ratledge (2004) € necessario que o microrganismo
cresca em um meio com excesso de carbono e uma quantidade limitada de nitrogénio,
entretanto outros nutrientes podem ser o fator limitante. Afonso (2017) relata que o
nutriente limitante geralmente € o azoto, um dos principais nutrientes para a
multiplicacéo celular durante a fase exponencial de crescimento. Portanto quando o
ocorre 0 esgotamento do nitrogénio, fonte de azoto, no meio de cultura do
microrganismo oleaginoso juntamente com o excesso de carbono, 0 microrganismo
utiliza o carbono presente no meio de cultura e o transforma em reserva energética
sobre a forma de lipidios. “A taxa de lipidio acumulado em microrganismos
oleaginosos tipicamente aumenta durante a limitacdo de nitrogénio assimilando o
excesso de carbono, mas a divisdo celular é inibida, afunilando o carbono em
triglicerideos” (DONG et al., 2016, p. 1).

Os lipidios acumulados s&o encontrados no citosol das células e séo
majoritariamente triglicerideos (TAG), entrono de 90%, como explicitado por Afonso
(2017), enquanto que para Dong et al. (2016) os lipidios se acumulam
majoritariamente ndo s6 sobre a forma de triglicerideos, mas também como &cidos

graxos livres, lipidios polares, hidrocarbonetos e pigmentos. Ainda em sua revisdo
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Dong et al. (2016) relata que os lipidios assim como a sua cOomposi¢cdo nos
microrganismos, podem variar de acordo com o metabolismo de cada microrganismo,
sendo que o metabolismo pode ser manipulado através das condi¢des de cultivo como

temperatura, fase de crescimento na coleta, nutrientes presentes e pH.

Os TAG constituintes dos lipidios neutros intracelulares de microrganismos
oleaginosos sdo em sua maioria compostos por acido oleico, acido palmitico,
acido estearico e acido linoleico, tendo assim uma composicao similar aos
TAGs encontrados em 06leos vegetais, como 6leo de soja ou de girassol
(AFONSO, 2017, p. 9).

A fase de crescimento em que ocorre o0 acumulo de lipidios em
microrganismos tem seu inicio na fase exponencial tardia, quando ocorre limitacdo do
nutriente azoto no meio de cultura e se prolonga na fase estacionaria de crescimento,
sendo as mesmas fases de producéo e acumulo de carotenoides segundo Freitas et
al. (2014), assim produzindo dois compostos de interesse. As figuras 1 e 2 comparam
o crescimento de biomassa, lipidios e a limitagdo de nitrogénio, que nesse caso seria

0 nutriente limitante ou azoto.

Figura 1 - Representacdo esquemética do curso de acumulacgéo de lipidios em microrganismos
oleaginosos
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Biomassa (g/L)

= Lipidios (%) Glicose (arbitrario)
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FONTE: adaptado de Ratledge e Wynn (2002).
Figura 2 - Modelo de acumulo de lipidios de leveduras e fungos filamentosos crescendo em
meio com nitrogénio limitado
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FONTE: adaptado de Ratledge e Wynn (2002).
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3.2. MEIOS DE CULTURA OU DE CULTIVO

“‘Os meios de cultura microbiolégicos consistem de varias substancias
nutritivas que permitem o desenvolvimento de tipo particulares de microrganismos”
(PELCZAR; REID; CHAN, 1980, p. 44). Os meios de cultura utilizados devem
necessariamente conter uma diversidade de nutrientes para que ocorra a
multiplicacdo e manutencédo dos microrganismos, sendo que de acordo com Borzani
et al. (2001) a quantidade de cada elemento é varidvel para cada microrganismo
especifico, mas geralmente a composicdo do meio de cultivo esté relacionada com a
fonte de carbono, a qual é responsavel pela principal fonte de energia para os
microrganismos.

Segundo Borzani et al. (2001) existe uma grande variedade de tipos nutritivos,
portanto ndo ha um meio de cultivo universal, pois 0 que é necessario a um
microrganismo pode inibir o crescimento de outros tipos de microrganismos. Assim se
faz necessario conhecer as caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas do
microrganismo, bem como a sua composi¢cdo, para poder formular e otimizar
apropriadamente o meio de cultivo. A Tabela 3 nos traz a composicao elementar de
bactérias e fungos, a qual pode ser encontrada na literatura ou determinada de acordo
com Bastos (2010).

Tabela 3 - Composi¢cdo média de bactérias e leveduras em base seca.

Elemento Bactérias (%) Leveduras (%)

C 53 47

(@] 20 30

N 12 7,5

H 7 6,5

P 3 1,5
S 1 1

Mg 0,5 0,5
Cinzas 7 8

(P, Mg, Cu, Ca, Co, Fe, Mn, Mo)

Fonte: Bastos (2010).

Os meios de cultivos podem ser distinguidos em duas grandes classes de

acordo com Borzani et al. (2001), em meios sintéticos e em meios complexos. Para
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ser considerado um meio sintético, a sua composicdo precisa ser muito bem
conhecida, tanto quantitativamente quanto qualitativamente. Os meios complexos néo
possuem todos 0s seus componentes conhecidos de forma precisa, um classico
exemplo ocorre na utilizacdo de extrato de levedura como um dos componentes do
meio de cultivo. O extrato de levedura n&o tem definido todos os elementos em sua
composi¢do quimica de forma precisa, sendo utilizado para enriqguecer o meio devido
a sua grande variedade de nutrientes.

As condicbes sob a qual esta o meio de cultivo sédo tdo importantes quanto,
pois segundo Pelczar, Reid e Chan (1980) ndo somente o crescimento, mas também
a inibicao dos microrganismos € influenciada pelas condicdes fisicas a qual o meio de
cultivo esta exposto. De acordo com Borzani et al. (2001), os principais parametros
fisico-quimicos que devem ser observados para as condi¢cdes do meio de cultivo séo
0 pH, a temperatura, agitacdo e aeracdo. H4 outros pardmetros que podem ser
observados como a concentracdo de reagentes, densidade da biomassa, o estado
fisico do meio de cultivo, mas depende da relevancia desse parametro e sua
interferéncia no meio de cultivo para o crescimento do microrganismo. “Assim, é
necessario fornecer condicdes ambientais diferentes para o cultivo de cada tipo
fisiologicamente diverso” (PELCZAR; REID; CHAN, 1980, p. 45).

3.3. PROCESSOS FERMENTATIVOS

“O termo fermentacédo é derivado do latim fervere, que significa ferver, devido
a aparéncia da producédo de gas carbdnico pela acdo de leveduras sobre extrato de
frutas de grdos maltados” (BASTOS, 2010, p. 13). O termo fermentacéo era adotado,
a principio, apenas para processos anaerobios sendo expandido posteriormente a
outros processos microbioldgicos segundo Borzani et al. (2001). Atualmente a
definicdo de fermentacdo ou processo fermentativo estd relacionada com a
abordagem adotada para o processo microbioldgico, geralmente envolve crescimento
e desenvolvimento de microrganismos em processos industriais de acordo com
Bastos (2010), tendo como objetivo principal o acumulo de biomassa ou a formacéo
de compostos de interesse. Bioquimicamente segundo Bastos (2010) a fermentacéo
€ 0 processo de conversdo de compostos organicos complexos em compostos mais
simples. Ha diversos exemplos dessas conversfes, mas a mais comum € o da

fermentacao alcoolica, no qual ocorre a transformacao de acucares em etanol.
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“‘As fermentagOes industriais séo caracterizadas pelo desenvolvimento de
atividade econémica por microrganismos, para multiplica-los ou para que produzam
metabdlitos uteis” (SCHMIDELL et al., 2001, p. 425). Segundo Bastos (2010), os
objetivos dos processos fermentativos para a industria podem ser a propria biomassa,
a producdo de enzimas, producao de metabdlitos microbianos, obtengcédo de produtos
recombinantes, a transformacdo ou conversdao de compostos. O processo
fermentativo pode ser dividido em seis etapas fundamentais de acordo com Bastos
(2010), sendo elas:

a) A formulag&o do meio de cultivo durante o desenvolvimento do inoculo;

b) A esterilizacdo do meio, do fermentador e do material auxiliar;

c) A producéo de cultura pura suficiente para inocular o tanque;

d) O crescimento do microrganismo dentro do biorreator;

e) A extracdo do produto e sua purificacao;

f) O destino dos efluentes produzidos no processo.

3.4. ESTRATEGIAS DE PRODUCAO

A producédo de fermentado vem sendo realizado desde a antiguidade,
principalmente para a producdo de alimentos como a cerveja, queijos e vinhos. De
acordo com BASTOS (2010), os processos fermentativos ocorrem nos chamados
biorreatores, fermentadores ou dornas, ou seja, recipientes onde ocorrem reacdes
bioquimicas que s&o catalisadas por enzimas ou envolvem o crescimento de
microrganismo. Segundo Schmidell et al. (2001) séo considerados biorreatores, os
reatores nos quais as reacfes quimicas que acontecem sdo catalisadas por
biocatalisadores, sendo que esse biocatalisadores podem ser células de animais,
vegetais ou microrganismos.

Segundo Bastos (2010) os biorreatores podem ter caracteristicas e
configuracdes diferentes, devido principalmente ao tipo de microrganismo utilizado,
além de visar a otimizac&o do meio de cultivo através do controle de parametros fisico-
guimicos. Com isso os biorreatores podem ser classificados conforme apresentado

no Quadro 2.
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Quadro 2 - Classificacao geral dos biorreatores
(I) Reatores em fase aquosa (fermentagédo submersa)
(1.1) Células/enzimas livres
e Reatores agitados mecanicamente (STR)
e Reatores agitados pneumaticamente
o Coluna de bolhas ("bubble column")
o Reatores "airlift"
e Reatores de fluxo pistonado ("plug flow")
(1.2) Células/enzimas imobilizadas em suportes
e Reatores com leito fixo
e Reatores com leito fluidizado
e Qutras concepcdes
(1.3) Células/enzimas confinadas entre membranas
e Reatores com membranas planas
o Reatores de fibra oca ("holoow-fiber")
(I Reatores em fase ndo-aquosa (fermentacao-solida)
o Reatores estéticos (reatores com bandejas)
¢ Reatores com agitacéo (tambor rotativo)
e Reatores com leito fixo
o Reatores com leito fluidizado gés-soélido
Fonte: adaptado de Schmidell et al. (2001).

Dentro dessa classificacdo geral dos reatores ainda existem outras
subdivisdes de acordo com a configuragdo adotada. Segundo Schmidell et al. (2001)
0S reatores mecanicamente agitados, ou stirred tank reactor (STR), sdo os
biorreatores mais utilizados industrialmente.

As estratégias para a producdo de fermentados ou processos fermentativos
podem variar muito para cada tipo de microrganismo e produto desejado. As
estratégias principais e mais utilizadas em processos fermentativos sdo a batelada e
batelada alimentada. A estratégia de producdo de forma batelada consiste em
adicionar todo o material necessario, como o meio de cultivo e inoculo, no inicio do
processo, sendo que os produtos obtidos sao retirados somente no final do processo.

Schmidell et al. (2001) destaca que o0s processos conduzidos de forma
batelada sdo importantes para o conhecimento basico da cinética do processo. Outras
formas de processos fermentativos, seja batelada alimenta ou continua, partem de um
estudo prévio e bom conhecimento do processo de forma batelada. Os processos de
fermentacao batelada podem apresentar baixos rendimentos de acordo com Bastos
(2010), pois quando o substrato é adicionado de uma Unica vez pode causar efeitos
indesejados como a inibicdo ou o desvio do metabolismo, resultando em produtos

indesejados e baixa produtividade.
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Schmidell et al. (2001) define o processo de batelada alimentada ou
descontinuo alimentado como uma técnica, na qual um ou mais nutrientes séo
adicionados ao meio em fermentacdo e permanecem até o final do processo
fermentativo. A alimentacao no processo batelada alimentada pode ser feita de duas
maneiras segundo Pacheco (2010), de modo continuo ou de forma intermitente.
Quando a alimentacgé&o ocorre de forma continua, o material a ser inserido ao processo
entra de forma uniforme durante todo o periodo, enquanto que a alimentacao por pulso
ou intermitente, ocorre de maneira a inserir uma determinada quantidade do material
desejado em um intervalo de tempo.

O controle da alimentacdo permite o deslocamento do metabolismo do
microrganismo para ndo somente para obter o produto final de interesse, mas também
para aumentar a sua producdo. Para Schmidell et al. (2001) os processos que se
visam a obtencdo de alta densidade de células, a presenca ou a producdo de
compostos toxicos podem ser criticas, por isso o controle da alimentacdo ao meio
impede que esses compostos toxicos alcance niveis criticos inibindo e prejudicando o
crescimento do microrganismo, além disso permite que a velocidade do crescimento

do microrganismo se mantenha, aumentando a concentracdo de células e do produto.

3.5. QUANTIFICACAO DE BIOMASSA

Existem diversos métodos que podem ser encontrados na literatura para a
quantificacdo de microrganismo, tanto quanto ao nimero de células quanto a sua
biomassa. Segundo Sarrafzadeh et al. (2015) diversos métodos para medir a
biomassa tém sido extensivamente desenvolvidos e aplicados, sendo que a
concentracdo de células pode basicamente ser quantificada como massa de células
ou como numero de células.

De acordo com Begot et al. (1996) a quantificacdo de biomassa envolvendo
processos onde ocorre o crescimento de microrganismo, se mostra importante para
realizar diversas analises e acompanhar o crescimento microbiano. Sarrafzadeh et al.
(2015) relata que a concentracdo de biomassa € um dos mais importantes parametros
nos processos biotecnologicos, a sua medida depende das propriedades fisico,
guimica e biolégica das células. A partir dessas analises é possivel, principalmente,

construir a curva de crescimento e em experimentos posteriores acompanhar em qual
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fase de crescimento do microrganismo o processo se encontra. Além disso, € possivel
verificar se ndo ha problemas acontecendo e tomar as medidas corretivas.

O rendimento e produtividade dos bioprocessos, processos que envolvem
microrganismo, muitas vezes esta relacionada com a quantidade de biomassa
presente durante o processo ou a quantidade de biomassa acumulada ao final do

processo.

A pesagem direta da biomassa de uma amostra com cultura é simples e mais
confiavel quando relativamente uma grande quantidade de amostrar sdo
avaliadas. Células em amostra liquida podem ser separadas do meio e
pesadas depois de secas. Alternativamente, o nimero de células pode ser
contado com a ajuda de microscépio utilizando um hemacitdmetro ou com um
contador automatico de células (SARRAFZADEH et al., 2015, p. 1).

3.5.1 Contagem de Células

“O namero de organismo unicelulares em suspensao pode ser determinada
microscopicamente pela contagem de células individuais em um volume pequeno
muito bem determinado” (STANIER et al., 1987, p. 187). Segundo Lucarini, Silva e
Bianchi (2004) a contagem de células ao microscépio € um dos métodos para
determinar e estimar a concentracao de células do microrganismo em suspensao no
meio e para realizar essa contagem utiliza-se a Camara de Neubauer (Figura 4) que
€ conhecida também por camara de contagem ou hemacitbmetro, pois foi
desenvolvida para a contagem de células no sangue. Borzani et al. (2001) ressalta
que a contagem do numero total de células envolve a contagem de células vivas e
mortas, sendo que em amostras liquidas essas contagens sao expressas em numero

de células por mililitro.

Figura 3 — Camara de Neubauer
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A Cémara de Neubauer consiste de uma lamina de microscopia, com
espessura maior que uma lamina padréao, onde existe uma camara gravada no vidro
(LUCARINI; SILVA; BIANCHI, 2004, p. 37). Ainda segundo Lucarini, Silva e Bianchi
(2004), cada lamina possui duas camaras (partes escuras da Figura 4), as quais
possuem marcacdes que dividem a camara em diferentes quadrados para a
realizacdo da contagem. De acordo com Borzani et al. (2001) uma laminula deve ser
posicionada nas laterais da camara e sobre as marcacfes gravadas na camara

conforme a Figura 5.

Figura 4 - Area sob a laminula
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Fonte: Lucarini, Silva e Bianchi (2004)

Seguindo o gabarito de uma Camara de Neubauer (Figura 6) que é explicitado
por Lucarini, Silva e Bianchi (2004), a contagem de células pode ser realizada em trés
tipos diferentes de quadrados, devido ao fato das marcacdes na Camara de Neubauer
possuirem dimensdes diferentes, permitindo assim que a contagem de células possa

ser realizada para células de diferentes tamanhos.

Figura 5 - Gabarito de uma Camara de Neubauer
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Fonte: Lucarini, Silva e Bianchi (2004)

O volume contido em cada &area pode ser determinado de acordo com
Lucarini, Silva e Bianchi (2004) e Borzani et al. (2001), pois as dimensdes de cada
guadrante de contagem séo conhecidas, assim como a altura da solucdo disposta na
camara, permitindo dessa forma determinar com exatiddo o volume de cada area,

como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Area e volume de cada quadrante

Quadrante Area (mm?) Volume (mm3)
A (quadrantes maiores) 0,0625 0,00625
B (retangulos) 0,0125 0,00125
C (quadrados menores) 0,0025 0,00025

Fonte: Lucarini, Silva e Bianchi (2004).

Existem diversas formas de realizar a contagem, mas sempre € necessario
determinar qual padrdo sera utilizado e segui-lo durante todo experimento. Para
realizar a contagem deve-se determinar a quantidade de quadrados a serem
contados, sempre sendo de forma simétrica, como uma diagonal ou os quadrados
mais externos. Além disso também deve-se determinar como as células encontradas
em cima das marcacdes serdo consideradas, deve adotar-se pelo menos duas
marcacdes de cada quadrado como validos para a contagem e sempre seguir esse
padrao durante toda a contagem.

A partir da quantidade de células determinada para cada quadrante
juntamente com o seu volume conhecido, permite que a concentracéo de células por
mm3 seja encontrada, e segundo Lucarini, Silva e Bianchi (2004) e Borzani et al.
(2001) o resultado é obtido ao fazer a contagem para diversos quadrantes, determinar

as suas concentracoes e obter uma média de concentracdes para aquela amostra.

3.5.2Peso Seco da Biomassa

Para Borzani et al. (2001) as estimativas obtidas com medidas da massa de
material mido ndo séo precisas, devido a dificuldade de quantificar a agua presente
no material, principalmente intracelular, por isso a utilizagdo da biomassa seca tem
sido adotada, por fornecer dados mais precisos e proporcionais de biomassa. “A Gnica

forma direta de medir a massa de células € através da determinacdo do peso seco
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celular em um volume fixo da cultura pela remocéo das células do meio, secando elas,
e entdo pesando elas” (STANIER et al., 1987, p. 186).

Segundo Zhu e Lee (1997) a quantificacdo de biomassa seca de células,
envolve coletar uma aliqguota de uma cultura em suspenséao, secando a amostra para
um peso constante e expressando 0 seu valor como peso seco de biomassa por
volume da amostra, sendo esse método um importante parAmetro para estimar a
concentracdo de biomassa e produtividade. Para facilitar o processo de secagem da
amostra alguns métodos podem ser utilizados, como a centrifugacéo ou a filtracéo, a
fim de separar as células do microrganismo da solucéo a qual se encontra, sendo a
amostra entdo levada a uma estufa ou forno até o seu peso ser constante. A diferenca
entre as massas obtidas de cada amostra corresponde ao aumento da biomassa no

meio como evidenciado por Rodrigues (2002).

3.5.3 Turbidimetria

Segundo Begot et al. (1996), a turbidimetria € um método estabelecido
utilizado para estudar o crescimento de microrganismo desde que a medicdo da
densidade Optica torno isso possivel, permitindo acompanhar o crescimento
microbiano em tempo real. Ainda de acordo com Begot et al. (1996) diversos outros
métodos sdo usados para acompanhar o crescimento microbiano, mas eles nao
apresentam um resultado imediato e consomem muito tempo, especialmente quando

um grande numero de dados é necessario.

Turbidimetria - permite medir o aumento da biomassa em funcdo da luz
dispersa por uma suspenséo de células. O aumento de turvagéo verificado
ao longo do crescimento pode ser determinado a partir de medi¢gBes de
densidades 6pticas em um espectrofotdbmetro de ultravioleta / visivel a um
comprimento de onda que corresponde a absor¢do maxima (RODRIGUE,
2002, p. 29).

Para Borzani et al. (2001), a turvacdo apresentada para um determinado
microrganismo corresponde a turvagcao de uma suspensao com numero conhecido de
células, sendo que a turvacdo da amostra € comparada visualmente com a de um

determinado tubo da série padrdo, sendo possivel a determinagdo da concentracéo
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de células ou da biomassa da amostra através de uma tabela ou curva de turbidez

gue acompanha o conjunto de tubos padrodes.

3.6. OBTENCAO DE LIPIDIOS

“A purificacdo de produtos biotecnoldgicos produzidos por células microbianas
constitui-se numa das etapas mais complexas do processo, dadas as variadas
caracteristicas do meio de cultivo e das biomoléculas de interesse” (BASTOS, 2010,
p. 143). A importancia dos produtos biotecnoldgicos é relatada por Borzani et al.
(2001) como o incentivo ao desenvolvimento de varios processos de purificacéo,
devido ao fato da grande variedade de produtos produzidos além da sua localizacéo
na célula. “Como resultado dessa diversidade dessa diversidade ndo h& processos de
purificacdo de aplicagao geral” (SCHMIDELL et al., 2001, p. 493).

Os microrganismos sdo capazes de sintetizar tanto produto extracelular
guanto produto intracelular de acordo com Yellapu et al. (2018), quando o produto &
extracelular ele pode ser facilmente separado por filtracao ou centrifugacdo, enquanto
que a recuperagdo de produtos intracelulares necessita do rompimento ou
enfraquecimento da parede celular. Sitepu et al. (2014) e Park et al. (2017) evidenciam
em seus estudos que a levedura Rhodosporidium toruloides acumula lipidios de forma
intracelular. Com a definicdo da localizacdo do produto de interesse € possivel realizar
a escolha do método que sera usado para a sua recuperacao.

Quando o produto de interesse, no caso lipidios, se encontra de forma
intracelular, é necessério e crucial realizar o rompimento da parede celular para que
os lipidios intracelulares possaam ser recuperados confomre explicitado por Yellapu
et al. (2018). Segundo Dong et al. (2009) a ruptura da parede celular geralmente se
faz necessaria para os lipidios intracelulares ser tornarem mais acessivel na extragado
por solventes. “A liberacdo de compostos intracelular requer a destruicdo de
compostos que fornecem forgcas a parede celular das leveduras” (LIPKE, OVALLE,
1998 apud LIU et al., 2016, p. 183). Segundo Liu et al. (2016) os métodos para a
ruptura da parede celular podem ser classificados em mecanicos e ndo mecanicos,

conforme a classificacdo apresentada na Figura 8.

Figura 6 — Classificacdo dos métodos para rompimento celular em leveduras
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Os métodos ndo mecanicos segundo Liu et al. (2016) sdo mais seletivos e
sutis, sendo geralmente usados em escalas laboratoriais. A extracdo de lipidios de
forma satisfatdria pode ser obtida segundo Jacob (1992) ao utilizar a hidrolise &cida
das células, permitindo um acesso facil aos lipidios intracelular para os sistemas de
extracdo com solventes. Para Jacob (1992) o uso de células hidrolisadas com acidos
e uma subsequente extracdo com soxhlet utilizando solvente pode ter uma
recuperacdo de lipidios satisfatoria, além de que este procedimento tem a perca
durante o processo minimizada.

4 METODOLOGIA

4.1. LEVEDURA

A levedura utilizada foi a Rhodosporidium toluroides DAEBB 5533, cedida pelo
Laboratorio de Processos Fermentativos da UFPR. A levedura foi incubada em Placas
de Petri em meio solido YM para a sua manutencéo, sendo o meio YM composto por
3,0g/L de extrato de levedura e extrato de malte, 5,0g/L de peptona, 10,0g/L de
dextrose e 20,0g/L de agar. O repique da Rhodosporidium toluroides foi realizado

mensalmente para sempre estar disponivel coldénias novas e livres de contaminagéo.

4.2. OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE MEIO DE CULTIVO
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O meio de cultivo realizado foi composto por ureia, extrato de levedura, sulfato
de magnésio, fosfato de potassio e sacarose. Para encontrar as melhores condi¢des
do meio de cultivo, assim otimizando o desenvolvimento e o crescimento da levedura
e por consequéncia o acumulo de biomassa e lipidios, foram realizados experimentos
de forma a analisar as melhores concentragfes de ureia e sacarose. A quantidade de
inoculo utilizada para os experimentos na fase de otimizacao foi de 10ml de um meio
cultivo liquido previamente preparado, sendo o meio de cultivo prévio preparado a
partir de uma colénia das Placas de Petri utilizadas para a manutencdo da
Rhodosporidium toluroides.

A andlise da concentracéo de ureia foi realizada de forma a manter os demais
compostos do meio de cultivo fixos, sendo alterado a concentracéo de ureia para cada
experimento, assim encontrando a maxima concentracdo de ureia toleravel e

resultando em satisfatéria duracao da fase de crescimento exponencial da levedura.

Tabela 5 — Concentracdo de cada componentes nos experimentos realizados para obter a
maxima concentracdo de ureia no meio

Experimentos E1l E2 E3 E4 E5 E6

Ureia (g/L) 0,00 1,00 3,00 5,00 10,00 3,00
Extrato de Levedura (g/L) 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Sulfato de magnésio (g/L) 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50
Fosfato de potéssio (g/L) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sacarose (g/L) 40,00 40,00 40,00 40,00 40,00 80,00

Fonte: autoria propria.

A partir da determinagdo da concentragdo maxima de ureia, foi realizado o
experimento para analisar a maxima concentracdo de sacarose no meio de cultivo,
para a fase de crescimento exponencial da levedura. Nessa etapa foi mantido fixos os
demais compostos, inclusive a concentracdo de ureia determinado no experimento

anterior, e variando apenas concentracdo de sacarose no meio de cultivo.

Tabela 6 - Experimentos realizados para obter a melhor concentracédo de sacarose, 0s valores
descritos como fixos sdo os resultados obtidos para a da maxima concentragéo de ureia.

Experimentos E6 E7 ES8 E9 E10

Ureia (g/L) Fixo Fixo Fixo Fixo Fixo
Extrato de Levedura (g/L) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sulfato de magnésio (g/L) 15 15 15 15 15
Fosfato de potassio (g/L) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Sacarose (C/N) 0/1 4/1 8/1 16/1 32/1

Fonte: autoria prépria.
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As analises da ureia e da sacarose ocorreram durante oito dias, sendo
retiradas aliquotas entorno de 1ml como amostras nos dias 0, 2, 4 e 7 de cada
concentracdo para a contagem de células e a constru¢do da curva de crescimento
para cada experimento. Estes experimentos foram realizados em frascos agitados
utiizando uma estratégia de batelada. Para isso foram utilizados erlenmeyers de
250ml contendo o meio de cultivo e o inoculo com um volume total Gtil de 100ml, os
quais foram levados a um shaker e mantidos com agitacéo de 120 rpm e com controle
de temperatura mantido em 30°C.

O método escolhido para os experimentos que visam a otimizacdo do meio de
cultivo foi a contagem de células através da Camara de Neubauer, a qual permitiu
acompanhar o desenvolvimento da levedura ao longo do tempo, além de ser possivel
a visualizacdo de contaminantes presentes na amostra.

A contagem de células ocorreu nos quadrantes um, trés, sete e nove de forma
diagonal de cima para baixo e da esquerda para direita conforme a Figura 5. Sendo
considerado dentro do quadrante as células que estdo nas bordas superior e direita

de cada quadrado contado.

4.3. ESTRATEGIA BATELADA ALIMENTADA

Para a producédo de SCO foi utilizada a estratégia de batelada alimenta, sendo
utilizado um biorreator mecanicamente agitado com aeracao do seguinte modelo TEC-
Bio-3,0V (Tecnal, Brasil), operado com taxa de aeracéo de 1 vvm (volume de ar por
volume de meio por minuto).

O biorreator utilizado possui um volume total de 2,5L, mas foi utilizado um
volume dutil de 1,5L, para garantir a seguranca e um bom controle do meio
fermentativo, além de evitar que a espuma formada durante o processo provoque mau
funcionamento dos sensores presentes dentro do biorreator.

Para um volume total de 1,5L, foi preparado um volume de 300ml de inoculo
de forma batelada com um sistema de aeragéo utilizando bombas de aquérios, sendo
o meio de cultivo do inoculo o mesmo que sera utilizado no biorreator. O meio de
cultivo foi preparado utilizando a mesma concentragdo dos nutrientes conforme os
resultados obtidos na otimizagdo do meio de cultivo, sendo que foi preparado um

volume total de 1,2L. O meio de cultivo foi esterilizado previamente em autoclave
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assim como todo o material que foi necessario, como solu¢des para o controle de pH
e antiespumante.

Para o controle de pH foram utilizadas solu¢des de 1M de NaOH e de H3POa,
mantendo o valor de pH em 5,0+0,2. Para o controle de temperatura foi utilizada uma
manta térmica e um banho frio e controle da temperatura o qual foi realizado
automaticamente através de um termostato presente no meio, sendo a temperatura
ajustada para a temperatura de 30°C. A agitacdo foi mantida por controle tipo cascata
com o oxigénio dissolvido, o qual foi de no minimo 30%, com agitacao entre 100 e
500rpm.

A alimentag&o contendo o meio de cultivo foi realizada de forma intermitente,
mas especificamente por pulso de forma sempre manter a concentracéo 6tima para a
producdo de SCO. Para isso foi utilizado duas alimentac6es com alta concentracao
de ureia e sacarose, previamente determinada de acordo com 0s experimentos
anteriores, devido ao fato de ocorrer a diluicdo dessa concentragao no volume do meio
fermentativo. A alimentacéo foi trocada por uma solucdo com alta concentracédo de
sacarose, interrompendo o crescimento da levedura e iniciando o processo de
acumulo de lipidios.

A producdo de SCO através da batelada alimentada teve o tempo de 144
horas e 40 minutos ao todo, sendo realizada a coleta de amostras com entorno de
40ml para acompanhar o crescimento e acumulo da biomassa e para a construcdo da
curva de crescimento do microrganismo. As amostras foram coletadas uma vez por
dia e ap06s cada alimentacao para a realizacdo de analises de turbidimetria, peso seco
e contagem de células.

4.4. OBTENCAO DE LIPIDIOS

A extragao dos lipidios das células do microrganismo foi realizada através do
meétodo desenvolvido por Dalmas Neto et al. (2019). Resumidamente, consiste do
rompimento da membrana celular, realizando-se a hidrélise provocada por utilizagéo
de acidos minerais, de forma a liberar o 6leo intracelular, seguido de uma recuperagéo
em um extrator utilizando solventes.

Ao término da fermentacéo, o lodo contendo alta concentracdo de células foi
recuperado e hidrolisado a pH 2,0 utilizando acido cloridrico (HCI) e colocado em

autoclave (15min, 121°C). Apdés a hidrélise os lipideos intracelulares foram
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recuperados através de extracao liquido-liquido com cloroférmio. ApGs separacdo das

fases, os lipidios extraidos foram quantificados apos secagem em estufa a 80°C por
24h.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OTIMIZACAO DO MEIO DE CULTIVO

O primeiro passo realizado foi a determinacéo da tolerancia de ureia no meio
de cultivo. A ureia é importante para o meio de cultivo pois € uma fonte de nitrogénio,
um dos elementos essenciais para a multiplicacédo e crescimento celular da levedura
Rhodosporidium toluroides. Porém a ureia pode ser toxica em altas concentracoes,
pois libera amoniaco durante seu processo de degradacéo, sendo um fator de morte
celular e impeditivo de crescimento da levedura no meio de cultivo, assim se faz
necessario conhecer qual a concentragdo maxima de ureia que pode ser utilizado, de
forma a proporcionar o crescimento celular sem que ocorra a inibicdo ou morte do

microrganismo. Sendo que a maxima concentragcdo com relacdo a ureia foi
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determinada através da fixacdo da quantidade dos outros nutrientes adicionados ao
meio de cultivo sendo variada apenas as quantidades de ureia presente para cada
meio de cultivo conforme o demonstrado na Tabela 5. Foi realizado também um
experimento para analisar se a quantidade de ureia com relacdo a sacarose teria
alguma influéncia sobre o meio de cultivo no experimento E6.

A quantificac@o de células de leveduras presente em cada meio de cultivo foi
realizada através da Camara de Neubauer, sendo realizada a contagem de células
durante o periodo de oito dias conforme o Quadro 3 e o fator de diluicdo das amostras
foi de um mililitro de amostra para 100ml no total (1/100). Para uma anélise melhor os
dados obtidos a partir da contagem de células pela Camara de Neubauer foram
convertidos para namero de células por mililitros de caldo fermentado.

Com base nos dados obtidos a partir dos experimentos para a maxima
concentracdo de ureia no meio de cultivo, foi possivel construir Gréfico 1 de
crescimento celular da levedura Rhodosporidium toluroides, o qual relaciona as
concentracdes iniciais da ureia com a quantidade de células para cada meio de cultivo

de acordo com dia da contagem.

Quadro 3 — Dados obtidos para méaxima concentragcdo de ureia no meio de cultivo.

. Dia n°de células Células/ml
m 0 61,8125 9,89E+06
g u 1 26,125 4,18E+08
W g; 2 26,6875 4,27E+08
E © 3 34,1875 5,47E+08
o 4 33,5 5,36E+08
w 7 31,625 5,06E+08

: Dia n°de células Células/ml
W 0 61,8125 9,89E+06
g o 1 27,75 4,44E+08
W g; 2 21,75 3,48E+08
E - 3 26,375 4,22E+08
o 4 29,75 4,76E+08
w 7 43,3125 6,93E+08

Xezy Dia n° de células Células/ml
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0 61,8125 9,89E+06

1 29,6875 4, 75E+08

2 22,8125 3,65E+08

3 22 3,52E+08

4 25,625 4,10E+08

7 29,3125 4,69E+08

. Dia n° de células Células/ml

Y 0 61,8125 9.89E+06

g N 1 17,4375 2, 79E+08
(@)]

w s 2 13,8125 2.21E+08

E 0 3 18 2,88E+08

o

o 4 18,25 2,92E+08

w 7 11,4375 1,83E+08

, Dia n° de células Células/ml

1 0 61,8125 9 89E+06

g o 1 6,875 1,10E+08

ug 2 18,3125 2,93E+08

x a 3 14,4375 2,31E+08

o

o 4 19,3125 3,09E+08

w 7 12,5625 2.01E+08

, Dia n° de células Células/ml
O -

w3 0 61,8125 9,89E+06
o<o

E 59 1 19,3125 3,09E+08

n = @ 2 21 3,36E+08

x o o 3 20,0625 3,21E+08

0 o § 4 23,9375 3,83E+08

w 7 22,25 3,56E+08

Fonte: autoria prépria.

Grafico 1 — Relacdo da concentracdo de células ao longo do tempo para cada experimento

descrito na Tabela 05.



33

Analise Ureia(Nitrogénio)

8,00E+08
—e—E10,0g/L
7,00E+08
— 6,00E+08 E2 1,0g/L
£
-2 5,00E+08 —e
& 2 E33,0g/L
£ 4,00E+08
2
© 300E+08
g ’ E4 5,0g/L
@ 5 00E+08
1,00E+08 —@—E5 10,0g/L
0,00E+00 @
0 1 2 3 4 5 6 7 8 E6 Ureia 3,0g/L
. - Sacarose
Tempo (dia) 80,08/L

Fonte: autoria propria.

Os dados obtidos a partir da Tabela 2 e do Grafico 1, permite realizar uma
série de analises. A primeira analise realizada, a partir dos experimentos E4 e E5, foi
a identificacdo do limite de concentracdo de ureia que o meio de cultivo suporta, as
curvas de crescimento celular apresentam menores numeros de células por mililitros
entre os experimentos E4 e E5, entdo a concentracao de ureia no meio de cultivo deve
ser menor que cinco gramas por litro (5g/L). Analisando os dados obtidos para o
experimento E3 e EB6, fica evidente que ndo ha relacdo entre a concentracdo da ureia
com a concentracao de sacarose presente inicialmente no meio de cultivo da levedura,
pois as curvas de crescimento da levedura durante o periodo se mantém préximas,
além de obter resultados semelhantes.

A determinac¢do da maxima concentracdo de ureia no meio de cultivo, para
otimizar o crescimento celular, ndo ficou totalmente esclarecido. Assim foi necessario
a realizacdo de um segundo experimento para avaliar e determinar a maxima
concentracdo de ureia no meio de cultivo, conforme a Tabela 7, repetindo os

experimentos E1, E2 e ES3.

Tabela 7 — Segundo experimento realizado para a maxima contracao de ureia no meio de cultivo.

Experimentos Erl Er2 Er3
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Ureia (g/L) 0 1 3
Extrato de Levedura (g/L) 0,5 0,5 0,5
Sulfato de magnésio (g/L) 15 15 15
Fosfato de potassio (g/L) 1 1 1

Sacarose (g/L) 40 40 40

Fonte: autoria propria.

Os dados obtidos a partir do segundo experimento para a maxima
concentracao de ureia, demonstrados no Quadro 4, foram utilizados para a construcao
de uma segunda curva de crescimento celular da levedura Rhodosporidium toluroides,

representada no Grafico 2, sendo o fator de diluicdo o mesmo do experimento anterior.

Quadro 4 — Relagédo da quantidade de células quantificada de acordo com as concentracdes
iniciais em relagdo ao tempo para o segundo experimento para a maxima concentracéo de ureia

no meio de cultivo.

.g Dia n°de células Células/ml
3 0 27,125 4,34E+06
g = 1 17,4375 2,79E+08
% S 2 28,5 4,56E+08
% 4 30,5 4,88E+08
% 7 33,25 5,32E+08
o Dia n°de células Células/ml
z 0 27,125 4,34E+06
LéJ < 1 18,9375 3,03E+08
é 3 2 26,8125 4,29E+08
o 4 32,4375 5,19E+08
% 7 44,1875 7,07E+08
-g Dia n° de células Células/ml
3 0 27,125 4,34E+06
g = 1 22,75 3,64E+08
% = 2 30,25 4,84E+08
% 4 30,75 4,92E+08
% 7 32,8125 5,25E+08

Fonte: autoria propria.
Grafico 2 — Relagdo da quantidade de células quantificada de acordo com as concentracdes

iniciais em relacdo ao tempo.



35

Andlise Ureia(Nitrogénio)
8,00E+08
7,00E+08

6,00E+08

€
~~ __.
§ 5,00E+08 : = .
[=]]
£ 4,00E+08 —8—Erl 0,0g/L
©
(%]
é 3,00E+08 Er2 1,0g/L
o —@—Er3 3,0g/L
@ 2,00E+08

1,00E+08

0,00E+00

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dia)

Fonte: autoria propria.

Ao analisar os dados obtidos e a curva de crescimento da levedura, do
segundo experimento realizado para determinar a maxima concentracdo de ureia,
observa-se que a maior concentracdo de células ao final dos sete dias, foi o
experimento Er2 com concentragao inicial de uma grama por litro (1,0g/L) de ureia,
seguido pelo experimento Er3 com concentracédo inicial de ureia de trés gramas por
litro (3,0g/L) de e o experimento Erl com concentracao inicial de ureia de zero grama
por litro (0,0g/L), sendo que os experimentos Erl e Er3 possuem resultados finais
muito proximos. A curva de crescimento para o experimento Erl, mesmo nao tendo
ureia como fonte de nitrogénio no meio de cultivo, acontece devido ao fato de um dos
componentes do meio de cultivo, extrato de levedura, possuir entre seus elementos o
nitrogénio como descrito por Kasprow, Lange e Kirwan (1998), componente essencial
para o crescimento o celular.

Dentre os resultados para maxima concentracao de ureia no meio de cultivo
foi determinada a concentragdo de trés gramas por litro (3,0g/L) como a maxima
concentracdo de ureia. Foi observado ndao somente a concentracdo em si, mas o
comportamento da curva de crescimento em relacdo ao tempo. Portanto devido ao
fato da certeza da presenca de nitrogénio no meio de cultivo, assim ndao dependendo
de uma fonte de nitrogénio ndo mensuravel e também ao analisar a curva de
crescimento, observa-se que uma maior quantidade de células por mililitro de caldo

fermentado € obtida para o experimento Er3 em um tempo menor. Essa € uma
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importante analise e informacao, pois o objetivo na fase do biorreator sera concentrar
a maior quantidade de lipidios e para isso seré necesséario em um determinado periodo
cessar o crescimento celular para iniciar o acumulo de lipidios, assim até esse
momento sera importante o caldo fermentado possuir a maior concentracao celular.
Apos a determinacdo da maxima concentracdo de ureia no meio de cultivo,
foi realizado um experimento para verificar a melhor concentracdo de carbono, neste
caso sacarose, do meio de cultivo para o crescimento da levedura Rhodosporidium
toluroides. Sendo a condigéo do meio avaliada com relagéo a razao entre carbono e
nitrogénio (C/N). Assim, foi fixada a concentragao de ureia (nitrogénio) para todos os
experimentos, com o valor determinado no experimento para a maxima concentracao
de ureia e a concentracdo de carbono foi diferente para cada meio de cultura como
apresentada na Tabela 8. Portanto temos diferentes razées entre carbono e nitrogénio

presente para cada meio de cultivo.

Tabela 8 - Experimentos realizados para obter a melhor concentracédo de sacarose, 0s valores
descritos como fixos sdo os resultados obtidos para a da maxima concentragao de ureia.

Experimentos E6 E7 E8 E9 E10

Ureia (g/L) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Extrato de Levedura (g/L) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Sulfato de magnésio (g/L) 15 15 15 15 15
Fosfato de potéssio (g/L) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Sacarose (C/N) 0/1 4/1 8/1 16/1 32/1

Fonte: autoria propria.

A quantidade massica de carbono presente na sacarose, bem como a
guantidade massica de nitrogénio presente na ureia sdo relativos aos seus pesos
moleculares, entorno de 42,11% e 46,65% respectivamente. Entdo para determinar a
guantidade de sacarose (mg,.) para cada razdo de C/N foi utilizado métodos
matematico, 0os quais relacionam o percentual de carbono presente na sacarose
(%Csqcarose), O percentual de nitrogénio na ureia (%N,,¢iq), Massa de ureia (Myeiq) €
a razao entre carbono e nitrogénio (C/N) desejada. Assim obteve-se a formula da Eqg.1
e a massa de sacarose para cada razao de C/N conforme a Tabela 9.

%Nureia <£) ‘m ]
N ureia

Msqe =
Y Csacarose
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Mgge = R% ' (C/N) * Myreia (Eq-l)

Tabela 19 — Massa de sacarose para cada razdo C/N.

Experimentos E6 E7 E8 E9 E10
Razéo (C/N) 0/1 4/1 8/1 16/1 32/1
Massa de sacarose (g/L) 0,0 13,3 26,6 53,2 106,4

Fonte: autoria prépria.

O experimento foi conduzido nos mesmo moldes do experimento para a

maxima concentracéo de ureia, e os dados obtidos, conforme o Quadro 5, permitiu a

construcdo do Gréfico 3, que demonstra a curva de crescimento celular para a

levedura Rhodosporidium toluroides.

Quadro 5 — Dados obtidos a partir do experimento para a melhor concentracdo de sacarose.

p Dia n° de células Células/ml
! 0 15,625 2,50E+06
J=; 2 5,9375 9,50E+07
S 4 6,40E+07
7 4,875 7,80E+07

| Dia n°de células Células/ml
3 0 15,625 2,50E+06
Y 2 15,75 2,52E+08
N 16,9375 2,71E+08
w 7 16,9375 2,71E+08
| Dia n°de células Células/ml
3 15,625 2,50E+06
<3 2 11,875 1,90E+08
o 16,5625 2,65E+08
w 7 17,5 2,80E+08
I Dia n°de células Células/ml
3 0 15,625 2,50E+06
%‘ § 2 7,125 1,14E+08
o 9,875 1,58E+08
w 7 20,25 3,24E+08
_', Dia n°de células Células/ml
2 0 15,625 2,50E+06
g § 2 5,25 8,40E+07
S 4 15,125 2,42E+08
o 7 11,625 1,86E+08

Fonte: autoria propria.
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Grafico 3 — Curva de crescimento da levedura Rhodosporidium toluroides para a melhor
concentracao de sacarose (carbono)

Andlise Sacarose (Carbono)

3,50E+08
3,00E+08

2,50E+08

B
>
G 2,00E+08 —e—E60,0g/L
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3
@ 1,50E+08 E8 26,6g/L
€
IS E9 53,2g/L
o

1,00E+08 —e—E10 106,4g/L

5,00E+07

0,00E+00

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dia)

Fonte: autoria propria.

A andlise desses dados novamente ndo foi feita unicamente levando em
consideracdo a maior concentracdo de células ao final dos experimentos, mas
também o comportamento da curva de crescimento celular em relacdo ao tempo.
Portanto ao observar os dados obtidos juntamente com o grafico 3, a melhor
concentracao celular em relagéo ao tempo foi obtida pelo experimento E7, que possui
inicialmente 13,3g/L de sacarose ou a razdo C/N de 4/1. Nota-se também que ocorre
uma estabilizacdo da curva de crescimento, demonstrando que ocorreu 0 consumo
do nitrogénio presente no meio de cultivo assim estagnando o crescimento celular e a

concentracéo de células da levedura Rhodosporidium toluroides.

5.2. ESTRATEGIA BATELADA ALIMENTADA

Para a fase seguinte do experimento, fase do biorreator, foi preparado o
inoculo com um volume de 300ml respeitando as propor¢des de cada componente

obtidas nos experimentos anteriores. Antes de realizar a inoculagédo do microrganismo
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no biorreator, foi realizada a contagem de células presente no inoculo utilizando a
Camara de Neubauer, sendo encontrado o valor de 7,2 x 10°células/ml no caldo
fermentado. O volume da aliquota utilizada para a inoculacdo do biorreator foi de
0,214ml, resultando num total de 1,542 x 10° células. Essa quantidade de célula foi
definida previamente em um biorreator anterior que sofreu contaminacao, portanto
seus dados ndo puderam ser utilizados, sendo que a diferenca essencial entre a o
inoculo do biorreator que sofreu contaminacao para este biorreator, foi a utilizacdo de
aeracao para a preparacgao do inoculo, o que acarretou em uma grande concentracao
celular, sendo necessério a redugcdo do volume do inoculo para atingir a mesma
guantidade células inoculadas no biorreator teste. Esse valor da quantidade de células
pode e deve ser utilizado para experimentos futuros que possuam a mesma
quantidade de volume utilizado no biorreator, possibilitando a reproducédo do
experimento com o objetivo de realizar comparagdes entre diferentes bateladas
sempre que for inoculado a mesma quantidade de células inicialmente.

O meio de cultivo utilizado no biorreator foi preparado para um volume total
de 1,5L devido a alta concentracdo celular no inoculo, provocada pela utilizacdo de
um sistema de aeracéo para a sua preparacao, o qual além de melhorar a quantidade
de oxigénio dissolvido promoveu uma melhor agitacdo do meio de cultivo, favorecendo
o crescimento e desenvolvimento celular. Além disso o meio de cultivo respeitou as
proporcdes e concentracbes de cada componente determinadas nos experimentos
anteriores. A Tabela 10 apresenta ndo somente as concentracbfes de cada
componente utilizados no meio de cultivo, mas também as concentracbes das
alimentacdes preparadas para serem inseridas durante o periodo do experimento no
biorreator, realizando assim a batelada alimentada. Foram preparados dois tipos
alimentacdo, sendo as alimentacfes 1 e 2 compostas apenas por ureia e sacarose

enquanto a alimentacgéo 3 foi composto somente por sacarose.

Tabela 10 — Concentracdes do meio de cultivo, alimentacdo 1 e alimentacéo 2.

Biorreator Meio de cultivo Alimentacdo 1 Alimentacdo 2 Alimentagéo 3
Ureia (g/L) 3,0 30,0 45,0 0,0
Extrato de Levedura (g/L) 0,5 0,0 0,0 0,0
Sulfato de magnésio (g/L) 15 0,0 0,0 0,0
Fosfato de potassio (g/L) 1,0 0,0 0,0 0,0
Sacarose (g/L) 13,3 133,0 199,5 342,3
Volume L) 1,500 0,150 0,100 0,150

Fonte: autoria propria.
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A diferenca entre o meio de cultivo, alimentacdo 1, alimentagcdo 2 e
alimentacao 3 foi utilizada para obter diferentes resultados no caldo fermentado. O
meio de cultivo inicial possui todos os componentes que S80 necessarios para que
ocorra o0 desenvolvimento e crescimento celular do microrganismo, enquanto que na
alimentacdo 1 e 2 consiste somente de ureia (nitrogénio) e sacarose (carbono),
elementos que sdo esséncias e indispensaveis para a multiplicacdo celular do
microrganismo em questdo, levedura Rhodosporidium toluroides. A alimentacdo 3
consiste somente de sacarose (carbono), pois com a escassez de nitrogénio no meio
de cultivo, cessa o crescimento celular, e o excesso de carbono no meio de cultivo a
levedura Rhodosporidium toluroides consome e o transforma em reserva energética
na forma de lipidios.

O acompanhamento e a obtencdo de dados durante a etapa do biorreator,
ocorreu através dos dados do gerados pelo controlador do biorreator e utilizando trés
métodos de andlise diferentes. O primeiro método foi através da contagem de células,
a segunda através da turbidimetria e a terceira através do peso seco da biomassa,
como demonstrada nas Tabelas 11, 12 e 13 respectivamente. Para realizar o
acompanhamento por esses trés métodos foi coletada amostras entorno de 40ml,
sendo assim suficientes para realizar as analises necessarias, mas ao mesmo tempo
evitando ocorrer uma redugéo muito grande do meio de cultivo e consequentemente

a diluicao do caldo fermentado no momento da alimentacao do biorreator.

Tabela 11 — Dados obtidos a partir da contagem de células utilizando a Camara de Neubauer.

Amostra Diluicdo n° de células Células/ml Horas
1 1 45,00 7,20E+06 0:00
2 1/100 18,63 2,98E+08 19:05
3 1/100 34,50 5,52E+08 27:00
4 1/100 36,06 5,77E+08 43:05
5 1/100 31,13 4,98E+08 43:10
6 1/100 49,44 7,91E+08 67:10
7 1/100 46,19 7,39E+08 67:20
8 1/100 59,63 9,54E+08 92:40
9 1/100 50,13 8,02E+08 92:55
10 1/1000 11,94 1,91E+09 120:20
11 1/1000 12,44 1,99E+09 144:40

Fonte: autoria propria.
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Amostra Diluicédo Turbidez (NTU) Turbidez total (NTU) Horas

1 1 575 575 0:00

2 1/100 10,40 1040,00 19:05

3 1/100 22,80 2280,00 27:00

4 1/100 24,90 2490,00 43:05

5 1/100 22,50 2250,00 43:10

6 1/100 40,00 4000,00 67:10

7 1/100 36,10 3610,00 67:20

8 1/100 59,90 5990,00 92:40

9 1/100 49,90 4990,00 92:55
10 1/100 129,00 12900,00 120:20
11 1/100 149,00 14900,00 144:40

Fonte: autoria propria.
Tabela 13 — Dados obtidos a partir do peso seco da biomassa.
Amostra Peso dotubo  Peso do tubo e biomassa Peso seco da biomassa Horas
(9) (9) (9)

1 10,075 10,081 0,30 0:00

2 7,891 7,952 3,05 19:05

3 8,807 8,994 9,35 27:00

4 8,787 8,995 10,40 43:05

5 7,917 8,109 9,60 43:10

6 8,833 9,195 18,10 67:10

7 8,957 9,285 16,40 67:20

8 8,905 9,346 22,05 92:40

9 8,074 8,485 20,55 92:55
10 8,117 8,823 35,30 120:20
11 8,813 9,530 35,85 144:40

Fonte: autoria propria.

Com os dados obtidos foi possivel construir curvas de crescimento celular

para cada método utilizado no acompanhamento do biorreator. O Grafico 4 demonstra

os dados obtidos a partir do peso seco da biomassa, o Grafico 5 demonstra os dados

obtidos através da contagem de células utilizando a Camara de Neubauer e o Grafico

6 demonstra os dados obtidos através da turbidimetria. A alimentacéo 1 ocorreu entre

as amostras 4 e 5, a alimentacao 2 entre as amostras 6 e 7 e alimentacao 3 ocorreu

entre as amostras 8 e 9.
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Gréfico 4 — Curva de crescimento a partir do peso seco da biomassa.
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Fonte: autoria propria.



Grafico 5 — Curva de crescimento a partir da contagem de células.
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Fonte: autoria propria.
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Grafico 6 — Curva de crescimento a partir da turbidimetria
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Fonte: autoria propria.
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Os dados e as curvas de crescimento ainda permitem construir outras trés
curvas, as quais relacionam a concentracdo de células com a turbidimetria, o peso
seco da biomassa com a turbidimetria e a concentracao de células com o peso seco
da biomassa como demonstrado nos Graficos 7, 8 e 9 respectivamente. Para a
construcdo do Grafico 9 foi retirado os pontos com relagdo as amostras 5, 7 e 9, 0s
quais causam distor¢des na curva devido as diluicbes que ocorreram durante as

alimentacdes.

Grafico 7 — Concentragdo de células versus a turbidez.
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Fonte: autoria propria.

Grafico 8 — Peso seco da biomassa versus a turbidez.
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Grafico 9 — Células/ml versus peso seco da biomassa.
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Fonte: autoria propria.

A relacdo entre turbidimetria e concentracdo celular ou o peso seco da
biomassa, pode ser usada posteriormente para acompanhar o desenvolvimento do
biorreator. A vantagem do acompanhamento através da turbidimetria ocorre por ser
uma forma réapida de analise, além de ser necessaria uma menor quantidade de
amostra, evitando que um volume consideravel seja retirado do biorreator.

Os dados obtidos e as curvas de crescimento construidas a partir dos trés
métodos de acompanhamento realizados, corroboram entre si, validando os
resultados obtidos na etapa do biorreator. A primeira observacao e consequentemente
analise realizada, foi que ocorreu a diluicdo do caldo fermentado durante as
alimentacdes no biorreator, porém mesmo ocorrendo a diluicdo ndo houve impacto
negativo na fermentacdo. A diluicdo foi observada pela diminuicdo dos valores
encontrados durante a analise das amostras e observando a retracéo dos pontos das
curvas de crescimento apos as alimentagdes, sendo que a diluigdo ocorreu devido ao
fato de ser retirado volumes com entorno de 40ml de amostra para realizar todos os
testes necessario para os trés métodos de analise, sendo depois alimentado com pelo
menos 100ml de volume, sem a levedura, assim diluindo a concentracdo de células
da levedura Rhodoposridium toluroides no caldo fermentado.

A primeira alimentacdo ocorreu apos o nivel de oxigénio dissolvido no caldo
em fermentagdo aumentar constantemente, indicando que houve o consumo e

esgotamento dos substratos para a multiplicacdo celular da levedura. A constatacao



47

gue houve o consumo de um substrato limitante foi realizada quando a agitagéo dentro
do biorreator atingiu o valor minimo, neste caso de 100 rpm, e a porcentagem de
oxigénio dissolvido continuou aumentando. As curvas de crescimento celular também
corroboram com o esgotamento de um nutriente limitante, pois as curvas de
crescimento deixam de ser exponenciais, indicando a fase de crescimento
exponencial, e passam a ser quase constantes, indicando a fase estacionaria na curva
de crescimento.

A agitacdo do biorreator foi vinculada a porcentagem de oxigénio dissolvido,
assim quando aumenta o valor da agitacdo o nivel de oxigénio dissolvido tende a
aumentar e quando diminui o valor de agitacdo o nivel de oxigénio dissolvido tende a
diminuir. O nivel de oxigénio dissolvido pode ser baixo mesmo com o valor maximo
de agitacdo, neste caso 500 rpm, indicando que esta sendo consumido os substratos
do meio para desenvolvimento celular, seja para a multiplicac&o celular ou para outras
funcdes celulares, sendo que o contrario ocorre quando o microrganismo aerébico
cessa 0 consumo de oxigénio dissolvido no meio de cultivo por falta de substrato
necessarios ao desenvolvimento celular.

A alimentacao 1 foi realizada logo apos a retirada da amostra 4, a alimentacéo
2 logo apos a retirada da amostra 6 e a alimentagao 3 foi realizada logo apés a retirada
da amostra 8. A alimentacdo 2 e 3 ocorreram logo no inicio do aumento constante do
oxigénio dissolvido, por isso nas curvas de crescimento a regido da fase estacionaria
€ minima ou reduzida. Além disso ap6s as alimentacdes 1 e 2 realizadas, os dados e
as curvas de crescimento demonstram que a multiplicacéo celular voltou a ocorrer de
forma mais vertiginosa, servindo ao seu objetivo de aumentar e acumular a maior
guantidade de células, consequentemente biomassa, antes da restricdo de ureia no
meio de cultivo. A guantidades de biomassa ao final do biorreator, que foi de 35,85g/L,
demonstra um acumulo superior de biomassa em comparagdo com o valor
apresentado por Park, Nicaud e Ledesma-amaro (2018), 15,8g/L, porém ao comparar
com o valor obtido por Dalmas Neto et al. (2019), 42,5¢/L, a quantidade de biomassa
obtida ao final do biorreator se demonstra menor.

A alimentagdo 3 que continha somente sacarose, sendo uma fonte de
carbono, tinha como objetivo o acumulo de lipidios intracelular, porém ocorreu um
intenso crescimento celular, ocasionando um aumento de 1,19 - 10°células/ml no meio
de cultivo o que corresponde a uma concentracdo de células 2,09 vezes maior e um

aumento de 13,0g/L de biomassa que corresponde a um aumento de 1,63 vezes a
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biomassa presente no meio de cultivo. Os valores de aumento diferentes entre a
concentracdo de células e de biomassa, indicam que que ha uma grande quantidade
de células novas. Esse crescimento elevado da concentracdo de células e da
biomassa da levedura Rhodosporidium toluroides demonstra que o nutriente limitante
que entrou em escassez anteriormente foi o carbono e n&o o nitrogénio, assim quando
ocorreu a alimentagdo apenas com sacarose houve um aumento na taxa de
crescimento celular e da multiplicacdo celular no meio de cultivo. Como explicado por
Li, Zhao e Bai (2007), Ratledge e Wynn (2002) e Ratledge (2004) o nutriente limitante
para ocasionar o acumulo de lipidios e cessar a multiplicacdo celular deve ser o
nitrogénio e nao o carbono.

O controlador do biorreator permite o controle maior, mais eficiente e eficaz
de parametros que impactam no crescimento celular, como temperatura, pH, agitacao
e aeracdo do meio. O controle melhor desses parametros como explicitado por
Guerreio (2013), principalmente a aeracao, provoca melhores condi¢des nao sé para
o0 acumulo de lipidios, mas também para o crescimento e multiplicacéo celular do meio
de cultivo, incrementando a taxa de crescimento celular e de acamulo de lipidios. Vale
lembrar que para andlise dos experimentos antes da fase do biorreator, os parametros
controlados foram a agitacao e temperatura do meio de cultivo, com uma eficiéncia
menor do que em um biorreator, provocando divergéncia entre os dados obtidos na
fase de determinacdo da concentracdo de sacarose no meio de cultivo e a fase do
biorreator. A Tabela 14 nos traz a comparacéo entre a fase de determinacao da melhor
concentracéo de sacarose (Exp. Sacarose) e os dados obtidos a partir do biorreator,
sendo comparado o numero de geragbes (n), 0 maximo crescimento na fase

exponencial (ums,) € 0 tempo de duplicagao (tg).

Tabela 14 — Comparacéo dos dados obtidos a partir da melhor concentracdo de sacarose e do
biorreator.

Experimento n Umax (R™1) ty(h) b’?é?f:;{gr
Exp. Sacarose 6,66 2,31 0,30 1-2
Biorreator — Inicio 6,26 3,86 0,18 1-3
Biorreator - Alimentacéo 1 0,67 0,46 1,50 5-6
Biorreator - Alimentagéo 2 0,37 0,24 2,87 7-8
Biorreator - Alimentagéo 3 1,31 0,76 0,91 8-10

Fonte: autoria propria.



49

A comparacdo dos dados obtidos na Tabela 14 mostra que as condi¢cdes no
biorreator promovem uma maior taxa de crescimento especifico (W) €M
comparacao as condi¢des utilizadas no experimento da sacarose, além de diminuir o
tempo de duplicacao celular. Ao comparar os resultados obtidos para a alimentacéo
1, 2 e 3 fica evidente que o nutriente limitante que entrou em escassez no meio de
cultivo foi o carbono, pois ocorreu um aumento dos trés parametros apls a
alimentacdo 3 contendo somente sacarose em comparagdo com 0s parametros das
alimentacdes 1 e 2. Ainda que menores que 0s parametros da Ultima alimentacéo, as
duas primeiras alimentacdes se mostraram efetivas ao aumentar a concentracao
celular e consequentemente a biomassa.

A andlise dos dados e resultados obtidos para a melhor concentracdo de
sacarose e o biorreator, revela que o meio de cultivo permite uma maior concentracao
de sacarose tanto no meio de cultivo inicial quanto nas alimentacfes contendo ureia
e sacarose. Essa constatacao fica clara apds a alimentacéo 3 resultar no aumento da
concentracdo celular e da biomassa como explicado anteriormente. Essa maior
quantidade de sacarose promoveria uma maior taxa de crescimento celular e
consequentemente um maior acumulo de lipidios, devido as melhores condi¢cdes do

meio de cultivo proporcionadas pelo biorreator

5.3. OBTENCAO DE LIPIDIOS

O caldo fermentado obtido ao termino do biorreator foi hidrolisado para romper
as membranas celulares e acessar os lipidios intracelulares acumulados, sendo
recuperados através da extragdo com cloroférmio. Para quantificacdo do 6éleo obtido
apos a extracao foi utilizado apenas um volume de 200ml de caldo fermentado tratado,
sendo obtido ao final da secagem e evaporacdo do cloroférmio um total de 1,281
gramas de 0leo ou 6,405 gramas de 6leo por litro de caldo, conforme demonstrado na
Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados obtidos a partir da extracdo do 6éleo.

Peso Erlenmyer Erlenmever Oleo Oleo Biomassa ao Biomassa em
com caldo tratado o) y obtido obtido final do 200ml ao final % de dleo
(9) 9 (9) (g/L) biorreator(g/L) biorreator
118,729 117,448 1,281 6,405 35,85 7,17 17,87%

Fonte: autoria propria.
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A quantidade de 6leo obtido ao final representa 17,87% do peso seco da
biomassa obtida no biorreator. Esse valor € considerado baixo para a levedura
Rhodosporidium toluroides em comparagédo com os valores demonstrados por Park,
Nicaud e Ledesma-amaro (2018) ou apresentados por Ageitos et al. (2011). Esse
baixo valor deve-se ao fato do nutriente limitante que entrou em escassez no meio de
cultivo do biorreator ter sido a o carbono e ndo a ureia durante as duas primeiras
alimentacdes, mesmo assim apos a Ultima alimentacéo, contendo somente sacarose,
ocorreu 0 acumulo de 6leo em curto periodo de tempo, durante o final da fase
exponencial de crescimento e o inicio da fase estacionaria do crescimento celular ao

final do biorreator.
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6 CONCLUSAO

Os dados e resultados ao longo de todo o estudo demonstra e corroboram
com a literatura que a levedura Rhodosporidium toluroides possui a capacidade de
acumular lipidios intracelulares, o que a torna uma SCO, sendo que os lipidios sao
acumulados na fase exponencial tardia e a fase estaciondria de crescimento. Os
resultados obtidos ao final do ensaio no biorreator para o acumulo de lipidios em
relacdo a biomassa, 17,87%, e a quantidade de biomassa, 35,85¢g/L demonstram o
potencial que Rhodosporidium toluroides possui ndo somente para o acumulo de
lipidios intracelulares, mas também para a obtencdo de uma quantidade de biomassa
consideravel, o que eleva a quantidade de 6leo microbiano obtido ao final.

A estratégia de batelada alimentada se mostrou eficaz ao seu propésito de
otimizar a producdo de biomassa, porém faz-se necessario reavaliar a composicao
das alimentacdes de modo a favorecer e otimizar o acumulo de lipidio. Assim é
necessarias novas pesquisas e estudos para aprimorar a otimizacdo do meio de
cultivo, além de poder ser adotadas estratégias de batelada alimentada diferentes das
propostas na fase do biorreator deste estudo, de forma a aprimorar e melhorar a
eficiéncia do acumulo de lipidios e consequentemente a obtencéo de dleo.
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