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“The scientist does not study nature because it is useful; he studies it because
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beautiful, it would not be worth knowing, and if nature were not worth knowing,

life would not be worth living.”
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RESUMO

O biodiesel é um biocombustivel composto de alquil ésteres de acidos
graxos, produzido através de uma reacdo de transesterificacdo de Oleos
renovaveis. No Brasil, a matéria-prima mais empregada € o 6leo de soja, 0 que
implica no desvio de terras araveis do setor de alimentos, além de estar sujeito
a condicdes climaticas. Fontes alternativas ao Oleo vegetal vem sendo
propostas, e uma delas é o 6leo microbiano. Leveduras oleaginosas séo
capazes de acumular 6leo acima de 20% do volume celular, e a levedura
Yarrowia lipolytica QU31, empregada neste estudo, atinge teores proximos de
60%. As vantagens do emprego de leveduras oleaginosas concernem
principalmente a facilidade no cultivo, que pode ser escalonado a grandes
volumes com facilidade, ndo utiliza areas agricolas e nao esté sujeita a fatores
climaticos, além de leveduras serem capazes de metabolizar facilmente
diversos residuos agroindustriais. Neste trabalho, foi avaliada a eficiéncia do
cultivo da levedura Y. lipolytica QU31, isolada de queijo artesanal, em um meio
composto da combinagdo entre glicerina residual de sintese quimica de
biodiesel e residuo de cervejaria, também chamado de lama. O meio foi
padronizado em escala de bancada, sendo encontrada a melhor composicao
de 7% de glicerina e 2% de lama. Foi realizada a producdo de biomassa de
levedura oleaginosa em biorreator de 5 L, que em seguida foi empregada na
sintese de biodiesel por metandlise direta e transesterificagdo, sendo
comparados trés métodos de sintese: catalise basica com e sem agitacdo e
catélise acida com agitacdo. A sintese de biodiesel microbiano foi eficiente, e
em seguida sua composicao foi analisada por cromatografia gasosa. A andlise
do perfil do 6leo e da composicdo do biodiesel indicou que as caracteristicas do
Oleo de levedura estdo de acordo com os limites das normas brasileira e
europeia de qualidade, podendo ser empregado como matéria-prima para a
sintese de biodiesel. Este trabalho contribuiu para a valorizacdo de residuos
industriais na producdo de uma matéria-prima renovavel para a sintese de um

biocombustivel.



ABSTRACT

Biodiesel is a biofuel composed by fatty acid alkyl esters, and it is
produced through transesterification of renewable oils. The most used
feedstock in Brazil is soybean olil, that leads to arable lands deviation from the
food sector and is also vulnerable to climate changes. Alternative feedstocks
have been proposed, and microbial oil is one of them. Oleaginous yeasts are
capable of accumulate up to 20% of its cellular volume in lipids, and the yeast
Yarrowia lipolytica QU31, employed to this purpose, reaches yields about 60%.
The main advantages of oleaginous yeasts concerns about its easily scalable to
industrial volumes, it doesn’'t need arable lands and isn’t affected by climate
changes, besides being capable to readily metabolize diverse agroindustrial
wastes. In this work, the cultivation efficiency of Y. lipolytica QU31 (originated
from artisanal cheese) on crude glycerol from a biodiesel’s plant and slurry from
a local brewery was evaluated. The culture medium was standardized at flasks
scale, and the best combination was achieved at 7% glycerol and 2% slurry.
The oleaginous yeast was cultivated in a 5 L bioreactor and then the biomass
was used to biodiesel production through direct methanolysis and
transesterification, with testing three methods: alkaline catalysis with or without
stirring and acid catalysis. The microbial biodiesel production was efficient, and
then it was analyzed by gas chromatography. The lipid profile and biodiesel
composition are according to Brazilian and European quality standards, and it
can be used as biodiesel feedstock. This work contributed to industrial wastes

valorization towards its biotransformation to a renewable biodiesel feedstock.
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1 INTRODUCAO

1.1  Cenario energético mundial e combustiveis alternativos

A matriz energética da atualidade sustenta-se essencialmente em
combustiveis fésseis derivados de petréleo. Este ainda é abundantemente
extraido das reservas, porém seu esgotamento esta préoximo devido a
disponibilidade limitada deste recurso. Mudancas no cenario sociopolitico
também levam a instabilidades do mercado de petréleo. Com a descoberta de
novas reservas, principalmente no Brasil, a exploracdo de petroleo e a
utilizacdo dos seus derivados continua. No entanto, cada vez mais a
consciéncia dos danos causados pelo uso de matéria de origem féssil, como a
alta quantidade de poluentes emitidos e o fato de ser ndo renovavel, aponta

para desvantagens no seu uso (Lee et al., 2015).

Com isso, a pressdo para o desenvolvimento de novos combustiveis,
como o bioetanol e o biodiesel, é imensa. O bioetanol pode ser produzido a
partir de fermentacdo dos acglcares obtidos de cana-de-acucar e milho ou de
material lignocelulésico, como bagaco de cana, cascas de arroz, de soja, etc.
(Lee et al., 2014). O biodiesel, por sua vez, é produzido em maior parte (>70%)
a partir de 6leo de soja, e passou a integrar a matriz energética brasileira, com
obrigatoriedade, a partir da resolucédo da Agéncia Nacional do Petroleo (ANP)
n® 37 de 22 de dezembro de 2005 que determinou para 2008 a adicdo de 2%
de biodiesel ao éleo diesel, formando o chamado B2. Em 2013, a porcentagem
aumentou para 5% (B5) até que, conforme a Medida Provisoria n® 647 de 28 de
maio de 2014, foram instituidos 6% e 7% (B6 e B7) para julho e novembro do
mesmo ano. Com o aumento de 5% para 7%, a demanda anual de biodiesel
cresceu 1,232 milhdo de m3 sobre os 3,08 milhdes de m3 produzidos
anualmente para atender a demanda existente até entdo (Dutra et al., 2014).
Outro fator € a economia com a importacéo de 6leo diesel: com o B5 em vigor,
o volume importado era de 10,3 bilhdes de litros, a aproximadamente US$ 8,3
bilhdes, e com a diminuicdo na fracdo de diesel dando lugar ao biodiesel na
mistura B7, a economia pode chegar ao valor de US$ 1 bilhdo anuais em diesel

gue deixa de ser importado (Ubrabio, 2014).
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1.2 O biodiesel

O biodiesel € composto de alquil ésteres de acidos graxos, e tem como
matéria-prima Oleos de origem renovavel compostos por triacilglicerol (TAG).
Assim como hidrocarbonetos de origem féssil, os 6leos compostos de TAG
apresentam hidrocarbonetos saturados que podem ser oxidados para gerar
energia em veiculos (Beopoulos et al., 2009). A matéria-prima € submetida a
uma reacdo de transesterificagio com um alcool, na presenca de um
catalisador, para dar origem aos ésteres (Figura 1). Estes ésteres podem ser
metilicos ou etilicos, caso seja utilizado como alcool o metanol (MeOH) ou o
etanol (EtOH), respectivamente. A conversdo de Oleo em ésteres é mais
eficiente quando o MeOH é empregado e, em razdo disso, o biodiesel
produzido industrialmente é composto por metil ésteres de &cidos graxos
(FAME, do inglés Fatty Acid Methyl Esthers) gerados pela reagcdo com este

alcool de cadeia curta.
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Figura 1 - Reacdo de transesterificacao de triacilglicerideos (TAG) gerando biodiesel. Fonte:
Lobo et al., 2009.

Os tipos de catalise mais empregados atualmente sdo a catalise bésica,
mediada por hidréxido de soédio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH); a
catélise acida, mediada por acido sulftrico (H,SO,4) ou acido cloridrico (HCI); ou
a catalise enzimatica, na qual enzimas lipases realizam a transesterificacao
(Demirbas, 2009). Industrialmente é utilizada catalise basica, por ser menos
corrosiva e mais rapida do que a catdlise acida. No entanto, apresenta

sensibilidade a presenca de &cidos graxos livres (AGL), que consomem 0
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catalisador para a formacdo de sabdo ao invés de biodiesel. Portanto, a
matéria-prima deve ser de qualidade e refinada para que o teor de AGL seja

inferior a 0,5%, e nédo prejudique o rendimento (Meher et al., 2006).

A transesterificacdo € composta por uma sequéncia de trés reacoes
reversiveis, na qual o triglicerideo € convertido em etapas a diglicerideo (DG),
monoglicerideo (MG) e, por ultimo, a glicerol. Em cada etapa é produzido 1 mol
de ésteres metilicos, e ao final das trés etapas é produzido 1 mol de glicerol, o
subproduto da reacdo (Helwani et al.,, 2009). Na figura 1, estd uma
representacdo da reacdo em uma etapa unica, enquanto na figura 2 as etapas
estdo discriminadas uma a uma. O glicerol € imiscivel ao biodiesel, entdo apos
0 progresso da reagdo, a mistura se separa passivamente em 2 fases. O
glicerol é coletado e entdo o biodiesel passa por etapas de purificacdo, que
compreendem neutralizacdo do catalisador, remoc¢ao do metanol, do 6leo ndo

consumido e também dos sais formados durante a reacdo (Ma et al., 2014).
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Figura 2 — Trés etapas da reacdo de transesterificacdo envolvidas na sintese de biodiesel.
Fonte: Suarez et al., 2007.

1.2.1 Beneficios ambientais do biodiesel
O biodiesel pode ser utilizado puro (B100) ou em misturas de diferentes
concentracdes junto ao diesel fossil, e sua utilizacdo em motores a diesel ndo

exige alteragdo nestes motores. O biocombustivel apresenta diversas
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vantagens ambientais se comparado ao diesel de petréleo. O diesel pode
possuir quantidades superiores a 1800 ppm de enxofre em sua composicao.
Quando é queimado, da origem a gases SO, e SOz que em contato com a pele
humana podem levar a formacédo de H,SO,4, gerando queimaduras, e também
sao responsaveis pela chuva acida. A resolucédo da ANP n°® 50 de 23 de marco
de 2013 reduziu de 1800 para 500 ppm o valor méximo de enxofre que pode
estar presente no diesel. Europa e Estados Unidos adotam um méximo de 10 e
15 ppm, respectivamente (Miller, 2014). O biodiesel é livre de enxofre, e sua
utilizacdo na mistura com o diesel comum pode auxiliar na reducdo do teor
deste poluente no combustivel final. A combustdo do biodiesel também gera
aproximadamente 70% menos gases do efeito estufa em relacdo ao derivado
de petroleo e emissbes reduzidas de outras substancias nocivas a saude e

cancerigenas, como 0s materiais particulados (Demirbas, 2009).

1.2.2 Matérias-primas

Vegetais oleaginosos sao a principal fonte de 6leo para a producao do
chamado “Biodiesel de primeira geragdo”, e s&o eles os utilizados
predominantemente na industria. Os vegetais mais empregados, em todos 0s
paises, sdo soja, canola e palma (Demirbas, 2009). No Brasil, as matérias-
primas mais utilizadas no més de marco de 2015 foram Oleo de soja (74%),
gordura bovina (21%), 6leo de algodao (1,6%), 6leo de fritura (0,74%) ou de
palma/dendé (0,5%) (ANP, 2015). O uso de sementes oleaginosas para a
producdo de biodiesel desvia os grdos do setor alimenticio para o de
biocombustiveis, desta forma estabelecendo uma competicdo por areas
araveis. Em um cenario onde a demanda por gréos para alimentacdo deve
aumentar significativamente nos préximos anos, seguindo o aumento do
tamanho da populagéo, o uso desta fonte de 6leo para a producao de biodiesel
é questionavel. E estimado que a populacdo global atinja 9 bilhdes de pessoas
no ano de 2050 e, para atender a demanda alimentar, a producao de alimentos
(incluso aqui gréos) precisa crescer em 60% (Revista Agroanalysis, 2015).

Uma alternativa é o “Biodiesel de segunda geracao”, que € produzido a
partir de 6leos ndo comestiveis, como 6leo de jojoba, de pinhdo-manso, de
mamona, de sebo bovino e de Oleo residual de fritura. No entanto, a

disponibilidade de 6leo a partir das fontes vegetais € insuficiente para atender a
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demanda existente; e gordura animal, por sua vez, embora frequentemente
mencionada em estudos como uma potencial matéria-prima, tem 0 uso
limitado. Devido a composicdo naturalmente diferente de 6leos vegetais, alguns
meétodos de producdo de biodiesel (que sdo, em maioria, baseados em 0leos
vegetais) ndo sdo eficientes para a transesterificacdo de gorduras animais (Ma
et al., 1999). O oleo residual de fritura também vem sendo utilizado, porém de
forma ndo plenamente custo-efetiva: além de conterem um alto teor de AGL
(que formam sab&o ao invés de biodiesel), tem um efeito negativo na qualidade
do biodiesel produzido. A economia na obtencdo do substrato ndo é téo

vantajosa, se considerado o processo como um todo (Meher et al., 2006).

Nas definicbes de biodiesel encontradas na literatura, frequentemente |é-
se que se trata de uma “mistura de metil ésteres de acidos graxos derivados de
Oleos vegetais ou gorduras animais” (Koutinas et al., 2014). No entanto, os
estudos buscando fontes alternativas vem crescendo, e logo esta definicdo ira
tornar-se ultrapassada. A terceira geracao de biodiesel tem em vista superar as
limitagbes encontradas até entdo. Para isso, a matéria-prima alternativa
utilizada é proveniente de 6leo microbiano, também chamado de Single Cell Oil
(SCO) (Meng et al., 2009). Uma importante caracteristica da aplicacdo deste
tipo de Oleo € a possibilidade de cultivar o micro-organismo produtor em
residuos industriais, em alternativa ao meio definido. Os micro-organismos
utilizados podem ser micro-algas (Ma et al., 2014), fungos filamentosos
(Hussain et al., 2014), bactérias (Fei et al., 2015) ou leveduras (Ryu et al.,
2013; Cescut et al., 2014). Microalgas podem acumular 6leo acima de 80% de
seu peso seco. No entanto, normalmente o 6leo produzido é rico em &cidos
graxos poliinsaturados (PUFAS), o que para a producao de biodiesel se torna
uma desvantagem, pois quanto maior o grau de insaturacdo de ésteres, menor
sua estabilidade devido a oxidagcdo. Além do mais, duplicam a quantidade de
biomassa de um cultivo em 24 horas, implicando em tempo elevado de
producdo (Meng et al., 2009). Considerando isto, as bactérias seriam uma
alternativa, porém, ndo sao tipicamente acumuladoras de 6leo adequado para
a sintese de biodiesel. Poucas acumulam compostos lipidicos complexos,
como polihidroxialcanoatos. Leveduras e fungos filamentosos acumulam oleo

acima de 40% de seu peso seco, possuem tempo de cultivo adequado para
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uma producéo industrial e a composi¢ao do Oleo se assemelha ao de origem
vegetal. Em comparagéo a fungos filamentosos, as leveduras sao de cultivo
mais facil, pois os fungos tendem a formar agregados de micélio tornando o
meio de cultura viscoso, podendo causar entupimento de tubulagcdes em uma

planta industrial (Meng et al., 2009).

1.3 Leveduras oleaginosas

1.3.1 Caracteristicas

Leveduras oleaginosas (ou OY, Oleaginous Yeasts) sdo capazes de
acumular acima de 20% de seu peso seco em lipidios neutros (TAG). Estas
leveduras compdem cerca de 5% da populacédo total de leveduras (Ageitos et
al.,, 2011), e estdo presentes principalmente nos géneros Candida,
Cryptococcus, Lipomyces, Rhodotorula, Rhodosporidium, Trichosporon e

Yarrowia.

A habilidade de producdo de 6leo é intrinseca e natural da levedura,
devido a diversas caracteristicas genéticas. Em condi¢cfes satisfatorias de
disponibilidade de nutrientes, ocorre uma biossintese basal de 6leo
(correspondente a 20-40% de 6leo em relacdo a biomassa). Essa producao
pode ser induzida e aumentada, e o teor de Oleo depende da espécie em
questado e do nivel de aperfeicoamento do cultivo, podendo variar de 50 a 75%
de dleo.

O perfil de 6leo produzido, isto é, o balanco entre a porcentagem de
acidos graxos de diferentes tamanhos de cadeia e grau de insaturacéo, difere
entre as espécies e também dentro da mesma espécie se cultivada em
substratos distintos. Esta variacdo pode refletir em éleos bastante comuns na
natureza e, portanto, de baixo valor comercial, como acido palmitico, oleico e
linoleico (C16:0, C18:1 e 18:2, respectivamente) até 6leos para propostas
especificas, de alto valor agregado. O valor de mercado pode variar entre
$0,3/kg até $100/kg (Koutinas et al., 2014). Desta forma, a melhor levedura
oleaginosa para determinado bioprocesso pode ser escolhida tendo como base
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o conhecimento do seu perfil lipidico. O SCO produzido pode ter diversas

aplicacbes, como cosmeéticos, farmacos, tintas, biodiesel e setor alimenticio.

As diferencas entre leveduras oleaginosas (OY, Oleaginous Yeasts) e
nao oleaginosas (NOY, Non-Oleaginous Yeasts), que as tornam um grupo tao
peculiar e interessante do ponto de vista biotecnoldgico, vem sendo estudadas
em detalhe. Elas seguiram um diferente curso de evolucdo, e a comparacao
mais frequentemente feita € com a levedura-modelo Saccharomyces
cerevisiae, uma NOY que acumula < 15% de o6leo em relacdo a biomassa
(Beopoulos et al., 2008). Em comparagdo a levedura oleaginosa Yarrowia
lipolytica, S. cerevisiae ndo utiliza acidos graxos como substrato de forma
eficiente, pois ndo secreta lipases e possui capacidade limitada de realizar (3-
oxidacdo. Ao encontrar um ambiente com carbono em excesso, S. cerevisiae
passa de um metabolismo oxidativo para oxido-redutivo com a producao de
etanol. Y. lipolytica, por sua vez, metaboliza glicose tdo bem quanto &cido
oleico (Papanikolaou e Aggelis, 2003) e, quando colocada frente a mesma
situacdo, esta produz grandes quantidades de metabdlitos intermediarios do
Ciclo de Krebs (4cido citrico, acido 2-cetoglutarico e acido pirtvico) e converte

0 carbono em excesso a TAG.

1.3.2 Metabolismo de lipidios: Vias de biossintese

Devido a nitida importancia da biossintese de lipidios para o
armazenamento de acidos graxos nas mais variadas espécies, este € um
mecanismo altamente conservado na bioquimica dos seres vivos (Athenstaedt,
2010; Kurat et al., 2006). E um processo integrado que ocorre em diversos
compartimentos celulares. Envolve etapas na mitocdndria, no reticulo

endoplasmatico, no citoplasma e finda na gota intracelular de lipidios.

As vias de sintese de lipidios sdo duas. Na via de novo a levedura capta
fontes de carbono disponiveis no meio e cataboliza em metabdlitos do ciclo de
Krebs. A sintese se inicia no citoplasma com a clivagem de uma molécula de
citrato, mediada por uma ATP citrato liase (ACL), em oxaloacetato e acetil-coA.
Esta ACL é encontrada apenas em OY (Boulton e Ratledge, 1981). Além disso,
0s niveis de citrato mitocondrial s&o trés vezes maiores em OY do que em

NOY, indicando a importancia de haver grande disponibilidade de precursores
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para a lipogénese nestas leveduras. A partir do acetil-CoA liberado, a cadeia
carbdnica é incrementada por ciclos de adi¢do dos blocos fundamentais para a
sintese: malonil-CoA (no reticulo endoplasmético) ou acetil-CoA (na
mitocondria), sendo necessarias duas moléculas de NADPH para cada ciclo.
Malonil-CoA €& produzido principalmente pela enzima acil-CoA carboxilase
(ACC), enquanto NADPH ¢é gerado pela enzima mélica. Dessa forma, séo
sintetizados &cidos graxos livres, que podem ter tamanhos distintos de cadeia
carbbnica, dependendo da quantidade de unidades de acetil ou malonil-CoA
adicionadas, e apresentar ou ndo insaturacfes, devido a acdo de enzimas

desaturases na cadeia carbonica (Damude et al., 2006).

Na via ex novo, compostos oleosos presentes no meio sdo hidrolisados
em acidos graxos e incorporados pela levedura, e podem ser utilizados da
forma como sdo na sintese de TAG para acumulo intracelular. Leveduras
oleaginosas, em particular Y. lipolytica, possuem especializagbes evolutivas
que conferem melhor aptiddo em captar do meio e utilizar éleos e gorduras
(substratos hidrofébicos, em geral) como nutrientes. Possuem diversos genes
codificando surfactantes, que contribuem para a solubilizacdo do 6leo no meio;
realizam modificacdes (protrusdes) na superficie celular para facilitar a adesao

de gotas hidrofébicas e secretam lipases (Fickers et al., 2005).

A sintese de TAG a partir dos acidos graxos provenientes das duas vias
€ a mesma, seguindo a via Kennedy (Kennedy, 1961). Para isso, sao
necessarias 3 moléculas de &cidos graxos (acil-CoA) e uma molécula de
glicerol-3-fosfato (G3P). O G3P sofre acilagdo na posicao sn-1, formando &cido
lisofosfatidico; em seguida é acilado novamente, na posicdo sn-2, formando
acido fosfatidico, que é defosforilado, dando origem a um diacilglicerol (DAG).
Por fim, uma acilacdo dependente de acil-CoA na posi¢cdo sn-3, gerando TAG.
Os lipidios totais produzidos e armazenados em uma levedura sdo compostos
aproximadamente de 90% TAG. Tais moléculas de estocagem de energia sédo
armazenadas em um compartimento celular especializado chamado “corpo
lipidico”, que consiste em um interior rico em lipidios neutros cercado de uma
monocamada fosfolipidica. Nos limites desse compartimento estdo presentes
enzimas que desempenham papéis-chave no metabolismo de lipidios. Isto

indica que essa estrutura ndo se trata apenas de um espaco de estocagem,
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mas de uma estrutura envolvida ativamente na biossintese, armazenamento,

mobilizacdo e degradacao dos TAGs (Beopoulos et al., 2009).

Ao enfrentar um ambiente com escassez de nutrientes, as leveduras
oleaginosas mobilizam as reservas de TAG, e realizam degradacdo por [3-
oxidacdo no peroxissomo, uma via onde enzimas acil-CoA oxidases (Aox) séo
fundamentais. E gerado, novamente, acetil-CoA, que é direcionado para a

sintese de nutrientes necessarios a sobrevivéncia naquele momento.

1.3.3 Metabolismo de lipidios: Balanco do fenétipo Slim yeast x Obese
yeast
O conhecimento sobre a fisiologia das OY permitiu diversos avangos

quanto a maximizacao da quantidade de SCO produzido. O acumulo de 6leo é
dependente de fatores como pH, aeracéo, temperatura e balanco de nutrientes.
E possivel alcancar teores maiores que os basais (estes naturalmente ja
elevados em QY), utilizando estratégias simples de cultivo, como a modulagéo
da disponibilidade de nitrogénio e de carbono no meio. J4 foi demonstrada a
possibilidade de atingir um rendimento de 0,22 Qjipidios/Jcarbono quando OY sdo

cultivadas em glicose abundante e com N limitante (Rupcic et al., 1996).

A razédo para essa modulacdo metabdlica pode ser explicada em termos
de direcionamento do fluxo de carbono através das vias de biossintese
celulares. Quando cultivada em um meio rico em carbono e em nitrogénio, a
assimilacdo de carbono é limitada apenas pelo sistema de transporte de
substratos para dentro da célula, de forma que ocorre o crescimento catalitico.
Nesta situagéo, o fluxo de carbono esta distribuido e equilibrado entre a sintese
das 4 principais biomoléculas: &cidos nucleicos, proteinas, lipidios e
carboidratos. E observado o fenétipo de “slim yeast”, pois o acimulo de éleo é
muito baixo. Por outro lado, quando o carbono é abundante e ao mesmo tempo
0 nitrogénio é restringido, levando a uma elevada razéo C/N, ocorre o chamado
fendtipo “obese yeast”. As leveduras, de fato, engordam, pois na auséncia de
nitrogénio suficiente para a sintese de aminoacidos e acidos nucleicos, a taxa
de multiplicagéo celular tende a diminuir, acompanhada do aumento da taxa de
sintese e armazenamento de lipidios a partir do carbono abundante. Leveduras
NOY, quando na mesma situacdo, interrompem o crescimento catalitico,

podem sintetizar 6leo em baixas quantidades (abaixo de 10% do peso seco) e
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direcionam o carbono em excesso para a sintese de polissacarideos, como
amido, B-glucana e manana (Ratledge, 2004). No entanto, quando a razado C/N
€ excessivamente elevada, pode ocorrer deficiéncia de nitrogénio, levando a
queda da viabilidade celular antes mesmo que as leveduras comecem a
acumular 6leo. O carbono em excesso também pode ser desviado para a
sintese de acido citrico (Papanikolau et al., 2006) em detrimento do acumulo
em lipidios, pois ocorre consumo de carbono que néo é direcionado a producgéo

do 6leo de interesse.

Ao avaliar a taxa de multiplicacédo celular e de producéo de 6leo de uma
QY, se observa um comportamento caracteristico. Estes dois fenbmenos néo
estdo diretamente correlacionados, como pode ser compreendido a partir dos
diferentes fenoétipos discutidos acima. Uma grande producéo de biomassa pode
nao estar acompanhada de producdo abundante de 6leo, e o oposto também é
visto: acumulacéo elevada de 6leo acompanhada de baixa biomassa devido a
deplecdo de nitrogénio. A aproximacdo do maximo destes dois parametros,
simultaneamente, representa a situacao ideal (Papanikolau e Aggelis, 2002).
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Figura 3 - Tipica cinética de crescimento e acumulo de 6leo de uma levedura oleaginosa
cultivada em batelada. Fonte: Beopoulos et al., 2009.

Considerando um cultivo em batelada (Figura 3), o meio de cultura conta
inicialmente com quantidade suficiente de nutrientes para desencadear a fase
de crescimento, quando a biomassa aumenta exponencialmente. Aqui, 0

carbono é direcionado para vias importantes para a multiplicacéo celular. Este
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periodo tem duracéo aproximada de 48 horas. Com a exaustédo de nitrogénio, a
levedura passa por uma fase de transicdo, na qual ocorrem adaptacdes
metabolicas necessarias ao novo cenario que ird enfrentar, juntamente com a
desaceleracdo da multiplicacdo celular. O carbono, ainda abundante, é
assimilado e catabolizado, e o fluxo pelo ciclo de Krebs se torna intenso. A
lipogénese é, assim, favorecida. Num periodo de aproximadamente 72 a 96
horas, ou até mais, o fenotipo obese yeast se manifesta intensamente. Aqui, a
multiplicacdo ocorre pouco, e a levedura continua acumulando Oleo, até
comecar a produzir acido citrico, ou até que este estoque passe a ser
necessario para a manutencdo da viabilidade celular. Entdo, os lipidios sédo

mobilizados e catabolizados através de 3-oxidacéo (Beopoulos et al., 2009).

1.4 Yarrowia lipolytica

A levedura empregada neste trabalho pertence a espécie Yarrowia
lipolytica. Esta € uma das leveduras oleaginosas mais estudadas, sendo uma
espécie-modelo para engenharia metabdlica dentro deste grupo, para a qual
estdo disponiveis ferramentas de biologia molecular, biologia de sistemas,
engenharia genética, transcritbmica e um rascunho do genoma sequenciado
(Liu e Alper, 2014). E uma plataforma importante de producdo de proteinas
heterdlogas. Além disso, apresenta a vantagem de ser GRAS (Generally

Recognized as Safe), ou seja, ndo patogénica (Groenewald et al., 2013).

Y. lipolytica pode ser encontrada habitualmente em ambientes ricos em
substratos hidrofébicos, como alcanos ou lipidios, em alimentos ricos em
gordura, areas contaminadas com hidrocarbonetos, etc. (Landell et al., 2006).
Isso se deve a facilidade que a levedura apresenta em assimilar esse tipo de
nutriente. Foram identificadas, em seu genoma, diversas familias multigénicas
codificando proteinas que atuam na via de assimilacdo de substratos
hidrofébicos e na lipogénese. A origem pode ser a partir de amplificacdo
gendmica e evolucdo sucessiva dos genes envolvidos em tais vias. S&o 13
familias envolvidas na utilizacdo de substratos hidrofébicos, sendo a familia da

lipase composta por 16 membros, e a de acil-coA oxidase, por 6. Aléem disso, a
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levedura é capaz de formar protrusdes na superficie celular, o que facilita a

captura destes substratos (Papanikolaou e Aggelis, 2002; Ykema et al., 1986).

Y. lipolytica foi e é empregada atualmente na inddstria por varias

empresas, na producéo de diferentes produtos (Tabela 1).

Tabela 1 - Aplicagdes da levedura Y. lipolytica na industria.

Produto Empresa Ano Referéncia
Proteina (Toprina L} para British 1950-1970 Babel et al., 2000
nutricdo animal Petroleum (BP)
Proteina para nutricdo humana  Skotan SA Em producao ZRng?l)nska etal,

I . Em Rywinska et al.,
I?rob|ot|co e prebidtico Skotan SA desenvolvimento 2013
Acido citrico Pfizer Inc. 1970-1990 Fried, 1972
Acido citrico Archer Danigls 1990 Fickers et al., 2005

Midland atualmente

. - Baolingbao 2003- Tomaszewska et
Manitol e eritritol (adogantes) Biology Co. Ltd.  atualmente al., 2012
New Harvest ™ (suplemento 2010 - Groenewald et al.,

L . . DuPont
com &cido eicosapentaenoico) atualmente 2013
Carotendides (corante e . .
estabilizante alimenticio Microbia (DSM) N&o informado Bailey et al., 2006
e DuPont

natural)

. . Pfizer e Groenewald et al.,
Enzimas lipases e proteases Novozymes Atualmente 2013
Enzima lisossomal humana Oxvrane Testes clinicos Ryckaert e
(expresséo heterdloga) y em 2013 Lerondel, 2011
Lipase (biorremediag¢éo) Artechno N&o informado Bordes et al., 2011

Além das aplicagbes industriais (Tabela 1), diversos outros usos vem
sendo explorados, por enquanto no campo da pesquisa. O uso em
biorremediacao é frequentemente citado, pois a levedura metaboliza muito bem
substratos hidrofébicos presentes em areas contaminadas, producdo de
biosurfactantes, de polimeros biodegradaveis (polihidroxialcanoatos) e de 6leo

microbiano para conversao em biodiesel (Groenewald et al., 2013).

Esta levedura produz até 62% de seu peso seco em lipidios neutros
(Nambou et al., 2014), sendo o perfil composto majoritariamente por C16:0,
C16:1, C18:0, C18:1 e C18:2, sendo estas também as cadeias mais comuns no
Oleo de soja (Ma e Hanna, 1999). Sendo assim, esta levedura possui potencial

aplicacdo como biofabrica de matéria-prima para a sintese de biodiesel.

Sao varios os estudos com Y. lipolytica para a producdo de 6leo, tanto

com um isolado tipo selvagem como estudos de engenharia metabdlica.
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Cheirsilp e Louhasakul (2013) utilizaram uma técnica de cultivo de duas fases,
combinando dois residuos industriais. Na primeira fase, a fase de crescimento
(aproximadamente 50 horas), foi utilizado soro de latex diluido 3 vezes em
agua, combinado com 4% de glicerina bruta. Apds, a fase de lipogénese foi
induzida através do cultivo em apenas 4% de glicerina bruta. Com esta
estratégia foi atingido um teor de 6leo de 44,5% e 3,4 gramas de lipidios por
litro de cultivo. Em um estudo Blazeck (2014) modificou varias vias-chave de Y.
lipolytica visando o acumulo de 6leo: deletou proteases extracelulares, enzimas
da B-oxidacdo de &cidos graxos, da formacdo de peroxissomos (estes
degradam lipidios) e do ciclo do &cido tricarboxilico; enquanto superexpressou
enzimas que convertem acido citrico em acetil-CoA, que produzem NADPH e
DGA (acil-coA:diacilglicerol aciltransferase). Com isso, obteve de 16,1 g/L de
6leo e um rendimento de 88% de Oleo por peso seco de célula. Este é o melhor

resultado reportado até agora utilizando edi¢cdo do genoma desta levedura.

1.5 Cultivo em residuos industriais

Um estudo de Koutinas (2014) determinou a influéncia do custo de cada
insumo de uma industria ficticia de biodiesel microbiano no custo final do
produto, encontrando que glicose e extrato de levedura para o cultivo
representam 79% e 16% do custo de producédo do d6leo, respectivamente. O
cultivo em residuos industriais € uma alternativa para reduzir significativamente
tais custos e tornar o biodiesel de 6leo de levedura mais proximo da aplicacao
ao lado do biodiesel atual. O tratamento de residuos por microrganismos
oleaginosos visa a metabolizacdo do residuo como substrato para a producao
de Oleo de valor agregado. Este procedimento € uma préatica correta
ambientalmente, permite o reciclo dos nutrientes e ndo produz poluicdo
secundaria, uma vez que a massa de ceélulas produzida é coletada para a

obtencéo do 6leo produzido.

Diversos residuos ja foram testados quanto a eficiéncia na inducao da
producdo de Oleo por diversas leveduras. Melago, acidos graxos volateis,
glicerina bruta, agua de esgoto municipal, permeado de queijo, residuo de

moinho de 6leo de palma, residuo de agua com gordura animal de industria de
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aves ou suinos ou peixe, 6leo de fritura, biomassa de levedura oleaginosa pos-
extracdo de Oleo, vinhaca, bagaco de sorgo e de cana-de-agUcar, farelo de
canola, palha de trigo e de arroz, residuo de maceragéo de milho, hidrolisado
de amido de mandioca, entre outros (Leiva-Candia et al., 2014). Os residuos
descritos podem ser testados individualmente ou combinados no meio de
cultura. Dependendo da apresentacéo do residuo, este pode ser utilizado como
a base do meio, e complementado com outros que desempenhem o papel de
fonte de carbono e outros nutrientes, caso se faca necessario. Alguns residuos
precisam ser diluidos, pois podem conter em sua composicao inibidores do
crescimento microbiano (Cheirsilp e Louhasakul, 2013). Desta forma, as
caréncias nutricionais enfrentadas pelo microrganismo cultivado em um

substrato, apenas, podem ser supridas pela combinacao com outro(s).

A glicerina bruta é um subproduto da sintese quimica de biodiesel e,
conforme a estequiometria da reacéo (Figura 1) € produzido aproximadamente
1 kg de glicerina para cada 10 kg de biodiesel sintetizados. Este residuo inclui,
além de um teor varidvel de glicerol: MG, DG e TAG eventualmente ndo
convertidos a biodiesel, alcool da reacdo (metanol ou etanol), sais, agua
(adicionada muitas vezes para evitar a cristalizacdo dos sais) e catalisador. A
quantidade de glicerol presente no residuo depende do tipo de processo
utilizado (Bournay et al., 2005). A geracdo de glicerina em plantas de biodiesel
pde em evidéncia a necessidade do seu correto destino. A alternativa
encontrada é o refino e purificacdo, que pode ser feita via filtracdo, adicao de
produtos quimicos, destilacédo fracionada e filtracdo em resinas de troca idnica.
O glicerol purificado pode ser encaminhado para a utilizacdo em industrias
alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos (Thompson e He, 2006). No
entanto, a purificacdo possui um custo de operacao, que ira se refletir no preco
de venda do biodiesel. Alguns pequenos produtores (ou mesmo produtores
maiores) enfrentam dificuldades quanto ao custo e estrutura necessaria para

isto, entdo o destino da glicerina se torna problematico.

Semelhantemente, a utilizacdo de subprodutos do proprio processo para
operacOes subsequentes representa uma oportunidade de reduzir a geracéo de
residuos e fazer a reciclagem destes compostos. Estes podem ser produtos

quimicos recuperados e aplicados novamente na mesma etapa ou outros
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residuos que possam ser utilizados no meio de cultivo da levedura, também
possibilitam uma redug&o no custo de operacdo. Quando se trata da producéo
de leveduras oleaginosas, a parte interessante economicamente sdo os lipidios
estocados intracelularmente, sendo que a biomassa livre de 6leo ndo possui
relevancia para a producdo de biodiesel. Este subproduto pode ser mantido
dentro do ciclo de producdo de biodiesel através da utilizacdo no meio de

cultivo, pois a composicao é semelhante ao extrato de levedura comercial.

1.6  Producao de biodiesel a partir de 6leo microbiano

Embora ndo seja uma ideia recente, os trabalhos envolvendo a producgéo
de biodiesel microbiano ainda séo limitados. A maioria dos estudos abrange
apenas a selecdo de uma boa linhagem acumuladora de 6leo, determinacao do
melhor meio de cultivo e andlise do perfil de acidos graxos, e encerram
afirmando o potencial para uso como matéria-prima de biodiesel. Nos estudos
onde a producdo de biodiesel, de fato, € abordada, a técnica mais empregada
€ aquela composta por diversas etapas (cultivo, obtencdo e secagem da
biomassa, extracdo de 6leo com cloroférmio e metanol, reacdo de sintese),
andloga a producdo de biodiesel a partir de vegetais oleaginosos. Este
processo apresenta diversas desvantagens, pelo elevado consumo de tempo,
de solventes, de estrutura, etc. (Cheirsilp e Louhasakul, 2013). Em funcédo
disso, é necessario o desenvolvimento de novas técnicas para a producao de

biodiesel a partir de SCO.

Um método desenvolvido por Thiru (2011) realiza a lise celular de
biomassa Umida por homogenizacao, seguida de extracdo do 6leo utilizando
hexano (solvente 4 e 10 vezes mais barato que metanol e cloroférmio, estes os
solventes utilizados mais comumente na extracdo) e isopropanol. A partir dai

se obtém Oleo purificado que é utilizado para producéo tradicional de biodiesel.

7z

Um conceito introduzido em 2007 por Liu e Zhao é o de metandlise
direta e transesterificacdo da biomassa oleaginosa seca. Nesta técnica, a etapa
de extracdo do Oleo é dispensada, refletindo em ganho de tempo e também

uma economia no processo. Mesmo sem extragdo prévia, a sintese de
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biodiesel € possivel, pois 0 metanol, juntamente com o catalisador (que
geralmente é um acido ou base forte) misturados a biomassa, irdo proporcionar
o rompimento da célula e consequente liberacdo do dleo intracelular para o
meio de reacdo para a transesterificacdo. Para isso, a proporcdo empregada
de metanol por quantidade de Oleo (geralmente de 20:1) € superior a
quantidade utilizada na producéo a partir de 6leo ja extraido (em torno de 6:1).
Este ndo é um problema, pois 0 metanol pode ser recuperado por evaporacao,
entra em ebulicdo a 65 °C, e reutilizado em reacfes seguintes. Outro fator é
que o tempo de reacdo para uma conversdo acima de 90% dos TAGs em
ésteres metilicos chega a 10 horas (Thliveros et al., 2014) ou até 24 horas (Liu

e Zhao, 2001), dependendo do tipo de catélise empregada.

Também pode ser utilizada a biomassa Umida diretamente na producao
de biodiesel. Este processo economiza uma etapa, pois ndo é necessaria a
secagem da biomassa. Porém, a agua presente no meio pode levar a hidrdlise
dos TAG em AGL, ao invés de transesterificacdo. Os AGL, por sua vez, irdo
consumir o catalisador e formar sabdo. A reacdo de hidrolise € minimizada
utilizando uma grande razdo de metanol:biomassa, para que o solvente esteja
em quantidade muito superior a agua do meio e a transesterificacdo ocorra
antes da hidrélise. Cheirslip e Louhakasul (2013) obtiveram teor de FAMEs
gerados superior a 70% utilizando este procedimento. No entanto, a razéo
utilizada foi de 209:1. Os mesmos autores realizaram a reacao utilizando
biomassa seca com uma razdo de solvente:biomassa de 167:1, e quando a
biomassa Uumida foi utilizada com a mesma razéo, a producéo de biodiesel foi 6
vezes mais lenta. A reacdo ocorreu em pequena escala, em tubos em um
aparelho Termomixer, e € importante salientar que o escalonamento desta
técnica enfrentaria problemas logisticos devido ao grande volume de reacéo
necessario para obter a mesma quantidade de biodiesel alcancavel em um
processo com uma razao de metanol:solvente dez vezes menor, ao ser incluida
a etapa de secagem. Considerando os custos e beneficios, a metandlise e

transesterificagdo utilizando biomassa seca € mais vantajosa.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Utilizar a levedura Yarrowia lipolytica QU31 como biofdbrica de Oleo
microbiano aplicavel na sintese de biodiesel, utilizando substratos de baixo

custo derivados de residuos industriais.
2.2 Objetivos especificos

Padronizacdo, em escala laboratorial, das condicbes de cultivo da
levedura Y. lipolytica em meio liquido, utilizando-se como substrato glicerina

residual de plantas comerciais de producao de biodiesel e lama de cervejaria;

Avaliacdo de parametros cinéticos de crescimento: producdo de

biomassa e de 6leo, rendimento e produtividade;
Escalonamento do cultivo para Biorreator (5 L);

Utilizacdo da biomassa de levedura oleaginosa para sintese de biodiesel
através de metandlise direta e transesterificacio com catalise béasica ou

catdlise acida;

Analise de composicao e propriedades do biodiesel produzido.

3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo da levedura e dos residuos industriais
3.1.1 Levedura

A levedura estudada para a producdo de 6leo, Y. lipolytica QU31, foi
isolada de queijo artesanal (Landell et al., 2006). A identificacdo da levedura foi
realizada anteriormente por sequenciamento da regido ITS (internal transcribed
spacer) do rDNA conforme Ramirez-Castrillon et al., (2014). Esta levedura é
descrita na literatura como oleaginosa e desperta interesse biotecnolégico
(Beopoulos et al., 2009).
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3.1.2 Glicerina residual

A glicerina (Figura 4, A) foi obtida da industria Bianchini SA, localizada
no municipio de Canoas, Rio Grande do Sul, Brasil. A empresa produz
biodiesel a partir de 6leo de soja, utilizando como alcool o metanol e como
catalisador da reacdo de transesterificacdo o metilato de sodio. O residuo da
sintese, a glicerina, possui acima de 80% de glicerol, aspecto viscoso e cor
amarelo clara e pH elevado devido a catélise basica, entdo é neutralizado até
pH 5, levando a formacdo de NaCl (aproximadamente 3,5%). Em funcdo da
salinidade, é adicionado 10% de agua para evitar a cristalizacdo do sal do
residuo nas tubulagbes e equipamentos. Também compde este residuo uma
pequena fracdo de 6leo ndo convertido completamente a biodiesel. A empresa
usualmente comercializa este subproduto para indastrias de refinamento a um
baixo custo. A levedura Y. lipolytica € capaz de metabolizar glicerol e converter

em lipidios, entdo se evidencia a aplica¢do no cultivo da levedura oleaginosa.

Figura 4 - Residuos industriais estudados. A: glicerina residual da sintese quimica de biodiesel
(Bianchini SA); B: lama de levedura cervejeira (Cervejaria Seasons); C: massa de células
restante do processo de metandlise e transesterificagéo.

3.1.3 Lama de cervejaria

O residuo de industria cervejeira é proveniente da microcervejaria
Seasons, situada em Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. E chamado de
‘lama” ou “slurry”, um sedimento formado no fundo dos fermentadores,
composto por leveduras que perderam viabilidade e entraram em autdlise, e
também de leveduras metabolicamente ativas (Figura 4, B). ApOs alguns
reusos do fermento cervejeiro em fermentacdes consecutivas, a lama é

removida, neutralizada e descartada ou encaminhada para alimentagao animal,
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a um custo praticamente nulo. Este residuo € rico em proteinas, vitaminas e
micronutrientes, assemelhando-se ao extrato de levedura comercial. No estudo
de Ryu (2013), a composi¢do da lama € estimada em 9,4% de umidade, 23,6%

de proteinas, 3,5% de carboidratos, 4,8% de acidos graxos e 6,5% de cinzas

3.1.4 “Deoiled yeast cake” (DYC)

O processo de sintese de biodiesel via metandlise direta e
transesterificacdo, descrito no item 3.5, gera um subproduto composto de
restos celulares de Y. lipolytica que foi lisada e teve o 6leo removido. E um
residuo solido, e quando dissolvido em agua apresenta pH extremo (muito
acido ou muito basico, dependendo do tipo de catalise empregada na sintese
de biodiesel na etapa anterior). Este residuo foi avaliado semelhantemente a

lama de levedura cervejeira.

3.2 Padronizacao do meio de cultura

Tendo em vista a formulacdo de um meio de cultura indutor da producéo
de 6leo microbiano, a partir apenas de residuos industriais, a glicerina foi
avaliada como fonte de carbono e a lama como suplementacdo de nitrogénio,

sais e micronutrientes.

Um experimento preliminar, chamado de etapa 1, foi realizado utilizando
as combinacdes possiveis entre 5%, 7% e 10% de glicerina (v/v) e 0,1%, 1%,
2% e 3% de lama (v/v). Como controle, foi testado glicose 10% como fonte de
carbono e a suplementacdo de nitrogénio e sais padrdao, chamada de meio
minimo (MM), composta por 0,1% (NH4).SO4, 0,1% KH,PO, e 0,05 %
MgCl,.6H,0O (Tabela 2). O experimento foi realizado em batelada, em frascos
de 500mL. Um pré-in6culo foi cultivado em meio rico YPD (2% glicose, 2%
peptona e 1% extrato de levedura) e todos os meios foram padronizados com
in6culo de 1x10° células/mL e pH 6. Os cultivos permaneceram durante 96

horas a 25 °C sob agitacéo de 150 rpm (Poli et al., 2014a).
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Tabela 2 - Combinacdes de residuos testadas quanto a capacidade de induzir a producao de
6leo microbiano, na etapa 1 de padronizacdo do meio de cultivo. *; 0 meio minimo (MM) é
composto de 0,1% (NH,4),SO,, 0,1% KH,PO, e 0,05 % MgCl, 6H,0

Meios teste

Fonte de Carbono  Fonte de Nitrogénio

M1 5% glicerina 0,1% lama
M2 5% glicerina 1% lama
M3 5% glicerina 2% lama
M4 5% glicerina 3% lama
M5 7% glicerina 0,1% lama
M6 7% glicerina 1% lama
M7 7% glicerina 2% lama
M8 7% glicerina 3% lama
M9  10% glicerina 0,1% lama
M10 10% glicerina 1% lama
M11  10% glicerina 2% lama
M12  10% glicerina 3% lama

Meios controle

Fonte de Carbono

C1 7% glicerina
C2  10% glicose
C3  10% glicose

Fonte de Nitrogénio
Meio minimo*
Meio minimo*

2% lama

O teste foi repetido com os meios M7, M9, M10 e com 0s meios controle
para avaliacdo mais precisa dos parametros, e chamado de etapa 2. As

condicBes de cultivo foram as mesmas descritas acima.

Foi estudada também a aplicacdo do residuo de biomassa livre de 6leo
obtido conforme descrito no item 3.5, referido na literatura como “deoiled yeast
cake” (Ryu et al., 2013) como suplementacédo do meio, da mesma forma como
a lama de levedura cervejeira (Figura 4, C). O teste foi chamado de etapa 3. Os
meios avaliados foram os mesmos da etapa 2, porém considerando a
porcentagem em gramas de residuo por volume de meio, pois o residuo é

sélido e nao liquido como a lama.

3.3 Escalonamento para Biorreator
O melhor meio de cultura encontrado na padronizagéo foi empregado no

cultivo da levedura em biorreator (Minifors, Infors HT). O biorreator utilizado
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tinha capacidade para 5 L, dos quais 3 L foram ocupados com meio de cultivo.
ApOs a preparagdo do meio e ajuste para pH 6 com NaOH, o vaso do biorreator
contendo meio de cultivo foi esterilizado em autoclave vertical, conforme
instrucbes do fabricante (Obom et al., 2013). O pré-inéculo em meio rico YPD
permaneceu por 24 h a 25 °C e 150 rpm. O volume de in6culo correspondeu a
10% do volume de meio fermentado. Os parametros foram ajustados para:
aeracdo de 1 vvm, agitacdo de 350 rpm e 25 °C, durante 96 horas. Foi
necessaria a adicdo de uma solucdo de antiespumante ao biorreator (em
decorréncia, principalmente, da composicdo da lama utilizada no meio, que
contém proteinas). Foi utilizado 0,8 mL/L de antiespumante (Xiameter® AFE-
0900. Dow Corning do Brasil Ltda.) adicionado ao meio de cultura e também
configurada a adicdo automatica de antiespumante ao biorreator, caso
houvesse espumacéao detectada pelos sensores durante o cultivo.

A biomassa produzida foi coletada apés as 96 h, através de ciclos de
centrifugacéo, e seca a 60 °C overnight, para posterior emprego na sintese de
biodiesel. Foram avaliados os mesmos parametros estudados na escala
laboratorial, para verificar eventuais alteracbes no comportamento do

bioprocesso e verificar a produtividade de 6leo nesta escala.

3.4 Parametros avaliados

Biomassa (g/L): por determinacdo do peso seco. Uma aliquota do meio
foi retirada, centrifugada em tubo previamente pesado, lavada com &gua
destilada e seca em estufa a 60 °C até peso constante. O peso inicial do tubo
foi subtraido do peso final contendo a amostra seca. A analise foi realizada em
triplicata.

Lipidios (g/L): a extracdo para determinagdo quantitativa e gravimétrica
foi realizada a partir da biomassa seca e pesada, utilizando solventes organicos
conforme protocolo adaptado a partir de Bligh & Dyer (1959). Em um tubo de
50 mL contendo a amostra foram adicionados cloroférmio e metanol na
proporcdo de 1:2 e agua destilada correspondente ao peso da amostra
multiplicado por 0,2. As células foram rompidas utilizando um homogenizador
de tecidos (Ultra-Turrax® Janke & Knukel GmbH & CoKG) por 3 minutos. Apds

incubacdo sob agitacdo durante 30 minutos, foram adicionados cloroférmio e
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sulfato de sédio anidro 1,5% na proporcao de 1:1, seguido de agitacao breve
em vortex. O tubo foi centrifugado a 6000 RPM por 5 minutos para a separacao
de fases. A fase organica (inferior) foi transferida utilizando uma pipeta Pasteur
para um tubo contendo 1g de sulfato de sédio anidro, agitado brevemente por
inversao e filtrada em filtro de papel para um tubo previamente pesado, que
permaneceu em estufa a 60 °C para evaporagao do solvente. Se observa um
sélido amarelado no fundo do tubo, que pode ser analisado por cromatografia
em camada delgada para confirmacéo de que se trata do 6leo de levedura. O
peso inicial do tubo foi subtraido do peso final contendo a amostra seca. A

analise foi realizada em triplicata.

Rendimento de lipidios (%): representa rendimento de 6leo por peso

seco de células. Calculado conforme a formula:

Lipidios () x 100
Rendimento (%) =

Biomassa (%)

Gotas intracelulares de Oleo: visualizadas por microscopia de
fluorescéncia utilizando o corante Vermelho de Nilo (Sigma-Aldrich), que é
fluorescente quando dissolvido em solventes organicos. Em ambientes neutros,
como no interior de corpos lipidicos, o corante emite fluorescéncia de cor
amarela, enquanto em ambientes polares, como fosfolipidios, emite vermelho e
alaranjado. Uma aliquota do cultivo foi centrifugada a 2000 RPM durante 5
minutos e lavada duas vezes com PBS 1x e pH 7,4. 10 pL da suspenséo foram
espalhados em lamina de vidro e, ap6s secagem, foram adicionados 10 pL do
corante Vermelho de Nilo 0,Img/mL em acetona. A lamina permaneceu
incubada ao abrigo de luz durante 5 minutos e o excesso de corante foi lavado
com PBS. Para a visualizagdo em microscopia de fluorescéncia, foi utilizado o
microscopio Axioskop 40 — Carl Zeiss Microscopy, filtro de 450-490nm,

acoplado a uma camera (AxioCam MRc — Zeiss) (Greenspan et al., 1985).

Tamanho da gota de Oleo: o software ImageJ (versdo 1.49) foi utilizado
para medir o diametro da célula e da gota de 6leo, nas imagens de microscopia

de fluorescéncia. Foram buscadas imagens nitidas e células esféricas para
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realizar a determinacdo. A medicao foi feita nas imagens sem identificacao,

para que fosse evitado qualquer tipo de tendéncia quanto ao tratamento.

Figura 5 - Medida da relacdo da area da gota em relacao a area da célula. A e B: célula ideal
para a medi¢do, de forma esférica e nitida, sendo A: medida da célula e B: medida da gota. C e
D: células impréprias para a medicdo, sendo C: célula de forma ovalada e D: célula sem
nitidez.

A partir desses dados, foi tragcada uma relacdo de porcentagem do

volume celular ocupado pela gotaatravés da seguinte formula:

(area da gota x 100)
area da célula

Area da gota (%) =

Teor de nitrogénio na forma de proteina: como a maior parte do
nitrogénio dos meios teste é organico e oriundo das proteinas que compdem o
residuo de lama, uma estimativa do teor de Nitrogénio foi realizada através do
ensaio de Bradford (1976).

pH final do cultivo: é um indicativo da atividade metabdlica da levedura,
pois a oxidacdo da fonte de carbono leva a acidificacdo do meio. O aparelho
(Jenway, 3510 pH/mV/Temperature Meter) foi calibrado previamente a

realizagéo das medigoes.

3.5 Metandlise direta e transesterificacédo

3.5.1 Catalise basica estética

Esta metodologia foi desenvolvida por Thliveros (2014) e utiliza a
catalise basica, mediada por NaOH. A biomassa previamente seca em estufa
foi incubada com uma solugdo de NaOH 4g/L em metanol, na propor¢ao de 1:
20 (biomassa:solucao), a 50 °C durante 10 h. No trabalho descrito por Thliveros
(2014), a reacao ocorre em banho-maria, de forma estatica. Apos as 10 horas

de reacado estatica em frasco Erlenmeyer fechado, os solidos (biomassa livre



36

de Oleo) foram separados do liquido da reacado, foi adicionado hexano na
proporcao de 4:10 (mistura:hexano) para propiciar a separacao de fases e a
concentragdo dos ésteres metilicos na fase organica e acondicionado sob
refrigeracdo por 16h. As fases foram coletadas para anélise cromatografica,
sendo o0 metanol em excesso recuperado por evaporacdo, podendo ser
utilizado nas proximas reagdes, e o hexano da fase organica foi evaporado ao
concentrar a aliquota para andalise cromatografica dos ésteres metilicos. Os
restos de levedura lisada e sem Oleo foram coletados para avaliagdo como
suplementacdo do meio de cultivo (item 3.2).

3.5.2 Catélise béasica com agitacao

Procedimento realizado essencialmente da mesma forma como descrito
no item 3.5.1, mas sob agitacdo. A agitacdo propicia melhor transferéncia de
massa ha reacdo de transesterificacdo. Para isso, foi utilizado um reator

acoplado a uma haste giratoria (Figura 6), aplicando agitacao de 350 rpm.

= &
Figura 6 - Reator de biodiesel empregado na sintese através de metandlise direta e
transesterificagdo agitada. Acima, o motor que aplica uma agitacdo de velocidade regulavel,
acoplado a um condensador com circulagdo constante de dgua para o resfriamento e evitar a
evaporacao do alcool. Por dentro dele passa uma haste que aplica a agitacéo ao frasco, este
gue fica disposto sobre uma manta de aquecimento de temperatura regulavel. A temperatura
da reacéo foi monitorada com um termdémetro digital.

3.5.3 Catélise &cida
Alternativamente a catalise basica, também foi realizada a producéo de
biodiesel através de catéalise acida, com agitagao, conforme Liu e Zhao (2007).

Brevemente, a biomassa foi incubada com uma solugdo de H,SO, 0,2 mol/L
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em metanol, na proporcdo de biomassa 1:20 solucdo. A reacdo ocorreu
durante 24 horas a 70 °C e sob agitacdo de 350 rpm, no mesmo reator da
figura 6. Em seguida, foi realizada a purificacdo do biodiesel (Liu e Zhao, 2007).
A mistura foi filtrada em papel (para a coleta da biomassa livre de 6leo),
concentrada em rotavapor para recuperar o metanol e diluida em éter de
petréleo. Foi adicionado 3 partes de agua por parte de mistura. A fase organica
(superior) foi coletada, seca em sulfato de sddio anidro e novamente
concentrada em rotavapor. A massa de biodiesel resultante foi diluida em

hexano e analisada por cromatografia.

3.6 Analises cromatogréficas

3.6.1 Preparacao das amostras

Para a avaliacdo do perfil de 6leo produzido pela levedura, foi realizada
a derivatizagdo do 0leo extraido da levedura na padronizacdo do meio, para
produzir ésteres metilicos, pois os TAGs ndo podem ser diretamente injetados
na coluna cromatografica. O procedimento foi realizado conforme Abreu (2004)
e consiste, brevemente, em: adicdo de 2 mL de uma solu¢do 0,5 N de NaOH
em MeOH para cada 0,1 g de Oleo microbiano, reacdo sob agitacdo e
temperatura controlados (Eppendorf Thermomixer® Comfort) por 30 minutos a
60 °C. A seguir, foram adicionados 3,5 mL de MeOH e 350 pL de H,SO4
concentrado, e a reacdo foi incubada por 2 h a 60 °C sob agitacdo. As
amostras foram lavadas com NaCl 5%, adicionado 2 partes de hexano por
parte de amostra, a fase organica foi concentrada (Concentrator Plus —

Eppendorf) e suspendida novamente em hexano.

3.6.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A producdo de ésteres metilicos, tanto da derivatizacdo quanto da
reacdo de sintese de biodiesel, foi confirmada através de cromatografia em
camada delgada e posteriormente analisada por cromatografia gasosa. Foi
realizada conforme Chattopadhyay (2011). Em uma camada de silica (DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV — Macherey-Nagel GmbH &Co. K) de
aproximadamente 12 cm x 8 cm, foi tragada a lapis uma linha a 1 cm da base
da camada e as amostras foram aplicadas em pontos lado a lado, sobre esta

linha. Para a corrida, a camada foi disposta verticalmente dentro de um béquer
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contendo uma solucéo solvente de fase mével composta por hexano:acetato de
etila:4cido acético 9:1:0,1, onde permaneceu durante 20 minutos. O solvente
arrasta componentes da amostra até diferentes alturas, conforme sua
polaridade e afinidade pelo solvente ou pela camada. A revelacdo foi feita
utilizando iodo ressublimado, que, ao ser exposto ao calor, reage com ligacdes

duplas e cora de amarelo as fracdes da amostra eluida.

Foram aplicadas solu¢gbes padrdo de acido graxo livre (AGL), neste
caso &cido oleico, monoglicerideo (MG), diglicerideo (DG), triglicerideo (TG) e
ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME, do inglés Fatty Acid Methyl
Esthers). Isso permitiu a identificac@o das fracdes eluidas.

3.6.3 Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia gasosa foi realizada conforme parametros estabelecidos
pela norma europeia EN 14103 (2011), no cromatégrafo Clarus 600 (Perkin
Elmer), com injetor PKD, em coluna Supelco capilar PEG (30m x 0,2mm,
espessura da fase 0,2um), detector de ionizagdo na chama (FID) e amostrador
automatico (Clarus 600 Autosamplers). O gas carreador foi N, (1 mL/min) e 0
programa utilizado o que segue: Temperatura do injetor e do detector: 250 °C;
corrida: 160 °C por 30 segundos, aumento de 40 °C/min até 190 °C (1 min) e
aumento de 3 °C/min até 250 °C (1 min). O tempo total de analise foi de 23,25
minutos por amostra. O volume de amostras injetado foi 1 yL no modo “split”,
na razédo de 1:10. Os tempos de retencdo dos picos gerados no cromatograma
foram comparados a padrées (F.A.M.E. Mix, C4-C24 analytical standard,
Sigma-Aldrich) para a identificacdo, e a area sob o pico de cada amostra foi
utilizada para determinar a abundéncia relativa, em porcentagem, de cada
éster. Nas amostras dos diferentes tipos de catalise, foi adicionado um padréo

interno para a determinacao da concentracao de ésteres resultantes da reacéo.

3.7 Andlise das propriedades do biodiesel produzido

A partir do perfil de ésteres obtido pela cromatografia gasosa, foi
possivel estimar matematicamente algumas propriedades fisico-quimicas do
biodiesel, conforme a tabela 3, e isto pode auxiliar a inferir sobre o

desempenho do biocombustivel.
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Tabela 3 - Férmulas utilizadas no calculo das propriedades do biodiesel.

Propriedade Unidade Formula Variaveis
Densidade Kg/ms, a o= Z(C' X py) p = densidade; ci = fragdo molar
15°C e do éster i; pi = densidade do
éster i (Lapuerta et al., 2010).
Viscosidade  mm?/s, a Voo = Z(A' X ;) Vmix = Viscosidade; Ai = % do
Cinematica 40°C mx e éster i; vi = viscosidade do éster
i (Knothe et al., 2011).
Valor de lodo Né&o _ v = 2(254 x D X A;) IV = valor de ?odoN(Iodine Value);
possui D = n° de ligacbes duplas do
+ MW; éster i.
Poder MJ/Kg HHV = 0,4625VS + 39,450 HHV = Poder calorifico (do
Calorifico inglés High Heating Value).
Ndmero de N&o _ Z CN = Numero de cetano (Cetane
. CN =1,068 CN; X ¢; - .
Cetano possui (CN; > c) Number); CNi = Ndmero de
— 6,747 cetano do éster i (Tong et al.,
2011).

Densidade (p), Viscosidade Cinematica (Vmix), Numero de
Saponificacdo (SN), Valor de lodo (IV) e Numero de Cetano (CN) foram
calculados conforme expressdes descritas em Khot et al (2012); e Viscosidade
(VS) e Poder Calorifico (HHV) foram calculados conforme Demirbas (2008). As
férmulas sdo adequadas para biodiesel metilico, e as relagBes estabelecidas
por elas foram obtidas pelos autores a partir de resultados experimentais. Tais
propriedades foram comparadas aos limites estipulados pelas normas de
qualidade europeia (EN 14214) e brasileira (RANP 07/08), bem como ao
biodiesel proveniente de matéria-prima vegetal (6leo de soja), de sebo bovino
(Mata et al., 2010), da alga Chlorella zofingiensis (Liu et al., 2011) e também de
outros fungos: o fungo filamentoso Mortierella isabellina (Hussain et al., 2014) e
a levedura Rhodosporidium toruloides (Liu e Zhao, 2007), esta que é outra das

leveduras oleaginosas mais amplamente estudadas.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizagdo do meio

4.1.1 Etapa 1: Avaliacéo preliminar

Este trabalho teve como uma das metas encontrar a proporcéo ideal de
combinacao entre dois residuos industriais que poderiam induzir a producgéo de
lipidios e ser suficientemente adequada para propiciar uma boa producdo de
biomassa. O uso de glicerina bruta e residuo de cervejaria ja foi relatado (Poli
et al.,, 2014a); porém estes ndo eram 0s Unicos componentes do meio de
cultivo. No estudo de Poli e colaboradores (2014a), todos os meios utilizados
eram complementados com 0,1% de KH,PO, e 0,05% de MgCl,.6H,0, e a
exploracdo do residuo de cervejaria foi apenas sugestiva quanto a futuras
aplicacdes e ndo foi muito desenvolvida. No nosso trabalho foram avaliadas
diferentes concentracdes de glicerina (10%, 7% ou 5%) e de lama de cervejaria
(0,1%, 1%, 2% ou 3%), para uma verificacdo preliminar do comportamento
fisiol6égico da levedura em cada uma destas condi¢cdes. Nenhum tipo de pré-
tratamento foi aplicado aos residuos, apenas foram combinados, o pH foi
ajustado a 6 e o meio esterilizado. O Unico processo que pode contribuir para a
disponibilizagdo de nutrientes da lama de cervejaria, neste caso, é 0 processo

natural de autolise, encadeado por enzimas enddgenas (Ryu et al., 2013).
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Figura 7 - Teor de biomassa e de lipidios dos cultivos na etapa 1 de padronizacao, apds 96 h
de incubacéo. Valores de biomassa, no eixo da esquerda, foram obtidos por peso seco; valores
de lipidios no eixo da direita, foram obtidos por extracdo conforme item 3.4. Ambos os valores
estdo representados em g/L e considerando o desvio padrdo. Meios de cultivo agrupados
conforme a concentragdo de carbono. M1 a M12: Meios de cultivo teste e C1 a C3: Controles.
Composicéo descrita abaixo da barra e na tabela 2.
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Foi observado, conforme a figura 7, o aumento na producdo de
biomassa conforme maior a quantidade de lama no meio, sendo a maior
produgéo (cerca de 9 g/L) nos meios contendo 2% e 3% de lama. Este
resultado foi superior em praticamente o dobro do valor de biomassa dos meios
controle, salientando a comparacdo aos meios contendo MM como
suplementac&o. E sabido que Y. lipolytica ndo sintetiza tiamina (Groenewald et
al., 2013). Logo, a lama pode estar fornecendo um aporte de nutrientes mais
adequado e completo para a multiplicacdo celular. Os meios contendo menor
quantidade deste residuo (0,1%) ndo proporcionaram suplementacéo
adequada para sustentar uma boa multiplicacéo da levedura.

Quanto a glicerina, a melhor produtividade de biomassa e de 6leo foi
atingida utilizando 7% e 10%, sem diferenca entre estas concentracoes.
Portanto, foi selecionado 7% para que ndo seja utilizada uma quantidade de
glicerina superior aguela que o micro-organismo € capaz de metabolizar, pois o
contréario levaria a geracdo de um residuo do meio de cultura contendo glicerina
nao consumida. Cheirsilp e Louhasakul (2013) ndo observaram melhora no
rendimento de biomassa ou 6leo aumentando o teor de glicerina de 4% para
8%, explicando em razdo da inibicdo pelo substrato, ou ainda, como foi
utilizada glicerina como Gnico composto no meio, devido a insuficiéncia de
nutrientes. Outros estudos também apontaram para esta faixa de concentracao
de glicerina como a ideal para a indu¢éo da producao de lipidios (Kiran et al.,
2013; Yen et al.,, 2012. Kitcha e Cheirsilp, 2011). Considerando meios de
cultivo utilizados como controles, se observa a melhora significativa na
producdo de biomassa e uma tendéncia de aumento, na producao de lipidios,
guando a glicose foi substituida por glicerina. Isso é devido a composicao da
glicerina, que contém impurezas que podem estar sendo utilizadas pela
levedura, e também em termos de metabolizacéo diferentes destas duas fontes
de carbono. O glicerol pode ser transformado em moléculas intermediarias da
via glicolitica através de fosforilacdo, gerando G3P, que € dehidrogenado; ou
pela via oxidativa com subsequente fosforilagdo. Ambas as vias de assimilagcéo
geram dihidroxiacetona fosfato, que pode entdo ser convertida a acido citrico e

lipidios, entre outros metabdlitos (Makri et al., 2010).
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Figura 8 - Painel com imagens da gota de 6leo produzida na etapa 1 de padronizagdo do meio,
apos 96h de cultivo de Y. lipolytica em diferentes meios contendo ou ndo lama de cervejaria.
Em vermelho, fosfolipidios, e em amarelo-ouro, lipidios neutros (TAG) que compdem a gota
lipidica. Imagens de microscopia de fluorescéncia (filtro 450 — 490 nm), aumento de 1000
vezes.

Os resultados observados nas analises de producdo de biomassa e
determinacao gravimétrica da producéo de 6leo foram confirmados através da
observacdo em microscépio das gotas lipidicas intracelulares produzidas
(Figura 8). A microscopia de fluorescéncia das células coradas com vermelho
de Nilo permite observar fosfolipidios (em vermelho e alaranjado) e lipidios
neutros como TAG (em amarelo). Logo, fica clara a distincdo entre as células
de Y. lipolytica, que possuem uma gota amarela intracelular, e as células de S.
cerevisiae, que compdem o fermento cervejeiro, que aparecem em vermelho e
sdo maiores pois tais linhagens cervejeiras frequentemente apresentam
poliploidia.

Foi verificada discrepancia entre os dados de rendimento de 6leo em %
em relacdo a biomassa celular obtidos pela da quantificagdo de 6leo por

extragcdo com solventes (método de Bligh e Dyer, 1959) e pela medi¢cdo do
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tamanho da gota de 6leo que ocupa a célula observada nas imagens de
fluorescéncia (Tabela 4). Uma pequena diferenca era esperada, visto que o
Oleo possui uma massa menos densa do que o restante do conteudo celular, e
uma equivaléncia dos dados de gravimetria aos dados de medi¢cao por imagem
somente seria possivel caso o 6leo e o restante da célula possuissem a
mesma densidade. No entanto, a diferenca foi tdo pronunciada que outros
fatores passaram a ser considerados. O principal deles € que no calculo da
porcentagem por peso seco foi levada em consideracdo a biomassa total, que
inclui o peso da lama presente no meio. A lama ndo tem participacdo no
acumulo de oOleo, entdo sua inclusdo no célculo tende apenas a diminuir os
valores. Logo, o0 meio M9 (com maior razdo C:N) seria aquele que propiciaria
maior porcentagem de 6leo acumulado por volume celular, no entanto ele
carrega a menor quantidade de lama (0,1%) e, consequentemente, tem menor

interferéncia do peso da mesma no céalculo do rendimento.

Tabela 4 - Diferengas na estimativa do teor de 6leo em % entre os dois métodos testados, para
a etapa 1. Comparacédo entre a medida da gota visualizada nas imagens e o valor calculado
apos a extracdo do 6leo com solventes.

Meio de cultivo: Método de estimativa
Meio (%C x %N) ImageJ Extragao
M1 (5x0,1) 58,59+8,16 1791 +1,24
M2 (5x1) 53,28 +7,14 14,16 +257
M3 (5x2) 51,47 +7,53 15,10 +1,49
M4 (5x3) 48,01 +9,35 9,78 +£0,96
M5 (7x0,1) 58,90 +6,99 11,19 +0.00
M6 (7x1) 57,04 +8,11 12,53 +0,52
M7 (7x2) 56,04 +6,23 10,64 +0,42
M8 (7x3) 52,75 +8,31 8,44 +0,65
M9 (10x0,1) 54,38 +9,54 8,25 £0,95
M10 (10x1) 58,81 +8,08 7,06 +0.80
M11 (10x2) 53,84 +8,21 8,34 £1,30
M12 (10x3) 4586 +6,07 7,52 +1.34
C1 (7xMM) 50,71 +8,43 12,22 0

C2 (Glicosex MM) 49,34 +7,26 7,59 *1,87
C3 (Glicose x 2) 57,20 £9,90 9,02 +2.22

Outra explicacéo, que também afetaria a estimativa da produtividade de
lipidios por volume de meio, seria algum problema relacionado a extracdo do

Oleo. Podem ocorrer perdas durante as etapas de extracdo (Poli et al., 2013),
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desde um rompimento ineficiente da célula pela homogenizacdo, perdas de
liquido retido no papel da filtracdo, até o proprio volume da fase organica que
ndo é coletado em sua totalidade para evitar contaminagéo por solidos da fase
aquosa.

Os valores de desvio padrdo para a quantificacdo via ImagedJ, que
variam entre 6 e 9%, séo relativamente elevados, devido a heterogeneidade
das células encontradas nas imagens. Se observa, em um mesmo campo,
células mais jovens cujo corpo lipidico ainda n&o teve um incremento completo,
e também células que entraram plenamente em lipogénese. Apesar disto, se

mostrou um bom método para quantificacdo do rendimento de 6leo.
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Figura 9 - Medida de area da gota de 6leo produzida pela levedura nos diferentes meios de
cultura da etapa 1 de padronizacao. O traco preto que corta a distribuicdo representa a média.
NUumero amostral de cada tratamento, em nimero de células medidas: M1=9; M2=43; M3=43;
M4=37; M5=17; M6=47; M7=49; M8=36; M9=15; M10=31; M11=30; M12=20; C1=46; C2=16;
C3=36.

O rendimento de lipidios, representado na Figura 9 em porcentagem de
lipidios por peso seco de célula, foi maior quanto menor a quantidade de lama
utilizada, sendo 0,1% a concentracdo que melhor proporcionou o acumulo de
Oleo (exceto no meio com 10% de glicerina). Isso se deve a elevada razéo
Carbono:Nitrogénio destes meios, um fator amplamente discutido na literatura
como o principal desencadeante de lipogénese devido a restricdo de nitrogénio
(Beopoulos et al., 2009). No entanto, este também foi o0 meio que rendeu a
mais pobre producdo de biomassa (Figura 7). O resultado é uma populagéo
reduzida de células com alta producéo de dleo, levando a baixa produtividade

em g/L: cerca de quatro vezes menor do que o meio utilizando 2% de lama.
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Figura 10 - Contraste entre os valores de rendimento de lipidios (%) e de produtividade (g/L)
dos cultivos da etapa 1 de padronizacdo do meio.

Um desvinculo entre % de 6leo e produtividade em g/L foi verificado pela
sobreposicao dos parametros (Figura 10). Como dito anteriormente, uma alta
porcentagem de 6leo constituindo o volume celular ndo € sinénimo de elevada
produtividade volumétrica. Tal perfil foi observado no presente estudo. De
forma geral, os meios onde a porcentagem de Oleo resultante foi intermediaria
apresentavam uma composicdo que propiciou a multiplicacdo da levedura de
forma satisfatoria, resultando em maior produtividade de 6leo em g/L quando

comparados aos meios onde a porcentagem foi maior.

4.1.2 Etapa 2: Avaliacéo direcionada

Para melhor entender o comportamento da levedura em diferentes
situacdes metabdlicas, foram avaliados mais detalhadamente os meios M7, M9
e M10, comparados aos mesmos controles da etapa 1.

Os cultivos aqui avaliados propiciaram diferentes comportamentos
fisiol6gicos para a levedura QU31 (Figura 11, A). O meio M7 propiciou a melhor
producéo de lipidios e de biomassa por volume de meio, superior aos controles
(corroborando resultado da etapa 1), porém nao foi o melhor no acumulo de
6leo por volume celular. M9 foi um dos meios que melhor induziu acamulo de
6leo, mas com prejuizo & multiplicagéo celular, e M10 o que propiciou um dos
melhores rendimentos em %, se mostrou tao eficiente quanto os controles, mas

nao foi eficaz para uma boa produtividade em g/L.
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Figura 11 - Pardmetros do cultivo da levedura Y. lipolytica QU31 na etapa 2 de padronizacdo
do meio. A: Teor de biomassa e de lipidios dos cultivos da etapa 2 de padronizacado, apos 96 h.
Valores de biomassa no eixo da esquerda, obtidos por peso seco; valores de lipidios no eixo da
direita, obtidos por extracdo conforme item 3.4. Ambos representados em g/L e considerando o
desvio padrdo. B: Teor de proteina, representando o nitrogénio do meio (ug/mL) no eixo da
esquerda; pH final do cultivo no eixo da direita. M7, M9 e M10: Meios de cultivo teste e C1-C3:
Controles; composicéo descrita abaixo da barra e na tabela 2.

A medida do teor de proteinas do meio foi realizada tendo em vista a
avaliacdo da quantidade de nitrogénio na forma de proteina solivel no
sobrenadante (Figura 11, B). Exceto nos meios C1 e C2, onde ndo houve a
adicdo de lama, pode ser visualizado o consumo dos nutrientes proteicos que
faziam parte da composicdo deste residuo. Esta € uma medida indireta do
consumo de nitrogénio ao final do cultivo. Nos meios M7, M9, M10 e C3, o teor
de proteina cai significativamente, indicando que esta foi consumida, enquanto
no meio sem indculo (Branco), o valor se mantém praticamente constante. O
pH de todos os meios sofreu acidificacdo ao longo das 96 horas de cultivo, em

contraste ao meio sem inéculo, que se manteve perto do valor inicial (5,92).
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As imagens de microscopia de fluorescéncia permitem visualizar que os

residuos testados foram eficazes na inducéo da producéo de lipidios.

Testes
M7 M9 M10
(7% glicerina + 2% lama) (10% glicerina + 0.1% lama) (10% glicerina + 1% lama)

Pré-indculo (Oh) Branco

o - -

C1 (7% glicerina + MM) €2 (10% glicose + MM) C3 (10% glicose + 1% lama)

Figura 12 - Painel com imagens da gota de 6leo produzida na etapa 2 de padronizacdo, apés
96h de cultivo em diferentes meios contendo ou n&o lama de cervejaria. Em vermelho,
fosfolipidios, e em amarelo-ouro, lipidios neutros (TAG) que compdem a gota lipidica. Imagens
visualizadas através de microscopia de fluorescéncia (filtro 450 — 490 nm), no aumento de
1000 vezes.

Destacando a imagem da cultura no tempo inicial (Figura 12), na qual foi
observada uma aliquota do pré-inéculo da levedura QU31, esta representada
uma imagem tipica de uma levedura oleaginosa na fase de producao de
biomassa. O fendtipo “slim yeast” se manifesta, sem producdo abundante de
0leo neste momento. As demais imagens indicam a mudanca notavel para a
fase de acumulo de SCO, e a predominancia do fenétipo “obese yeast”.

Da mesma forma como mencionado na etapa 1 de padronizacdo do
meio de cultivo, foi verificado que a quantificacdo do rendimento de lipidios em
% da biomassa produzida ndo € o método mais adequado quando € utilizada

lama de cervejaria no cultivo (Tabela 5). Por isso, a estimativa deste valor foi
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feita através da medida da gota de Oleo via software ImageJ e os resultados

estdo representados na figura 13.

Tabela 5 - Diferengas na estimativa do teor de 6leo em % entre os dois métodos testados, para
a etapa 2. Comparacdo entre a medida da gota visualizada nas imagens e o valor calculado
apos a extracao do 6leo com solventes.

Meio de cultivo: Meio Método de estimativa
(%C x %N) ImageJ Extrac&o

M9 (10x0,1) 60,80 £ 9,10 17,71 £ 3,99
M10 (10x1) 60,10 £ 9,15 14,31+ 2,11
M7 (7x2) 53,99 + 8,13 9,03+0,13
C1 (7xMM) 47,91 +£6,78 9,12 £ 0,39
C2 (Glicose x MM) 49,19 + 6,02 9,83+ 0,36
C3 (Glicose x 2) 51,33+ 6,14 13,34 + 0,65

Os meios teste, contendo lama, tendem a ser superiores aos meios
controle quanto ao rendimento de lipidios por volume celular (Figura 13). O
melhor resultado foi atingido com o cultivo nos meios M9 e M10, sendo M7 o
intermediario e a seguir, os controles. O comportamento oposto dos valores de
produtividade e de rendimento também foi observado nesta etapa do estudo
(Figura 14). Foi encontrado que a produtividade de 6leo, em gramas por litro,
esta relacionada a quantidade de lama presente no meio de cultivo. Apesar de
induzir uma producéo excelente em porcentagem, o meio M9, contendo apenas
0,1% de lama, ndo suportou o crescimento adequado da levedura, resultando
em uma produtividade muito pobre em relacdo ao volume do meio. Ja o meio
contendo 2% deste residuo apresentou a melhor produtividade, em detrimento
do rendimento em volume celular.
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Figura 13 - Medida de area da gota de Oleo produzida pela levedura nos diferentes
meios de cultura da etapa 2 de padronizacdo. O traco preto que corta a distribuicdo
representa a média. NiUmero amostral de cada tratamento, em ndmero de células
medidas: M9=59, M10=33, M7=49, C1=48, C2=48 e C3=34.
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Como todos os meios testados foram eficazes na inducédo da producao
de SCO, resta identificar os fatores que influenciam no maior teor de éleo entre
estes meios. O efeito da quantidade de lama foi encontrado como 0 mais
impactante e, mesmo que uma grande quantidade deste residuo néo propicie o
maior rendimento em porcentagem entre os testes, a produtividade em gramas
por litro de cultivo é superior. Isto ocorre devido & maior quantidade de
nutrientes no inicio do cultivo, o que oportuniza uma fase de producédo de
biomassa mais estendida, pois 0 momento da deplecédo de elementos como o
nitrogénio chega mais tarde. Com isso, o cultivo entra na fase de lipogénese
contendo uma grande carga microbiana, que sintetiza e armazena TAG a partir

do carbono em excesso resultando na grande produtividade por volume de

meilo.
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Figura 14 - Contraste entre os valores de rendimento de lipidios (%) e de produtividade (g/L)
dos cultivos da etapa 2 de padroniza¢do do meio.

Uma alternativa para maximizar a quantidade de 6leo produzido é o
estudo detalhado da cinética do processo, através da retirada de amostras e
avaliacao dos parametros em tempos estabelecidos do cultivo. O conhecimento
mais aprofundado do comportamento da levedura poderia esclarecer qual o
momento em que estad em fase de producdo de biomassa, quando inicia a troca
para a lipogénese, quando a taxa de producdo de Oleo cresce e se observa o
fendtipo “obese yeast” e, finalmente, quando o cultivo deve ser interrompido
para evitar a mobilizacdo e utilizagao das reservas de TAG, que coincide com a
fase de producéo de &cido citrico (Papanikolau et al., 2002b).

De forma geral, todos os parametros testados foram superiores nos
meios contendo residuos se comparados ao meio controle, contendo apenas

glicose e suplementacdo padréo definida (MM). Poli e colaboradores (2014a),
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em contraste, encontrou (NH4).SO, como a melhor fonte de nitrogénio para a
producao de lipidios e biomassa para uma cepa de Y. lipolytica. No entanto, a
preparacao da lama utilizada era diferente, pois sofria um pré-tratamento.

Um estudo utilizando apenas residuo de cervejaria para o cultivo de C.
curvatus e producdo de 6leo testou diversos pré-tratamentos quanto ao
desempenho na disponibilizacdo de nutrientes (Ryu et al., 2013).
Compreendiam hidrolise acida, basica ou com agua deionizada e altas
temperaturas. Entretanto, além dos tratamentos causarem estresse iGnico no
meio resultante pelas elevadas concentragdes de ions como Na*, ndo eram
economicamente viaveis pelo gasto de energia e reagentes e também geravam
um residuo: a fracdo sdlida era desprezada enquanto a fragdo aquosa
contendo nutrientes solUveis era empregada nos testes de crescimento. O
estudo fala dos beneficios do pré-tratamento, no entanto, ndo realizou os
procedimentos com o residuo sem processamento, para poder afirmar o quéo
vantajosos sdo estes métodos sobre o processo natural de autélise. A autolise
pode ser acelerada por plasmolise, utilizando sais inorganicos ou solventes
organicos como tolueno e etanol (VUKASINOVIC-MILIC et al., 2007).

O meio escolhido para os experimentos seguintes de producédo de 6leo
em biorreator € composto de 7% de glicerina e 2% de lama de cervejaria. Este
ndo € o meio que induz o maior rendimento de 6leo em porcentagem de
volume celular, no entanto, rende a melhor produtividade por volume de cultivo.
Isto implica em maior porcentagem de volume celular que néo é representado
por Oleo microbiano. Apdés a sintese de biodiesel por metandlise e
transesterificacdo, € gerado um residuo de células de levedura lisadas e sem
lipidios ( DYC). Neste trabalho, a geracédo de biomassa livre de 6leo ndo € um
problema. Como sera visto no item 4.4, este subproduto pode ser aproveitado

como suplementacédo do meio de cultivo, semelhantemente a lama.

4.2 Escalonamento para biorreator

Uma vez determinado em escala de bancada o melhor meio de cultivo
para o0 objetivo em questdo, o mesmo foi empregado para estudar o
escalonamento da producdo de biomassa de levedura oleaginosa em
biorreator. Entender o comportamento da levedura em um fermentador é a

etapa inicial essencial para verificar a viabilidade de um processo em escala
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industrial. Quanto a adicdo de antiespumante, ndo foram encontrados na
literatura relatos de que a solucédo tenha interferéncia (seja ela positiva ou
negativa) na produtividade de 6leo microbiano.

Tabela 6 - Parametros do cultivo da levedura QU31 em biorreator, nos tempos inicial e final, em
comparacao a escala de frascos. A medida de 6leo através do software ImageJ foi realizada
utilizando 38 células. Imagens da gota de Gleo obtidas por microscopia de fluorescéncia, no
aumento de 1000 vezes. A porcentagem de 6leo do tempo inicial do cultivo em biorreator ndo
foi medida pois as células ndo apresentam um corpo lipidico distinguivel que possa ser medido,
nessa fase de crescimento.

Parametro Biorreator Frascos
Oh 96 h 96 h

Biomassa 0,81 +£0,01 5,51 £ 0,07 4,24 + 0,08

(g/L)

Oleo (g/L) 0,17 £ 0,01 0,78 £ 0,03 0,38 £ 0,01

Oleo % (ImageJ) - 54,54 + 6,95 53,99 + 8,13

pH 6 3,18 2,95

Proteina 165,55 + 1,59 11,91 +0,6 34,73+1,70

Gota de

6leo

O escalonamento do cultivo da levedura Y. lipolytica QU31 para
biorreator de 5 litros (Tabela 6) manteve a porcentagem de 6leo e foi benéfico
para a producdo de biomassa, surtindo efeito positivo na producéo de lipidios.
O teor final alcancou 0,78 + 0,03 g/L. Um dos fatores que contribui para a
melhora no desempenho de um processo quando escalonado é a facilidade no
controle dos parametros e a possibilidade de maior aeracdo do cultivo
(Papanikolau et al., 2002a). Assim como 0s nutrientes adicionados ao meio, o
oxigénio € um elemento necessario ao crescimento da levedura, e o
melhoramento na aeracdo aumenta a disponibilidade desse nutriente (Lima et
al., 2001). O oxigénio foi fornecido ao cultivo por um cilindro de ar comprimido,
sendo as bolhas de ar liberadas no fundo do frasco, a uma taxa especifica, e
logo acima se localizava a hélice agitadora, que contribui para que as bolhas
sejam divididas e o oxigénio se propague melhor. Em elevadas concentraces
de oxigénio dissolvido, os genes codificantes de enzimas envolvidas na
lipogénese, como ATP-citrato liase e enzima malica, tem a expresséo induzida,

causando impacto direto na produtividade de 6leo microbiano. Por outro lado,
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quando a concentracdo de oxigénio € baixa, a levedura Y. lipolytica tende a

crescer formando hifas e produzir teores baixos de lipidios (Bellou et al., 2014).

A melhora nos valores dos parametros foi alcancada, no entanto, estes
valores podem se tornar ainda maiores se as condigbes de cultivo forem
otimizadas. A forma de cultivo em batelada é importante por propiciar o
esgotamento de nitrogénio, que é necessario para a inducdo da lipogénese.
Além da implementacdo de um controle do pH do cultivo, uma alternativa de
melhoramento a ser considerada é a estratégia de cultivo de batelada
alimentada. Através dela, a fase de producdo de biomassa pode ser
prolongada, pela adicdo controlada de nutrientes e manutencdo do meio rico
por mais tempo. A fase de crescimento € crucial para se obter uma grande
produtividade de lipidios, pois € durante esta fase que ocorre praticamente toda
a multiplicacdo da levedura e é isto 0 que ira determinar a quantidade de
células habeis a entrar em lipogénese na fase seguinte do cultivo. E possivel
controlar os fluxos de carbono e nitrogénio, a lipogénese e evitar a producao de
metabdlitos indesejados (como o acido citrico) (Beopoulos et al., 2009). S&o
diversos os relatos de aumento na producdo de 6leo utilizando este tipo de
cultivo de leveduras oleaginosas, como Cryptococcus curvatus,
Rhodosporidium toruloiudes, Rhodotorula mucilaginosa e Y. lipolytica (Zhang et
al., 2011; Liang et al., 2010; Kiran et al., 2013; Li et al., 2010; Papanikolau et
al., 2001). Os trabalhos mais recentes de cultivo de Y. lipolytica em batelada
alimentada incluem producao de acido a-cetoglutarico, eritritol, y-decalactona e
SCO a partir de acidos graxos volateis (Yu et al.,, 2012; Yang et al., 2014;
Gomes et al., 2012; Fontanille et al., 2012). Ainda € necessario um
melhoramento na técnica de cultivo para atingir a maior produtividade possivel

do cultivo desta levedura oleaginosa.

A biomassa da levedura QU31 produzida em biorreator foi coletada por

ciclos de centrifugacdo, seca e empregada na sintese de biodiesel.

4.3Producéo de biodiesel
Foram comparadas trés diferentes metodologias de sintese de biodiesel

atravées de metanolise e transesterificacdo: sintese por catélise basica
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conforme Thliveros (2014) realizada com ou sem agitacdo, ou entdo catalise
acida, conforme Liu e Zhao (2007). Embora a catalise basica seja empregada
comercialmente, a acida foi estudada pois ndo é sensivel & presenca de AGL.
Em funcdo do metabolismo da levedura, o 6leo microbiano pode conter uma
fracdo variavel de AGL, portanto, essa € uma metodologia que € considerada
para a sintese de biodiesel microbiano (Leiva-Candia et al., 2014).

Todas as reagOes foram realizadas utilizando a biomassa previamente
cultivada em biorreator e seca a 60°C. A secagem a essa temperatura é
importante pois auxilia na inativacdo de enzimas lipases enddgenas da
levedura, que poderiam atuar na hidrélise dos TAGs em AGL caso a biomassa
fosse armazenada a temperatura ambiente (Koutinas et al., 2014).

Conforme a cromatografia em camada delgada (CCD) ilustrada na figura
15, pode ser visto que o 6leo microbiano é composto principalmente por TAG e
MG. Ainda pode ser distinguido um pequeno ponto, a uma altura préxima a
AGL e DG, pois essa € a regidao onde migram fosfolipidios (Fei et al., 2015). A
eficacia dos métodos de producao de biodiesel foi comprovada pela presenca
de um grande ponto na altura dos ésteres metilicos, em todas as trés amostras.
Também pode ser observada a auséncia de TAG, que era 0 componente
majoritario do 6leo, indicando que este foi convertido progressivamente a DG e
MG, gerando biodiesel. Nas amostras de catalise basica, podem ser vistos
pontos na altura de DG e AGL, o que indica que existe um teor de 6leo nado
totalmente convertido a biodiesel, e que o processo ainda pode ter algumas
condi¢bes otimizadas visando o0 aumento na taxa de conversao.

Foi investigada a eficiéncia dos diferentes métodos de metandlise e
transesterificacdo na conversdo do 6leo da biomassa da levedura em ésteres
metilicos. O teste da reacdo com agitacdo visava verificar se a aplicacdo de
agitacdo proporcionaria melhor transferéncia de massa entre os reagentes e,
portanto, uma maior conversdo do 6leo em biodiesel. A CCD fornece apenas
um dado qualitativo quanto a presenca dos componentes, portanto, a partir
dela ndo pode ser afirmado qual dos tipos de catalise basica empregados foi
mais eficaz. O que pode ser verificado € que a amostra contendo biodiesel
produzido via catalise acida possui menos contaminantes e material residual
(apenas um pouco de AGL), devido ao procedimento de purificagcdo que estava

incluso na metodologia (Liu e Zhao, 2007).



54

- -—
Esteres metilicos & -
(Biodiesel)
TAG
AGL
DG
MG "
N &
& e <o B g
W '\‘3‘\\ o
0‘50 ©

Figura 15 - Cromatografia em camada de silica das amostras de 6éleo microbiano extraido a
partir da biomassa cultivada em biorreator e da producdo de biodiesel pelos trés tipos de
catélise: basica (Bas.); basica com agitacdo (Bas. + Ag.) ou catdlise acida (Ac.). As amostras
foram aplicadas lado a lado sobre uma linha a 1cm da base da camada. No ponto da esquerda,
foram aplicados os padrbes para comparacdo, compostos de ésteres metilicos, TAG
(triacilglicerideos), AGL (4cidos graxos livres), DG (diglicerideos) e MG (monoglicerideos).

A cromatografia gasosa permitiu realizar esta analise. Aparentemente, a
catalise &cida resultou em um biodiesel com fragdo aumentada de &cido
linoleico (C18:2) e palmitico (C16:0), e menor de C18:1 (Figura 19, C) A
composicdo dos ésteres com mais de 20 carbonos também foi variavel, mas
este pode ser um artefato do grau de concentracdo das amostras. A area de
ésteres muito diluidos no cromatograma néo € avaliada pelo software. Apesar
disso, a composicdo dos ésteres majoritarios se mantém essencialmente a

mesma.

Tabela 7 - Concentracdo dos ésteres totais produzidos através dos diferentes tipos de catélise
empregados.

Tipo de Catalise Esteres totais (mg/mL)
Basica sem agitacao 1,13
Basica com agitacao 1,49

Acida 2,17
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Na Tabela 7 estdo os dados obtidos pela quantificacdo dos ésteres totais
a partir da adicdo de um padrdo interno de concentracdo conhecida junto a
amostra. Estéa indicado que a aplicacdo de agitacdo contribuiu & conversao dos
TAGs em biodiesel. A agitacdo proporciona maior transferéncia de massa
numa reacdo de transesterificacdo (Demirbas, 2009), e também pode ter
auxiliado na ruptura das células da levedura e disponibilizagdo do 6leo. A
catalise acida levou ao maior teor de ésteres entre os métodos testados. Este
resultado pode ser decorrente do procedimento de purificacdo do biodiesel
produzido, realizado ap0és a sintese, que conta com a concentracdo da amostra
(Liu e Zhao, 2007). A catélise béasica, por sua vez, apresenta aproximadamente
a metade da concentracdo de ésteres do que a &cida e ndo sofreu nenhum tipo
de concentragéo ou purificagéo (Thliveros et al., 2014).

4.4Padronizacao do meio, etapa 3: Utilizacdo de biomassa livre de 6leo

A aproximacdo de um bioprocesso a um modelo ciclico, onde residuos
gerados em uma etapa sdo capazes de alimentar outras, € uma proposta que
minimiza custos e o impacto ambiental que seria resultante da geracdo de
subprodutos. A utilizacdo de restos de levedura oleaginosa para cultivos
subsequentes foi descrita recentemente (Thiru et al.,, 2011) e ainda € pouco
explorada. Este residuo foi chamado de DYC, do inglés deoiled yeast cake, ou
seja, a biomassa livre de 6leo.

O residuo de levedura Y. lipolytica QU31 apdés metandlise e
transesterificacdo foi testado como complementacdo do meio de -cultivo,
combinado a glicerina bruta, de forma semelhante a lama de cervejaria testada
anteriormente. As concentracdes testadas foram as mesmas da etapa 2. Foi
utilizado um controle adicional, composto pelo melhor meio escolhido nas
etapas 1 e 2: o M7. Aqui, foi chamado de C4 para fins de diferenciagdo do M7

testado com DYC nesta etapa.
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Figura 16 - Pardmetros de biomassa, lipidios, proteina e pH final para a etapa 3 de
padronizacdo do meio de cultura. A: Teor de biomassa de lipidios dos cultivos da etapa 3 de
padronizacdo, apés 96 h. Valores de biomassa no eixo da esquerda, obtidos por peso seco;
valores de lipidios no eixo da direita, obtidos por extracdo conforme item 3.4. Ambos
representados em g/L e considerando o desvio padrdo. B: Teor de proteina, representando o
nitrogénio do meio (ug/mL) no eixo da esquerda; pH final do cultivo no eixo da direita. M7, M9 e
M10: Meios de cultivo teste e C1-C4: Controles; composi¢éo descrita abaixo da barra.

A producdo de biomassa e de lipidios foi notavelmente superior
aos meios contendo lama de cervejaria (Figura 16). Os meios M10 e M7
apresentaram teor de biomassa e lipidios por volume de meio superiores ao
meio padrdao com lama. Da mesma forma como observado na figura 11B da
etapa 2, o consumo da proteina do meio para a multiplicacéo celular é notavel.
O pH final dos cultivos com DYC se manteve proximo de 4 e ndo caiu tanto
guanto o meio C4, que chegou a 3,17. A razdo pode ser devido a caracteristica
deste residuo, que € proveniente da sintese de biodiesel utilizando catélise
basica. Ele se apresenta na forma de pequenos grumos (Figura 4, C) e, mesmo
que o pH do meio possa ter sido ajustado para 6 no tempo inicial, € possivel
que tenha ocorrido alcalinizacdo do meio conforme estas particulas foram se
dissolvendo com a agitagéo do cultivo.
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Testes
M7 M9 M10

(7% glicerina + 2% DYC)  (10% glicerina + 0,1% DYC)  (10% glicerina + 1% DYC)

Controles

C1

Pré-indeulo (Oh) Branco (7% glicerina + MM)

C2 C3

(10% glicose + MM) (10% glicose + 1% DYC) (7% glicerina + 2% lama)

Figura 17 - Painel com imagens da gota de 6leo produzida apds 96h de cultivo em diferentes
meios contendo ou nédo residuo de Y. lipolytica QU31 (DYC). Em vermelho, fosfolipidios, e em
amarelo-ouro, lipidios neutros (TAG) que compdem a gota lipidica. Imagens visualizadas
através de microscopia de fluorescéncia (filtro 450 — 490 nm), no aumento de 1000 vezes.

Conforme a figura 17 de microscopia € possivel visualizar no
controle Branco uma quantidade de células disformes e alguns pedacos de
células, o que indica que este residuo sofreu lise na etapa anterior de
metandlise e transesterificacdo. Enquanto na imagem do pré-indculo a levedura
nao apresenta um corpo lipidico distinguivel por microscopia, observa-se tanto
nos meios M quanto nos controles C que a producéo € induzida apés 96h, e
que a utilizacdo de DYC é eficiente para induzir o fenotipo “obese yeast’,
semelhantemente aos controles. Estas imagens foram utilizadas para a medida

da gota de 6leo via software ImageJ.
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Tabela 8 - Diferencas na estimativa do teor de 6leo em % entre os dois métodos testados, para
a etapa 3. Comparacédo entre a medida da gota visualizada nas imagens e o valor calculado
apos a extracdo do 6leo com solventes.

Meio de cultivo: Método de estimativa
Meio (%C x %N) _
Imaged Extragcéo
M9 (10x0,1) 57,32+ 7,70 19,76 £ 6,72
M210 (10x1) 55,19 + 7,92 7,10 + 0,91
M7 (7x2) 64,95 + 6,92 4,54 + 0,90
C1 (7xMM) 47,59 + 8,95 16,49+ 1,14

C2 (Glicose x MM) 54,02+ 7,92 26,21 + 5,88
C3 (Glicose x 2) 57,27 + 8,61 7,70 +1,09

C4 (7x2 lama) 57,84 + 6,74 20,91 + 0,69
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Figura 18 - Medidas da % da gota de 6leo em relagdo ao volume celular da levedura
oleaginosa. O traco preto que corta a distribuicdo representa a média. NUmero amostral de
cada tratamento, em numero de células medidas: M7=50, M9=9, M10=47, C1=52, C2=38,
C3=42 e C4=38.

Diferentemente das etapas 1 e 2, 0 meio que proporcionou a melhor
porcentagem de Oleo por volume celular pela quantificacdo via ImageJ foi M7
(Figura 18). Cabe salientar que o resultado foi superior ao meio C4, de
composicdo semelhante porém com lama de cervejaria no lugar de residuo de
Y. lipolytica QU31. Os meios M9 e M10 tiveram resultados semelhantes aos
controles. Portanto, para o cultivo utilizando residuo de levedura oleaginosa, o
meio com melhor desempenho em todos os aspectos foi o0 M7, que entdo € o
mais adequado para realizar o cultivo de inducdo da producéo de lipidios.

Fica clara a razdo pela qual os residuos tendem a suportar melhor o

crescimento de uma levedura: o que é tratado como contaminante na industria
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pode representar um nutriente assimilavel pelo micro-organismo. Residuos
possuem formulacdo mais complexa de nutrientes e, por isso, suportaram
melhor o desenvolvimento e lipogénese desta levedura oleaginosa.

O residuo composto por DYC proporcionou melhor crescimento da
levedura, e a razdo pode estar no tratamento de metandlise e
transesterificacdo que a biomassa sofre para a producdo de biodiesel. As
células sao lisadas via solvente, o que proporciona a liberacdo de diversos
componentes quando em meio liquido. Nas etapas 1 e 2, 0s potenciais
nutrientes que estdo localizados intracelularmente podem ter permanecido
confinados nas células das leveduras que compdem a lama, pois nao foi
realizado nenhum tipo de processamento neste residuo. Ao utilizar DYC, o
passo necessario para a disponibilizacdo do 6leo microbiano na sintese de
biodiesel cumpre papel duplo, ao atuar de certa forma também como um pré-
tratamento da biomassa.

Koutinas (2014) realizou um estudo técnico da viabilidade financeira da
implementacdo de uma industria de producédo de biodiesel a partir de dleo
microbiano. Nos seus calculos, o custo final de producdo do biodiesel a partir
de metandlise direta e transesterificacdo seria $4,93 dolares por litro. S&o
considerados usos alternativos para os residuos gerados, bem como o
reaproveitamento dos solventes por destilacdo. Para o residuo de biomassa, é
sugerida a comercializacdo para industrias de ragdo animal, a um valor que
flutua entre $1,50 e $2,50 ddlares, 0 que contribuiria para a redu¢do no custo
de producdo do 6leo microbiano em aproximadamente $1 dolar por litro de
Oleo. Nao existem estudos deste tipo considerando o reuso da biomassa no
préprio cultivo no impacto do custo total do processo, apenas uma estimativa

de Thiru (2011) de reducao do custo do meio de cultura em 60%.

4.5Perfis de 6leo e propriedades do biodiesel

4.5.1 Perfis de oOleo da levedura Y. lipolytica QU31 em diferentes
substratos

O perfil do 6leo produzido por uma levedura pode variar conforme o
substrato de cultivo (Ageitos et al., 2011; Cheirsilp e Louhasakul, 2013). Foram

analisados por cromatografia gasosa os perfis da levedura cultivada nos meios
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C1, C2, C3 (sendo este ultimo o controle da etapa 3, contendo DYC), M7 do
cultivo da etapa 1 (contendo lama) e do cultivo em biorreator e da etapa 3
(contendo DYC). De forma geral, o perfil do 6leo da levedura € composto
majoritariamente de C16:0, C16:1, C18:0, C18:1 e C18:2, cada um
representando respectivamente cerca de 20,3%, 9,3%, 11,2%, 49% e 10,1%
da composicdo de TAG (Figura 19). Este perfil esta de acordo com estudos
anteriores com Y. lipolytica (Blazeck et al., 2014; Nambou et al., 2014; Poli et

al., 2014a; Makri et al., 2010).
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M?7Etapal

C1(7 x MM)
C2 (Glicosex MM)

C3 (Glicosex 2) etapa 3

B M7 Etapal
| | | |

M7 Biorreator

M?7Etapa3

C . . . .

Catalise Acida
| | | |

Catalise Basica Estatica

Catalise Basica Agitada

mC16:0 OCl6:1 mC17:0 mC17:1 mC18:0 @C18:1 BC18:2 OC18:3 mC20:0 OC20:1 @C22:0 mC24:0 BEn.i.

Figura 19 - Perfis de 6leo produzidos pela levedura Y. lipolytica QU31 em diferentes substratos
e etapas de cultivo, e comparacao entre os métodos de catélise empregados. Dados obtidos
por GC e porcentagens calculadas considerando a porcentagem relativa da area sob o picos
de cada éster no cromatograma. A: Comparacdo entre o perfil resultante do cultivo no meio
escolhido nas etapas 1 e 2 e os controles. B: Comparacao dos perfis resultantes das diferentes
fases de cultivo, considerando a etapa inicial de triagem de meios (M7 Etapa 1), a escala de
biorreator (M7 Biorreator) e a etapa final onde o residuo é aproveitado para o cultivo (M7 Etapa
3). C: Eficiéncia dos trés métodos de metandlise direta e transesterificagdo na conversdo de
Oleo em ésteres. N. ni.: picos ndo identificados.

Na figura 19A, estdo sendo comparados os perfis de 6leo da levedura no
meio mais eficiente escolhido no estudo (M7) juntamente com os controles.
Considerando os controles C1 e C2, com MM no lugar da lama de cervejaria,
estes foram os Unicos a apresentar C22:0, que néo foi identificado nos demais.
A troca de glicose (C2) por glicerina (C1) teve um pequeno efeito de reducéo
em C18:1 e aumento em C16:1.

Ao empregar lama de cervejaria, houve uma queda de 29% na fracdo de

acido oleico (C18:1) e aumento de 307% no &cido palmitico (C16:0), em
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relacdo a C1, levando ao aumento no grau de saturacdo do 6leo. Um efeito
anélogo é observado quanto a C2 e C3, na troca de MM por DYC na
suplementacdo do meio. Poli (2014a) observou um aumento na fracdo de
acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de 7,34% para 32,48% quando
(NH4)2.SO,4 era substituido por residuo de cervejaria. Isto € indesejavel pois
insaturagdes nas cadeias dos componentes do biodiesel o tornam mais
suscetivel a oxidacdo. No presente trabalho a fracdo de PUFAs nao
ultrapassou 9,5%.

Na figura 19B, se compara o perfil de 6leo nas etapas da pesquisa. Na
composi¢cdo resultante do meio M7 da etapa 1, ndo consta o acido graxo
tetracosandico (C24:0), em contraste a composicdo gerada em biorreator e na
etapa 3. No entanto, este acido graxo estava presente na amostra, como pbde
ser observado no cromatograma, ele apenas néo foi computado pelo software
do equipamento por apresentar baixa concentracdo que reflete em uma
pequena area sob o pico, insuficiente para realizar o calculo da integracao
desta area. Isso ocorre em funcdo da diluicdo da amostra aplicada. De forma
geral, os trés perfis possuem alto grau de similaridade, havendo apenas uma
diminuicdo no teor de acido palmitoleico (C16:1) a partir da etapa 1 e a
producdo de uma pequena fragdo de 17:0 na etapa 3. Estes resultados
demonstram o comportamento estavel da levedura ao longo dos testes, bem
como que o uso de residuos da prépria levedura ndo acarreta em alteracfes
dréasticas no perfil, mantendo sua aplicabilidade na sintese de biodiesel.

4.5.2 Propriedades do biodiesel produzido

A fim de comparar o perfil do 6leo da levedura Y. lipolytica QU31 com
outras matérias-primas, foram pesquisadas as composicdes tipicas de 6leo
destas fontes para tracgar o perfil e, a partir dele, calcular algumas propriedades
do biodiesel (Tabela 9).
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Conforme os valores da tabela 10, o biodiesel produzido a partir de 6leo de
levedura, tanto de Y. lipolytica quanto de R. toruloides, apresentou a menor
densidade entre as matérias-primas analisadas, sendo inferior aos limites
estipulados pelas normas europeia (EM 14214) e brasileira (RANP 07/2008).
Este parametro tem relacdo com a estrutura das moléculas, aumentando
quanto maior a cadeia carbbnica e diminuindo quanto maior o numero de
insaturacdes. Um fator que contribui para este resultado é a presenca de
ésteres com 16 carbonos na composicéo dos Oleos de levedura.

A viscosidade do biodiesel aumenta com o comprimento da cadeia
carbOnica e com o grau de saturagao, da mesma forma como a densidade. Os
valores de viscosidade estéo todos dentro dos limites de qualidade.

O indice de iodo reflete a estabilidade oxidativa do biodiesel. Quanto
maior o numero de insaturacdes, maior o valor de iodo e a susceptibilidade a
oxidacdo. Por isso, os valores estipulados em normas estimam um valor
méaximo de 120. O biodiesel de soja e de microalga possuem valores de iodo
superiores ao permitido (132 e 122, respectivamente), isso ocorre pois o 6leo
de soja tem o &cido linoleico (C18:2) como o mais abundante da sua
composicdo e o 6leo de microalga € rico em acidos graxos poliinsaturados. O
Oleo da levedura Y. lipolytica QU31, por sua vez, possui 6tima estabilidade.

O poder calorifico (HHV, High Heating Value) é um dos parametros mais
importantes na caracterizagcdo do biodiesel e € uma estimativa do contetdo
energético de um combustivel. A norma europeia ndo estipula valores para
HHV, mas todos os valores encontrados estdo de acordo com a norma
brasileira e com dados da literatura (Sivaramakrishnan e Ravikumar, 2011).

O numero de cetano € indicativo do tempo de atraso na ignicdo de
combustiveis para motores do ciclo diesel, logo, reflete a qualidade da ignicdo
do combustivel. Quanto maior o nUmero de cetano mais curto serd o tempo de
ignicéo (Tong et al., 2010), e este valor aumenta com o comprimento da cadeia
carbOnica saturada. Nao estédo disponiveis na literatura dados do numero de
cetano de ésteres insaturados como C16:2, C16:3, C16:4 e C18:4 (Borowitzka
e Moheimani, 2013). Isto significa que o calculo deste parametro para 6leo de
microalga, rico nestes componentes, tem um erro embutido por ndo considerar

tais ésteres.
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Tabela 9 - Propriedades estimadas do biodiesel de diferentes fontes oleaginosas. Calculados
conforme o item 3.7 a partir dos dados da tabela 9.

Densidade Viscosidade indicede  Poder NUmero
a l5°C cinematicaa lodo (g Calorifico  de Cetano
(kg/m?3) 40°C (mm#2/s)  1,/100g) — HHV
(MJ/m3)
Europa 860 - 900 3.5-5.0 <120 - >51
(EN14214)
Brasil (RANP 850-900 3.0-6.0 <120 34 -43 >47
07/2008)
Soja (G. max) 885 3.95 132 41.27 43
Sebo bovino 870 4.46 41 41.51 62
Microalga (C. 874 3.37 122 41.01 40
protothecoides)
Fungo 869 4.47 60 41.51 59
filamentoso
(M. isabellina)
Levedura (R. 795 4.07 51 41.33 59
toruloides)
Y. lipolytica 811 4.06 67 41.32 56
QuU31

De forma geral, o 6leo de Y. lipolytica QU31 est& dentro dos parametros
de qualidade e é apropriado para a sintese de biodiesel. A correcéo do valor de
densidade, o Unico abaixo do limite das normas, pode ser feito através da
mistura deste biodiesel com outro, como o de soja. Sendo assim, a mistura
resultante faria com que os problemas de elevado indice de iodo e baixo
namero de cetano do biodiesel de soja também fossem mitigados, pois estes

valores sao 6timos no 6leo de Y. lipolytica QU31.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados alcancados neste trabalho utilizando residuos industriais
sdo promissores mas ainda sao inferiores a outros estudos utilizando meio
sintético. Li (2007) conduziu um experimento com a levedura R. toruloides Y4
em um meio composto por glicose, peptona e extrato de levedura, atingindo
106,5 g/L de biomassa, 67,5% de rendimento de lipidios e 0,54 g/L.h de
produtividade de lipidios apos 134 horas de cultivo em fermentador de 15 litros.

Este € um resultado excelente, no entanto, a utilizacdo de meios ricos e
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contendo substratos comerciais como estes € inviavel do ponto de vista
econdmico da producdo de matéria-prima para biodiesel. Sendo assim, tais
formas de cultivo ndo seriam adequadas para este fim, visto que o biodiesel
microbiano precisa ser capaz de competir em precos de mercado com o
biodiesel produzido a partir de fontes tradicionais, e ambos ndo podem ser
muito custosos em comparacao ao diesel féssil.

A utilizacdo destes residuos diretamente da forma como sé@o produzidos
pela indastria, sem nenhum tipo de pré-tratamento, € um fator que facilita a
implementacédo do processo em escala industrial. Além de ser menos oneroso,
torna desnecessaria uma estrutura especializada para este processo (como
seria 0 caso da producdo de etanol lignoceluldsico, onde é essencial o pré-
tratamento do material) e economiza tempo, pois o residuo recebido pode ser
encaminhado diretamente para a fermentacdo. E se tratando de um meio
composto de residuo de cervejaria, com baixo pH, e glicerina residual, de alto
pH, pode ser feita a mistura desses residuos, de forma que seja atingido um pH
intermediario e a adicdo de acido ou base para atingir o valor 6timo seja
minima.

E importante apontar que os residuos de cervejaria apresentam
composi¢cdo variada, devido aos inumeros tipos de fermentos cervejeiros e
também a composicdo do mosto cervejeiro fermentado. A composicédo ideal do
meio, aqui encontrada, pode ser extrapolada para lamas provenientes de
outras fermentacoes, realizando-se apenas alguns testes para verificar se o
comportamento do cultivo sofre um desvio demasiado em relacdo ao desejado.

Considerando a possibilidade da construgdo de uma industria de
biodiesel microbiano a partir da estratégia aqui estabelecida, a regido
metropolitana de Porto Alegre se apresenta como um local favoravel para a
instalacao dessa industria, pois existe a producdo em grandes quantidades dos
substratos de cultivo. No municipio de Canoas esta situada a industria
Bianchini S.A., com capacidade de producao de 900 m3 de biodiesel/dia, o que
equivale a 90 m3 do subproduto glicerina podendo ser gerado diariamente
(ANP, 2015). Além desta, o Rio Grande do Sul conta com outras 8 grandes
empresas de biodiesel. A lama cervejeira pode ser obtida em abundancia nesta

regido também pois 0 municipio de Porto Alegre conta com um polo cervejeiro
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composto por 9 microcervejarias, aléem de um setor de fermentacdo da
empresa Ambev no municipio de Viamé&o.

Um biocombustivel, para ser utilizado como substituto ou lado a lado a
um combustivel féssil, ndo deve apenas apresentar vantagens quanto a ele no
aspecto ambiental. Também deve ser economicamente competitivo, alcancar
uma producdo que seja condizente com a demanda de energia e, acima de
tudo, proporcionar um ganho energético no processo acima da quantidade de
energia gasta para produzi-lo (Hill et al., 2006). E um grande desafio. Sendo
assim, a estratégia de producdo estabelecida neste trabalho contribuiu para

que um passo seja dado em direcdo a este cenario.
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