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RESUMO

Esse trabalho vem contribuir na busca por alternativas tecnoldgicas
visando agregar valor ao glicerol bruto, coproduto oriundo da sintese do
biodiesel, por meio do seu uso como fonte de carbono pela levedura
Meyerozyma guilliermondii para a producéo de lipidios, com potencial para
utilizacdo como fonte de &cidos graxos essenciais. A batelada alimentada
em frascos agitados foi avaliada utilizando diferentes estratégias de
alimentacéo, na qual a alimentagdo com somente glicerol bruto em 48 h de
cultivo incrementou o teor de lipidios em 23,8% (18,70%), os lipidios totais
produzidos em 96,8% (2,42 g.L™"), a produtividade de lipidios em 38,8%
(0,0143 g.L*.h") e a biomassa em 59,0% (12,96 g.L ™), em relacdo aos
cultivos em batelada. O perfil de acidos graxos mostrou a predominancia
de acidos graxos poli-insaturados, incluindo os acidos graxos essenciais
linoleico (53,2%) e gama-linolénico (29,2%).
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CULTIVATION OF Meyerozyma guilliermondii IN BATCH AND FED-BATCH
MODES FOR LIPID PRODUCTION FROM CRUDE GLYCEROL

ABSTRACT

This study contributes to the search for technological alternatives which aim
at adding value to crude glycerol, a byproduct from biodiesel synthesis, by
using it as a carbon source for Meyerozyma guilliermondii in lipid
production, with potential as a source of essential fatty acids. The fed-batch
mode in shake flasks was evaluated by different feeding strategies, in
which the feed with only crude glycerol in 48 h cultivation increased lipid
content in 23.8% (18.70%), lipid production in 96.8% (2.42 g.L™), lipid
productivity in 38.8% (0.0143 g.L™*.h™) and biomass in 59.0% (12.96 g.L™),
by comparison with the batch mode. The fatty acid profile showed
predominance of polyunsaturated fatty acids, including both linoleic (53.2%)
and gamma-linolenic (29.2%) essential fatty acids.
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1. INTRODUCAO

Conforme dados da Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP), a quantidade de
biodiesel puro (B100) produzida em todo territério brasileiro no ano de 2016 foi de
3.801.339 m®, um aumento de aproximadamente 55 vezes em uma década [1]. Esta
crescente producdo de biodiesel, a partir de oleaginosas e gordura animal, veio
acompanhada do incremento da geracao de glicerol bruto, ja que este constitui o
principal subproduto da reacdo de transesterificacdo (a cada 10 kg de biodiesel é
gerado aproximadamente 1 kg de glicerol), sendo que o mercado em seus usos
tradicionais (cosméticos, alimentos, produtos farmacéuticos, entre outros) nao
consegue absorvé-lo em sua totalidade [20]. Por outro lado, a disposi¢cédo do glicerol
bruto no meio ambiente pode causar sérios problemas ambientais, enquanto que um
processo de purificacdo a fim de remover as impurezas resultantes do processo de
producdo do biodiesel, de forma a permitir sua utlizagdo em diversos setores
industriais, tem alto custo, sendo economicamente inviavel, considerando seu baixo
valor comercial [12].

Desta forma, é necessario encontrar alternativas para converter o glicerol bruto
em produtos de maior valor agregado que possam contribuir para a sustentabilidade
da cadeia produtiva do biodiesel. Neste contexto, o glicerol bruto pode ser utilizado
como fonte de carbono por diferentes micro-organismos para obtencdo de diversos
produtos, tais como: 1,3—propanediol [6], &cido citrico [13,16], acido succinico [28],
carotenoides [21], proteina unicelular [19] e éleo unicelular [23], entre outros.

A producgdo de lipidios microbianos, também denominados single cell oil ou
Oleo unicelular, vem sendo amplamente investigada, sobretudo pela necessidade de
se dispor de biomassas alternativas como fonte de lipidios, que possam ser
empregadas na producéo de biodiesel ou como fontes de &cidos graxos essenciais na
alimentacdo humana e animal [8,9,13,15,23]. As leveduras oleaginosas séo capazes
de acumular quantidades expressivas de lipidios, principalmente na forma de lipidios
neutros, glicolipidios, fosfolipidios e &cidos graxos livres [15].

Um dos fatores mais importantes e estudados na producdo de lipidios
microbianos € a raz&o carbono/nitrogénio (C/N) do meio de cultivo, pois o acumulo de
lipidios pelas células € positivamente influenciado pelo excesso da fonte de carbono
[3]. Entretanto, elevadas concentracoes de substrato inibem o crescimento microbiano
em cultivos em batelada. Dessa forma, tem sido proposta a batelada alimentada, a fim

de fornecer uma quantidade adicional de substrato sem a ocorréncia da inibigéo [17].
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O cultivo em batelada alimentada pode ser efetivo no incremento da densidade celular
e do teor de lipidios em micro-organismos oleaginosos. As vantagens desse processo
incluem a reduc¢éo da inibicdo pelo substrato, a expansao da fase lipogénica e a maior
produtividade de lipidios [5,17], sendo que diferentes estratégias de alimentacao
devem ser avaliadas, visando a melhoria do desempenho da produgéo lipidica.

Neste contexto, o presente estudo propfe avaliar a producéo de lipidios pela
levedura Meyerozyma guilliermondii cultivada em frascos agitados em batelada
alimentada utilizado glicerol bruto como fonte de carbono, comparando com a batelada
simples, definindo uma estratégia de alimentacdo que proporcione incrementos na

producéo lipidica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Micro-organismo

A levedura M. guilliermondii, previamente isolada e identificada [22], foi mantida
sob refrigeragdo (4°C) em tubos contendo a&gar YM (Yeast Malt), com a seguinte
composicdo (g.L™"): 10,0 glicose, 5,0 peptona, 3,0 extrato de malte, 3,0 extrato de
levedura e 20,0 agar.

Para a reativacdo, a partir das culturas estoques foram realizados repiques

sucessivos para tubos com agar YM, sendo incubados em estufa a 30°C por 48 h.

2.2. Glicerol bruto

Glicerol bruto proveniente da producéo de biodiesel a partir do 6leo degomado
de soja por via metandlica foi utilizado no preparo dos meios, sem quaisquer etapas de
purificacdo, sendo fornecido pela empresa BS Bios Industria e Comércio de Biodiesel

Sul Brasil S/A, localizada em Passo Fundo — Brasil.

2.3. Andlise elementar CHN e espectrometria de absorcao atbmica

Amostras do glicerol bruto e do extrato de levedura (fontes de carbono e
nitrogénio) usados nos cultivos foram submetidas a uma analise elementar CHN,
utilizando um Analisador Elementar de CHN (Perkin Elmer, modelo 2400, EUA). Os
minerais calcio, magnésio, ferro, zinco, potassio e sodio foram quantificados no glicerol
bruto por espectrometria de absorcdo atdmica (Perkin Elmer, modelo Optima 8300,
EUA).
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2.4. Preparo do inéculo

O indculo foi preparado usando dois tubos de cultura microbiana reativada,
raspados com 10 mL de agua peptonada 0,1% cada. Apos, a suspensdo de células foi
transferida para frasco Erlenmeyer de 500 mL contendo 180 mL de caldo YM. A
suspensédo resultante foi incubada a 30°C e 180 rpm em uma incubadora refrigerada
com agitagao (Tecnal, modelo TE-424, Brasil), monitorando o cultivo por contagem de

células em camara de Neubauer [18].

2.5. Cultivos em frascos agitados

2.5.1. Cultivos em batelada

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL com volume
inicial de 200 mL, resultante da adicdo do meio de cultivo, suspenséo de leveduras
(in6culo) e agua destilada estéril, e cuja composi¢édo foi definida de acordo com o
delineamento experimental. Os frascos foram inoculados com o volume de inéculo
necessario, calculado a partir de contagem realizada em camara de Neubauer, para
que se atingisse uma concentracdo inicial de 10’ células.mL™, sendo mantidos em
uma incubadora refrigerada com agitacdo (Tecnal, modelo TE-424, Brasil), na
temperatura de 30°C e com agitacdo de 180 rpm.

O meio de cultivo utilizado continha 30 g.L™ glicerol bruto, 1,2 g.L™ extrato de
levedura, 5 g.L* KH,PO, 3 g.L* MgSO,.7H,0, 1 g.L* Na,HPO,, 0,0002 g.L*
ZnS0O,.7H,0 e pH inicial ajustado em 5,5 antes da esterilizagédo (121°C por 15 min).
Este meio de cultivo foi estabelecido em ensaios prévios (dados ndo publicados).

Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo pré-definidos, sendo
centrifugadas a 1157 x g (centrifuga Eppendorf, modelo 5804 R, Alemanha) por 15 min
para a determinacdo da biomassa e lipidios, este Ultimo apenas ao término dos
cultivos (120 h).

2.5.2. Cultivos em batelada alimentada

Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500 mL em incubadora
refrigerada com agitacdo (Tecnal, modelo TE-424, Brasil), utilizando 180 rpm e 30°C.
As estratégias de alimentacéo testadas corresponderam a adicdo de 20 mL (10% do
volume inicial) de glicerol bruto (dissolvido em agua destilada) ou de meio de cultivo (o

mesmo utilizado na batelada simples), que foram alimentados ap6s 48 h ou 96 h do
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inicio dos cultivos. As concentracdes dos componentes nas alimentacdes foram
estabelecidas de forma a fornecer a mesma quantidade de cada componente
inicialmente adicionado ao meio.

Amostras foram coletadas em tempos pré-definidos, centrifugadas a 1157 x g
(centrifuga Eppendorf, modelo 5804 R, Alemanha) por 15 min para a determinacao da
biomassa e lipidios, este Ultimo apenas ao término dos cultivos (120 h). Os ensaios
foram realizados em quadruplicata, sendo os dados tratados por analise de variancia e
teste de Tukey a 95% de confianca, a fim de verificar a existéncia de diferencas

significativas entre os modos de cultivo.

2.6. Métodos analiticos

2.6.1. Determinacdo da biomassa
A biomassa foi determinada com leitura de absorvancia a 600 nm em
espectrofotbmetro (Biospectro SP 22, China) e posterior conversdo a concentragao

massica através de uma curva-padrdo obtida para o micro-organismo [7].

2.6.2. Determinagao dos lipidios

Os lipidios intracelulares foram determinados pelo método de BLIGH e DYER
[4]. A biomassa seca foi tratada com HCI 2 M para o rompimento da parede celular. O
pellet foi submetido a extracdes sucessivas utilizando cloroférmio, metanol e agua
como solventes. A fase cloroférmio foi separada, o solvente evaporado e os lipidios
quantificados por gravimetria.

Os lipidios totais produzidos foram calculados através da multiplicacdo da
concentracdo de biomassa pelo teor de lipidios (base seca). A produtividade de

lipidios foi calculada dividindo lipidios totais produzidos pelo tempo de cultivo.

2.6.3. Perfil de acidos graxos

Para separar e quantificar os acidos graxos, a fracdo lipidica foi esterificada
pelo método adaptado de METCALFE, SCHMITZ e PELKA [14]. As andlises das
amostras foram realizadas em cromatégrafo a gas (Shimadzu, 2010 Plus, Japéo),
equipado com injetor split/splitless, coluna capilar RTX®-1 (30 m x 0,25 mm diametro
interno x 0,25 pm) e detector por ionizagédo de chama. O gas de arraste foi hélio em
uma vazéo de 1,25 mL.min™. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas

para 260°C, sendo o volume injetado de 1 L.
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As condigbes cromatograficas de separacdo foram temperatura inicial da
coluna 50°C, elevando-se para 200°C, em uma taxa de 6°C.min*, permanecendo
nesta temperatura por 4 min. Na segunda rampa de aquecimento, a taxa de aumento
foi de 2°C.min™ até 240°C, permanecendo por 10 min. A comparacdo dos tempos de
retencdo com padrbes de ésteres metilicos foi usada para identificagdo do perfil de
acidos graxos das amostras, sendo quantificados pela normatizacao das areas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacéo dos substratos
A Tabela 1 apresenta a caracterizacdo do glicerol bruto e do extrato de

levedura quanto a composi¢éo de carbono, hidrogénio e nitrogénio. A Tabela 2 mostra

a composigao de alguns minerais presentes no glicerol bruto.

TABELA 1. Caracterizacao do glicerol bruto e extrato de levedura quanto a

composi¢ao de carbono, hidrogénio e nitrogénio.

Elemento Glicerol bruto Extrato de levedura
Carbono (% m/m) 29,9+£0,7 38,9+0,2
Hidrogénio (% m/m) 7,7+0,2 6,7+0,1
Nitrogénio (% m/m) 0,14 £ 0,02 10,6 + 0,1

Resultados expressos como média e estimativa do desvio padrédo de trés determinacdes.

Pode-se verificar que o glicerol bruto constitui uma fonte de carbono importante
para o cultivo microbiano. Além disso, apresentou quantidades significativas de sodio,
além de zinco e potassio, que podem constituir micronutrientes importantes para o
desenvolvimento microbiano. De acordo com GAO et al. [10], as impurezas
encontradas no glicerol bruto podem exercer papel positivo ou negativo no

crescimento celular e acimulo de lipidios, dependendo do micro-organismo.
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TABELA 2. Minerais presentes no glicerol bruto.

Elemento Glicerol bruto
Calcio (mg.kg™) <LD
Magnésio (mg.kg™) <LQ
Ferro (mg.kg™) <LD
Zinco (mg.kg™) 0,48 + 0,01
Potassio (mg.kg™) 9,1+0,1
Sadio (% m/m) 2,1+0,1

Resultados expressos como média e estimativa do desvio padrdo de trés determinacgfes. LD:
limite de deteccao; LQ: limite de quantificacéo (LD para magnésio é de 0,16 mg.kg™).

3.2. Cultivos em batelada alimentada

Cultivos em batelada alimentada foram realizados utilizando o0 mesmo meio de
cultivo da batelada simples, avaliando diferentes estratégias de alimentacdo. A maior
producao de lipidios foi obtida com a alimentagéo de glicerol bruto em 48 h de cultivo
(Tabela 3), atingindo 18,70%, 2,42 g.L™* e 0,0143 g.L™.h™ para as respostas teor de
lipidios, lipidios totais produzidos e produtividade de lipidios, respectivamente,
diferindo-se estatisticamente das demais condicbes estudadas. A alimentacdo
contendo apenas glicerol bruto permite manter a relacdo C/N em patamares elevados,
0 que pode contribuir para um maior acumulo de lipidios.

Esta estratégia de alimentagdo (G-48), quando comparada ao cultivo em
batelada, representou um incremento de 23,8%, 96,8%, 38,8% e 59,0% no teor de
lipidios, lipidios totais, produtividade de lipidios e biomassa, respectivamente. As
maiores concentragdes de biomassa (Tabela 3) foram alcangadas quando o cultivo foi
alimentado com meio concentrado em 48 h e 96 h (M-48 e M-96). Este comportamento
pode ser explicado pela presenca de extrato de levedura na alimentacao, que contribui
para uma relacdo C/N mais baixa, favoravel ao crescimento celular, em detrimento do
acumulo de lipidios. Desta forma, um aspecto relevante ao estabelecer as condi¢des
para a batelada alimentada é o impacto da alimentacdo na relacédo C/N do meio, que

deve conciliar o aumento da biomassa e o acumulo de lipidios.
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TABELA 3. Ensaios em batelada alimentada e respostas obtidas.

Ensaio Teor de Lipidios totais Produtividade de Biomassa
lipidios (%) (g.L™h lipidios (g.L™h
(g.L.h?

G-48  18,70+0,26*° 2,42 + 0,04 0,0143 + 0,0003? 12,96 + 0,18"
G-96 16,73+0,66° 1,99+ 0,06" 0,0119 + 0,0004" 11,93 + 0,11°
M-48 9,60 +0,17° 1,45 +0,01° 0,0087 + 0,0001° 15,19 + 0,21°
M-96 6,86 + 0,28° 1,05 + 0,05° 0,0063 + 0,0002¢ 15,46 + 0,13°
Batelada 15,10 +0,18° 1,23+ 0,02° 0,0103 + 0,0001" 8,15 + 0,06°

Resultados expressos como média e estimativa do desvio padrdo de quatro repeticdes. Letras
diferentes na mesma coluna indicam que ha diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
G-48: alimentacdo com glicerol bruto em 48 h; G-96: alimentacdo com glicerol bruto em 96 h;
M-48: alimentac&o com meio em 48 h; M-96: alimentacdo com meio em 96 h.

Através do acompanhamento da biomassa de M. guilliermondii ao longo dos
cultivos em batelada alimentada (Figura 1), é possivel verificar que houve um
prolongamento do crescimento microbiano quando comparado ao cultivo em batelada,
permitindo a obtencé@o de maiores concentragfes de biomassa.

No cultivo de Lipomyces starkeyi utilizando glicose e xilose como fontes de
carbono, foi relatado um aumento da biomassa de 27,5 g.L™" para 85,4 g.L?, e nos
lipidios produzidos de 9,0 g.L™ para 41,8 g.L™ quando a batelada alimentada repetida
foi utilizada em substituicdo a batelada simples [2]. A batelada alimentada utilizada no
cultivo de Cryptococcus sp. com glicose resultou em incrementos na biomassa de 9,4
g.L™" para 11,4 g.L™ e nos lipidios totais produzidos de 6 g.L™ para 7,3 g.L™, quando
comparado com o cultivo em batelada [5]. Candida freyschussii, cultivada usando
glicerol como fonte de carbono, produziu 4,7 g.L™ de lipidios e 15,2 g.L™ de biomassa
em batelada, aumentando para 20 g.L™" e 65 g.L™, respectivamente, quando cultivada

em batelada alimentada [17].

Vetor, Rio Grande, v. 27, n. 2, p. 2-15, 2017



Biomassa (gL™

| == 548
=4 G-96
== m-48
—= M-95

0 24 48 72 i) 120 144 188 E Batelada

Tempo (h)
FIGURA 1. Acompanhamento da biomassa de M. guilliermondii ao longo dos cultivos
em batelada alimentada. G-48: alimentagdo com glicerol bruto em 48 h; G-96:
alimentac&o com glicerol bruto em 96 h; M-48: alimentacdo com meio em 48 h; M-96:

alimentacdo com meio em 96 h.

3.3. Perfil de &cidos graxos

O perfil de acidos graxos da biomassa da levedura M. guilliermondii cultivada
em bateladas simples (Tabela 4) indicou a presenca de 0,94% de &cidos graxos
saturados, 11,22% de 4cidos graxos monoinsaturados e 85,9% de &cidos graxos poli-
insaturados. Portanto, é possivel afirmar que essa biomassa mostra-se promissora
como fonte de &cidos graxos poli-insaturados considerados essenciais, em particular
os acidos linoleico (53,2%) e gama-linolénico (29,2%), e esse aspecto torna-a uma
potencial fonte desses acidos graxos em alimentacdo humana, animal e na area

farmacéutica.
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TABELA 4. Perfil de acidos graxos dos lipidios da biomassa de M. guilliermondii

cultivada em meio contendo glicerol bruto.

Acidos graxos Composicao (%)

Acidos graxos saturados

C16:0 0,35
C17:0 0,11
C23:0 0,48

Acidos graxos
monoinsaturados

C141 0,07
Cil6:1 10,8
Cir1 0,09
Ci8:1 ND
C24:1n9 0,26

Acidos graxos poli-insaturados

C18:2 53,2
C18:2n6t ND
C18:3n6 29,2
C18:3n3 3,5

ND: nao detectado.

Os &cidos graxos essenciais mais importantes para a alimentagdo humana sao
o0 acido linolénico (bmega-6) e o acido linoleico (dmega-3), sendo que sua importancia
esta associada a sua capacidade de se transformar em substéncias biologicamente
mais ativas, com fungbes especiais no equilibrio homeostético, e em componente
estrutural das membranas celulares e do tecido cerebral e nervoso [24]. O acido
linoleico também ¢é requerido na formulagdo de ragBes para alimentacdo animal
[11,25,26], enquanto o &cido gama-linolénico apresenta efeitos anti-inflamatérios, por
exemplo sobre artrite reumatoide, eczema e psoriase, e pode incrementar a eficacia
de alguns agentes anticancerigenos [27], entre outras aplicacoes.

A producdo de lipidios microbianos utilizando glicerol bruto como fonte de
carbono resultou em percentuais de acido linolénico na ordem de 1,76%, 6,9%, 4,2% e

6,7% respectivamente, para as leveduras Rhodotorula glutinis [8], Candida
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freyschussii [17], Lipomyces starkeyi [23] e Rhodosporidium toruloides [10]. Entretanto,
SPIER et al. [23] observaram 23,1% de acido linolénico para a levedura Candida
cylindracea cultivada em glicerol bruto como fonte de carbono. Estas mesmas
leveduras apresentaram propor¢des de acido linoleico 15,91% [8], 24,7% [17], 42,5%
[23] e 39,5% [10]. Desta forma, pode-se afirmar que M. guilliermondii produziu lipidios
com proporcdes expressivas dos Aacidos linoleico e gama-linolénico, quando

comparada com outras leveduras cultivadas em meio a base de glicerol bruto.

4. CONCLUSOES

No cultivo de M. guilliermondii em batelada alimentada, a alimentacdo somente
de glicerol bruto em 48 h de cultivo levou a incrementos de 23,8%, 96,8%, 38,8% e
59,0% no teor de lipidios, lipidios totais, produtividade de lipidios e biomassa,
respectivamente, em relacdo aos cultivos em batelada, atingindo valores de 18,70%,
2,42 g.L", 0,0143 g.L .h" e 12,96 g.L*, respectivamente. No perfil de acidos graxos
dos lipidios microbianos, observou-se a predominancia de &cidos graxos poli-
insaturados, com elevados percentuais dos &cidos graxos essenciais linoleico
(C18:2), com 53,2%, e gama linolénico (C18:3n6), com 29,2. Dessa forma, a
producéo de lipidios por M. guilliermondii em meio contendo glicerol bruto como
principal fonte de carbono em batelada alimentada pode constituir uma
alternativa importante para o aproveitamento e valorizacdo desse coproduto
gerado da cadeia produtiva do biodiesel, contribuindo para a sua

sustentabilidade.
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