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REsSumMO

RESUMO

A producédo e acumulacao de lipidos pela levedura oleaginosa Rhodosporidium
toruloides CECT 1499 é altamente condicionada pela transferéncia de massa de
oxigénio. A eficiéncia da transferéncia de oxigénio pode ser aumentada pela adicdo de
vetores de oxigénio, do incremento do arejamento e agitacdo ou através da alteracdo da
geometria do reator.

Os resultados obtidos revelam que o n-dodecano tem um o impacto positivo na
acumulacéo de lipidos pela R.toruloides, alcangando 0,6194 g jipidos/d biomassa € UM
conteddo lipidico de 1,042 g/L, na presenca de 1% n-dodecano. A otimizacdo da
geometria do dispersor e arejamento promove uma maior quantidade de oxigénio
disponivel para as células o que se verificou num aumento considerivel na taxa
especifica de crescimento 0,0845 h™ e um contetido em lipidos de 0,6091 g lipidos/d
biomassa- COM 0 objetivo de melhorar a taxa de transferéncia de oxigénio promovendo a
producdo lipidica, juntaram-se as duas abordagens anteriormente referidas, obtendo-se
um rendimento lipidico de 0.7301 g iipidos/d biomassa € UMa concentragao de 1,634 g/L.

O controlo de pH em torno dos 5,5 reduziu para aproximadamente um terco o
tempo de obtencdo de lipidos maximos, com 2,232 g/L de lipidos e consequentemente
um aumento de produtividade 0,05296 g/L.h. No entanto, ndo apresentou diferencas
significativas no conteudo lipidico, 0,755 g ifpidos/d biomassa-

Os resultados obtidos permitiram-nos afirmar que o crescimento celular da
levedura, assim como, a acumulacdo de lipidos intracelulares é extremamente
influenciada pela disponibilidade e transferéncia de oxigénio para a célula. Estas
questBes podem ser favorecidas por estratégias que aumentem a transferéncia de massa
de oxigénio, como sendo a adicdo de agentes com maior solubilidade, vetores de
oxigénio e a otimizacdo da geometria do dispersor associada a uma maior taxa de
arejamento. Um ambiente com o pH controlado, préximo do pH fisioldgico da célula,
proporciona melhores condicdes de crescimento, porém ndo afeta a capacidade de

acumulacdo lipidica desta levedura.

Palavras-chave: Rhodosporidium toruloides, n-dodecano, leveduras oleaginosas,

transferéncia de massa de oxigenio, biodiesel, vetor de oxigénio.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Microbial lipid production by the oleaginous yeast Rhodosporidium toruloides
CECT 1499 is highly conditioned by the oxygen mass transfer. The oxygen transfer
efficiency can be increased by addition of oxygen vector, increment of aeration and
agitation or by the geometry of the reactor.

Bioreactor batch cultures demonstrated that n-dodecane has a positive effect on
the lipids accumulation by the yeast R. toruloides, with a lipid content of 0,6195 g jipias/
d viomass, 1N the presence of 1 % n-dodecane. The optimization of the aeration conditions
and sparger geometry increases the available quantity of oxygen to the cells which
resulted in an increase of the specific growth rate 0,0845 h™ and lipid contend 0,6091 g
lipids/J biomass- With the purpose of improve the oxygen transfer rate have joined the two
approaches sparger geometry and addition of 1% n-dodecane, resulting in obtaining a
lipidic yield content of 0,7301 g iipids/d biomass and a lipid concentration of 1,634 g/L.

pH control around 5.5, reduced the culture time to obtain maximum lipids for
approximately one third, with 2,232 g/L of lipids and consequently an increase in
productivity, 0,05296 g/L.h. However, the pH control showed no significant differences
in lipid content in the culture.

The results obtained have allowed to affirm that the yeast growth and lipids
accumulation are extremely influenced by the availability and transfer of oxygen to the
cell. These questions may be favored by strategies that increase the oxygen mass
transfer, as the addition of agents with greater solubility, oxygen vectors, and
optimization of the sparger geometry associated with a higher aeration rate. An
environment with controlled pH provides better growing conditions, but does not affect

the ability of lipid accumulation by this yeast.

Keywords: Rhodosporidium toruloides, n-dodecane, oleaginous yeast, Oxygen mass
transfer, biodiesel, oxygen vector
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1 Enquadramento

A economia global, regida pelo petréleo, esta instavel. O aumento do preco do
petroleo, as preocupagdes ambientais, 0 esgotamento dos recursos fosseis, a crescente
instabilidade geopolitica dos paises com reservas de petroleo, sdo fatores que
impulsionaram a procura de novas fontes de energia, nomeadamente renovaveis™?.

No presente 2013, o Governo portugués decretou em Diario da Republica o
Decreto-Lei n.° 39/2013 de 18 de marco, onde € definida, para 2020, a utilizagdo de
energia proveniente de fontes renovaveis no consumo energético de todos os modos de
transporte em 10% do consumo total de energia nos transportes. Para 2020 esta
previsto um consumo de 860 mil toneladas de biocombustiveis em Portugal, sendo que
atualmente sdo produzidos aproximadamente 500 mil toneladas de biocombustiveis.
Face ao que antecede, 0 aumento da producdo e/ou importacdo de biocombustiveis €
inevitavel, para que as metas, impostas pela Comissdo Europeia e Governo portugués,
sejam cumpridas. Contudo a maioria da matéria-prima utilizada na producdo de
biocombustiveis, nomeadamente biodiesel, é importada e de origem vegetal®*.

Segundo a definicdo do Decreto-Lei n.° 39/2013 de 18 de marco,
biocombustiveis sdo 0s combustiveis liquidos ou gasosos para 0s transportes,
produzidos a partir de biomassa. Sendo a biomassa a fracdo biodegradavel de
produtos, residuos e detritos de origem biologica provenientes da agricultura,
incluindo substéncias de origem vegetal e animal, da exploracdo florestal e de
indUstrias afins, incluindo da pesca e da aquicultura, bem como a fracao biodegradavel
dos residuos industriais e urbanos.

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo produzidos a partir de matérias
vegetais, oriundas da agricultura. Porém, existem alguns inconvenientes com a
producdo destes biocombustiveis, nomeadamente na possivel competicdo por produtos
agricolas e agroindustriais, provocando um impacto negativo a nivel social e ambiental.
Os biocombustiveis de segunda geracdo sdo produzidos através de diversas fontes de
residuos e de alguns produtos de baixo valor acrescentado. Este tipo de biocombustivel
apresenta-se como alternativa, uma vez que apresentam vantagens ao nivel de
aproveitamento dos excedentes industriais, evitando assim a competicdo pela terra

aravel para a producéo de bens alimentares >




INTRODUCAO

1.2 Analise econdmica da producao de biodiesel

A nivel nacional, a producéo de biodiesel comegcou em 2005, com uma producdo
de mil toneladas por ano e atualmente sdo produzidos 500 mil toneladas por ano.
Porém, na Unido Europeia sdo produzidos 23,5 milhGes de toneladas por ano, com um
custo de 1,15 €/L, 1,06 €/L e 0,98 €/L para biodiesel produzido a partir de colza, soja e
palma, respetivamente®*.

O gasoleo convencional, livre de impostos, tem um custo médio de 1,16 €/L na
Unido Europeia, em Portugal o custo é de 1,19 €/L8. Existe uma pequena diferenca de
precos entre o gaséleo convencional e o biodiesel, contudo o biodiesel conferem
independéncia petrolifera e diminui as emissdes de monoxido de carbono contribuindo

menos para o aquecimento global **°.

1.3 Processo geral de producéo de biodiesel

De acordo com a American Society for Testing and Materials (ASTM) o
biodiesel sdo ésteres alquilo de &cidos gordos derivados de matéria lipidica renovavel,
como Oleo vegetal ou gordura animal. “Bio” refere-se a substdncia bioldgica e
renovavel, contrariamente ao gasdleo que €é derivado do petroleo. “Diesel” ¢é
proveniente da sua utilizacdo em motores de ignicdo por compressdao. O biodiesel pode
ser utilizado puro ou misturado com o gaséleo convencional.™.

O biodiesel tem algumas vantagens comparativamente com o gaslleo
convencional, nomeadamente, tem baixas emissdes de monoxido de carbono, ndo é
toxico, menor impacto ambiental, renovavel, biodegradavel, mais seguro de transportar
e melhor lubrificacdo do motor 2%,

A maioria dos componentes dos 6leos vegetais e das gorduras animais sdo
triglicéridos (TAG), de acordo com a sua natureza quimica, os TAG sdo constituidos
por acidos gordos de trés cadeias carbonicas longas que estdo ligadas a uma molécula de
glicerol. Estes acidos gordos diferem consoante o comprimento da cadeia carbénica, a
orientacdo e a posicdo das ligacdes duplas *'*. Os &cidos gordo maioritariamente

presentes no biodiesel sdo os acidos palmitico, estearico, oleico, linoleico e linolénico
15,16




INTRODUCAO

A forma mais comum de obtencdo de biodiesel € através de transesterificacéo,

nesta reacdo os Oleos reagem com o alcool, na presenca de um catalisador, produzindo

ésteres alquilos (Figura 1). Este processo é similar a hidroélise, diferindo na utilizacéo de

um alcool em vez de agua. A reacdo de transesterificacdo esta representada na Figura 1

13,17
CH,-00C-R, R,-COO-R’
Catalyst
CH-0O0C-R, + 3R'OH ™ R,-COO-R’ +
CH,-00C-R, R,-COO-R’
Glyceride Alcohol Esters

CH,- OH

CH-OH
|

CH,-OH

Glycerol

Figura 1. Representacdo esquematica da transesterificagdo de triglicérido com élcool. (Adaptado de Ma & Hanna,

1999%).

O alcool mais utilizado na transesterificacdo de TAG é o metanol, devido a

eficiéncia da reacdo e ao seu baixo custo. Nesta reacdo (Figura 2), as trés cadeias de

acido gordo sdo libertadas do glicerol e combinadas com o metanol, originando os

ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME, do acronimo em inglés Fatty Acid Methyl

Ester). Devido a esta reacdo ser reversivel é utilizado metanol em excesso,

influenciando o equilibrio da reacdo no sentido da formacdo de produtos, ou seja, na

formacao de ésteres metilicos 132,

0
I 0
CH:—g— ¢ —R i |
‘ 0 CHi— o — ¢ —R
]

0

. . “atalyst

CH— 0— ¢ — R 4 3CH,-on “Y [

‘ o «—rcH— o0— ¢ —FR
| 0

Cll, — 90— ¢ —R" I

{:Hj—{}— C — R”

Triacylglycerol Methanol Fatty acid methyl esters

{Triglyceride) (FAME)

CH: — OH

+ CH —OH

CH: — OH

Glycerol

Figura 2. Representacdo esquematica da transesterificacao de triglicéridos com metanol para produzir FAME.

(Adaptado de Zhang et al., 2003™).
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1.4 Microrganismos oleaginosos

Existem aproximadamente 600 espécies de leveduras, apenas aproximadamente
25 tém a capacidade de acumular mais de 20% da sua biomassa seca em lipidos'®*®. As
leveduras apresentam vantagens, face a outros microrganismos. Os tempos de
duplicacdo, normalmente, sdo inferiores a uma hora, as alteragdes climatéricas e a
mudanca de estacdo ndo tém um impacto tdo acentuado como em plantas, é mais facil o
aumento de escala, comparativamente com microalgas®.

As leveduras oleaginosas com maior capacidade de acumulagdo de lipidos
intracelulares sdo: Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, Cryptococcus
curvatus, Lipomyces lipofera, Lipomyces starkeyi, Trichosporon pullulan anda
Yarrowia lipolytica®.

A R. toruloides é um basideomiceto vermelho, isolado a partir de coniferas, que
acumula até 76% de lipidos com uma concentragdo de biomassa de 100 g/L. O perfil
lipidico é 33% de 4cido palmitico (C16:0) e 55% de 4cido oleico (C18:1)%°

A R. glutinis tem a capacidade de acumular até 66% da sua biomassa seca em
lipidos, Com a utilizacdo de glucose como fonte de carbono a acumulacéo lipidica pode
chegar a 72%*°. Os é4cidos gordos acumulados sdo compostos por 18% de C16:0, 60%
de C18:1 e 12% de 4cido linoleico (C18:2)%.

O perfil lipidico da C. curvatus é de 28% de C16:0, 15% de &cido estearico
(C18:0) e 48% de C18:1. Esta levedura tem a capacidade de consumir glicerol como
fonte de carbono, atinge 118 g/L de biomassa com uma acumulacéo lipidica de 69%, em
meios de cultura que contém 6leos?.

A levedura L. starkeyi tem a capacidade de acumular lipidos até 73% da sua
biomassa seca, utilizando como fonte de carbono a xilose, etanol e L-arabinose. Valores
semelhantes aos obtidos com glucose, fonte de carbono preferencial®
acumulacdo lipidico é de 33% de C16:0 e 55% de C18:1%.

A Y. lipolytica tem a capacidade de produzir estearina® e Aacido
docosahexaenéico™ (6mega 3). O seu perfil lipidico é de 11% de C16:0, 28% de C18:0
e 51% de C18:2"

. O seu perfil de




INTRODUCAO

1.5 Levedura Rhodosporidium toruloides

A levedura Rhodosporidium toruloides é o anamorfo da Rhodotorula gracilis®.
Pertence ao reino Fungi da ordem Sporidiobolales, € um microrganismo oleaginoso,
estritamente aerébio, meséfilo e ndo patogénico®?. Reproduz-se principalmente de
forma sexuada, contudo, também se reproduz vegetativamente por gemulacdo ou
gemulacdo multilateral. A morfologia da R.toruloides diversificar-se entre oval, redonda
ou cilindrica, podendo ser encontrada na polpa de coniferas, solo e atmosfera®®%.

Como referido anteriormente, a R.toruloides tem a capacidade de acumular
lipidos até, aproximadamente, 70% da sua biomassa seca. Um microrganismo é
considerado oleaginoso quando o conteddo minimo de lipidos é 20% da sua biomassa
seca. A forma de armazenamento dos lipidos sintetizados é na forma de TAG, em
vactolos.'®3,

A R.toruloides apresenta pigmentacdo rosa, laranja ou vermelha, consoante o
meio de crescimento. Adicionalmente a R.toruloides sintetiza carotenoides,
nomeadamente o toruleno, torularhodina e, de maior interesse, o B-caroteno. Este
carotenoide é a principal fonte de provitamina A e tem efeitos antioxidantes. Outra das

aplicacBes da levedura R.toruloides é a producéo de fenilalanina aménio liase®**.

1.6 Acumulacéo lipidica em microrganismos oleaginosos

A condic¢do essencial para que 0s microrganismos oleaginosos canalizem a fonte
de carbono para a sintese de lipidos é a escassez de nutrientes, como o azoto, fésforo,
zinco, ferro, enxofre ou magnésio ****". Contudo, a estratégia mais popular para a
acumulacdo de lipidos ¢ a limitacdo de azoto®*®,

Os microrganismos ndo oleaginosos quando crescem em meios com caréncia de
azoto tendem a cessar a proliferacdo celular, se a fonte de carbono continuar a ser
consumida, esta é convertida em diversos polissacarideos. A acumulagéo de lipidos é
muito reduzida, normalmente inferior a 10% da biomassa seca.*®*.

Face ao que antecede, a capacidade de acumulagdo de elevadas quantidades de
lipidos ndo reside no mecanismo de biossintese lipidica, pois este mecanismo é comum
em todos os microrganismos. Essa caracteristica € proveniente de duas condicdes, (i) 0

fornecimento continuo de acetil-coenzima A (acetil-CoA) no citosol da célula, sendo
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este um percursor da sintese de &cidos gordos, e (ii) a producdo de grandes quantidades
de NADPH, atuando como redutor na sintese de &cidos gordos. A formacéo de acetil-
CoA, em microrganismos oleaginosos, & proveniente da acdo da ATP-citrato liase
(ACL) (Reacéo 1), este enzima ndo € sintetizado pela maioria dos microrganismos nao

oleaginosos.

Citrato + CoA + ATP — acetil-CoA + oxaloacetato + ADP + P;
(Reacdo 1)

Outro dos componentes essenciais para que a sintese de acidos gordos ocorra de
forma eficiente é a presenca de acido citrico no citosol da célula. Este componente é
sintetizado no ciclo de Krebs para a formacao de acetil-CoA™®38,

A acumulacdo de citrato € uma caracteristica exclusiva dos microrganismos
oleaginosos, contudo, quanto existem elevadas concentracdes intercelulares de citrato a
celular excreta-o para o meio extracelular ****. A acumulago de citrato é proveniente
da acdo do enzima isocitrato desidrogenase, que integra o ciclo de Krebs, é ativado pela
presenca de adenosina monofosfato (AMP). Tal dependéncia ndo é verificada em
organismos nao oleaginosos. A concentracdo de AMP € regulada pela atividade do

enzima AMP deaminase (Reacao 2).

AMP - inosine 5'-monofosfato + NH;
(Reacéo 2)

Assim, em condicdes limitantes de azoto ocorre uma cascata de reages que
culmina na formacéo de acetil-CoA. Quando ocorre o esgotamento de azoto, a atividade
da AMP deaminase aumenta cinco vezes e ha consequentemente uma diminui¢do dos
niveis de AMP intercelular, o que leva a diminuicdo da atividade do enzima isocitrato
desidrogenase. Consequentemente 0 enzima aconitase equilibra as concentracdes de
citrato e isocitrato, o citrato acumulado é transferido para o citosol pelo enzima
citrato/malato translocase. No citosol, o enzima ACL cliva o citrato em oxaloacetato e
acetil-CoA (Reacédo 1). Este ultimo, é utilizado na sintese de acidos gordos enquanto
que o oxaloacetato é integrado no ciclo citrato/malato, proporcionando um fluxo

continuo de citrato. Este ciclo consiste em reciclar o oxaloacetato através da acdo dos
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seguintes enzimas malato desidrogenase, citrato/malato translocase e citrato sintase,

respetivamente. Esta sequéncia de eventos é representada pela Figura 3 **%2.

MITOCHONDRION
CYTOSOL gmcose
glycolysis (/
pyruva;c ’ pyruvatc
co, /’ : COH+ATP
ADP+Pi
'transhydrogenase
3 oxaloacetate 4
cycle : NADH
v
malate Napt acetyl-CoA
NADP'
NADPH
acetyl-CoA - citrate < citrate ¢—— 5
£ 'citrate/malate
oxaloacetate 7 oxaloacetate
LIPID 5 cycle’ ) T
BIOSYNTHESIS malate P malate

Figura 3. Diagrama representativo de como o ciclo citrato/malato e o ciclo citosolico “transhidrogenase” fornecem
percursores de acetil-CoA e NADPH necessarios & sintese lipidica em microrganismos oleaginosos. Enzimas: 1.
piruvato descarboxilase, 2. malato desidrogenase, 3. enzima malica, 4. piruvato desidrogenase, 5. citrato sintase, 6.
ATP citrato liase, 7. citrato/malato translocase. (Adaptado de Ratledge, 2004%).

Embora o mecanismo demonstrado, pela Figura 3, enalteca o acetil-CoA e a
dependéncia de AMP, do enzima isocitrato desidrogenase, outros enzimas podem ser
necessarios para assegurar a acumulacdo de lipidos. O enzima maélico catalisa a reacdo
de descarboxilacdo do malato a piruvato, acompanhada pela formacdo de NADPH, que
¢ essencial na FAS. A sintese de 1 mol de acido oleico requer 16 moles de
NADPH38'43’44.

Contudo, a origem do NADPH, para a sintese de sintese de &cidos gordos, &

controversa. Segundo Varios autores®®#**°

, a principal origem de NADPH ¢ através da
descarboxilacdo do malato a piruvato pelo enzima maélico (Reacdo 3), alteragdes a nivel

deste enzima exerce modificacGes na acumulacéo e sintese lipidica.
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Malato + NADP* - piruvato + CO, + NADPH
(Reacdo 3)

Porém, segundo Ageitos et al.”* e Campbell & Farrel**, o NADPH é proveniente
da via das pentoses de fosfato (Figura 4), existe um equilibrio entre esta via e a
glicolise, controlado pelas necessidades do microrganismo. Se 0 microrganismo
necessitar de NADPH a via das pentoses de fosfato é ativada, caso o microrganismo

necessite de ribose-5-fosfato a via é desativada.

Reductive anabaolic

pathways
NADPH \ NADPH
0 0
| l
C—H C—0- H
I (l' OH NADE? H (l' OH NADPE §i ~:| OH
|’ HO | |’ Il, CQO; |'
HO— C—H A\ HO—C—H A C=0
| = | = |
H— C—OH H— C—OH H—C—OH
| | |
H— C—OH H— C—OH H—C—OH
| | |
HL—O-P H,LC—O0—P H,C—O0— P
Glucose-fi- G-Phospho- Ribulose-5-
phosphate gluconate phosphate

Figura 4. Via das pentoses de fosfato. (Adaptado de Campbell & Farrel 2011%)

Existem leveduras oleaginosas que ndo possuem o enzima malico,
nomeadamente Lipomyces sp. e algumas Candida sp.®. E possivel que a producéo de
NADPH ndo seja proveniente de apenas uma via, mas sim da integracdo e cooperagéo

entre varias vias'®.

1.6.1 Sintese de acidos gordos

A biossintese de acidos gordos é realizada pelo complexo &cido gordo sintetase
(FAS), a maioria dos organismos, sintetiza acidos gordos com 16/18 carbonos. Esses
acidos gordos sdo modificados por consecutivas reacfes de desnaturacdo e
alongamento, originando diversos acidos gordos polinsaturados (PUFA) e insaturados
(Figura 5).
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O acetil-CoA e malonil-CoA sdo os compostos utilizados na sintese acidos
gordos, o malonil-CoA €é proveniente da acdo do enzima acetil-CoA carboxilase
(Reacdo 4).

ATP + H,0 + CO, + acetil-CoA - ADP + P; + malonil-CoA

(Reacdo 4)

Em leveduras oleaginosas, a diversidade de &cidos gordos é condicionada,

normalmente sdo sintetizados &cido oleico (18:1), linoleico (18:2), palmitico (16:0) e

palmitoléico (16:1)'°4.

7 x Malonyl-CoA \,/F:s\ ' A9d
Acetyl-CoA /U_. o s L e
glongase | palmitic acid palmitoleic acid
A ) A9d a
18:0 _ 18:14°

stearic acid oleic acid

‘.\ljd

Alsd A
- 1 1

18:27A%7
} AGd linoleic acid
A\l

18:34%912
y-linolenic acid

18:35 128
\Gd a-linolenic acid
\J

18:4A7%1215
stearidonic acid

Figura 5. Sintese de PUFA,a patir de acetil-CoA e malonil-CoA. Os enzimas A9d, A12d e A15d sdo dessaturases
presentes no reticulo endoplasmatico. (Adaptado de Rossi et al., 2011 e Campbell & Farrel 2011%)

1.6.2 Sintese de triglicéridos

A maioria dos lipidos neutros presentes em leveduras sdo triglicéridos (TAG) e
ésteres de esterol (SE), a formacdo de TAGs pode ser dividida em duas fases. A
primeira fase consiste na formacdo de diacilglicerol (DAG) e a segunda fase consiste
conversio de DAG em TAG*H/#8,

A sintese de DAG, em leveduras, é proveniente de duas vias, a via do glicerol-3-
fosfato (G-3-P) e a via do dihidroxiacetona-fosfato (DHAP). Ambas as vias culminam
na formacdo de 4cido lisofosfatidico (1-acil-glicerol-3-fosfato, liso-PtdOH). Na primeira
via, 0 G-3-P é acilado pela G-3-P acil-transferase originando o liso-PtdOH. O acil-CoA
é produzido pelo enzima acil-CoA sintetase, que acopla os &cidos gordos com o0 CoA. A

outra via disponivel para a formacéo de liso-PrdOH tem como substrato o DHAP, a

9
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primeira acilacdo do DHAP ¢é também catalisada pelo enzima G-3-P acil-transferase,
originando 1-acil-DHAP, que é convertido em liso-PtdOH pela a¢&o do enzima 1-acil-
DHAP reductase. Contudo esta via tem um dispéndio extra de energia, devido ao
consumo de NADPH. O 4cido fosfatidico (PtdOH) é resultante da acdo do enzima 1-
acil-G-3-P acil-transferase (segunda acilacéo), que tem como substrato o liso-PtdOH.
Por fim a desfosforilacdo do PtdOH origina DAG (Figura 6), esta reacdo ¢ catalisada

pelo enzima fosfatase do 4cido fosfatidico®®*" 4=,

G-3-P DHAP

Acyl-CoA Acyl-CoA
NADP NADPH
CoA f'ﬂ CoA

lyso-PtdOH 1-acyl DHAP
Acyl-CoA
CoA 0 = 3
PtdOH ~— s T

PL Acyl-Coa

lyso-PL CoA

Figura 6. Vias de formacéo de triglicéridos. 1-acil dihidroxiacetona-fosfato: 1-acyl DHAP; diacilglicerol: DAG;

dihidroxiacetona-fosfato: DHAP; &cido gordo livre: FFA; glicerol-3-fosfato: G-3-P; acido lisofosfatidico: lyso-

PtdOH; glicerofosfolipidios: PL; &cido fosfatidico: PtdOH; triglicérido: TAG; alcool: X; fosfato de alcool: P;-X.
(Adaptado de Czabany et al., 2007*")

O PtbOH também pode ser formado pela acdo do enzima fosfolipase D, tendo
como substrato glicerofosfolipidios (PL). Outro enzima que utiliza como substrato os
glicerofosfolipidios € o fosfolipase C, esta reacdo tem como produto DAG* ™,

O ultimo passo na formacdo de TAG é a acilacdo dos DAG, existem dois tipos
de vias possiveis, caracterizadas pela dependéncia ou independéncia de acil-CoA. A via

independente, de acil-CoA, necessita de PL, como dador do grupo acilo. O enzima

10
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responsaveis pela transferéncia do grupo acilo dos LP para o0 DAG, formando assim os
TAG, é a acil-transferase (esterificacdo do diacilglicerol), homologo da lecitina
colesterol acil-transferase humana “®4"°",

A via dependente, de acil-CoA, os enzimas diaciilglicerol acil-transferase
transferem diretamente o grupo acilo do acil-CoA para 0 DAG, formando assim 0s

TAG**° (Figura 6).

1.7 Fatores influentes na acumulacéo Lipidica

A acumulacdo de lipidos depende principalmente da limitacdo de nutrientes,
fisiologia do microrganismo, pH, oxigénio presente, temperatura e dos metabolitos
secundarios, como o citrato™®.

O fator mais manipulado na acumulacdo é a limitagdo de nutrientes,

nomeadamente a caréncia de azoto®®

, contudo, existem outros nutrientes que
provocam o mesmo efeito, como referido no capitulo anterior (1.6 ). Segundo Zhao et
al.”?, em estudo desenvolvidos com a R. toruloides Y4, verificou que com o racio de
carbono azoto (C/N) de 70 é suficiente para haver acumulacdo de lipidos. Séo
normalmente utilizados racios C/N entre 65 e 140?38,

Outro dos nutrientes utilizados é o enxofre, segundo Wu et al.*

, com a a R.
toruloides Y4 observou que o réacio de carbono enxofre (C/S) de 5330 assegura a
acumulacdo lipidica, contudo o racio C/S de 46750 foi o que apresentou melhores
resultados. O mesmo autor®’, noutro trabalho com a mesma estirpe, afirma que a
caréncia de fésforo também desencadeia a acumulacdo de lipidos, o racio carbono
fosforo (C/P) de 9552 alcancou melhores resultados, porém, o racio C/P de 2045 é o
minimo para que a fonte de carbono seja canalizada para a acumulacao.

O pH 6timo para a acumulacdo lipidica varia consoante 0 microrganismo
oleaginoso, para leveduras oleaginosas o intervalo de pH esta entre 4 e 7%
nomeadamente para a R. toruloides o intervalo de pH mais utilizado € entre 55 e
630:37525480°63 '\alores préximos do pH fisiolégico da maioria das estirpes oleaginosas.
Sendo a R.toruloides um microrganismo mesotrofico, prefere temperaturas moderadas,

a temperatura mais utilizada na acumulacdo de lipidos é 300C30:3752:54.60-63,

1.7.1 Importancia do oxigénio

11
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O oxigenio é o substrato chave em microrganismos aerobios, estes
microrganismos utilizam o oxigénio nas suas vias metabdlicas catalisadas por oxidases,
oxigenases e hidrdlases e também na eficiente producdo de energia através da cadeia
transportadora de eletrdes, que ocorre na mitocondria®*.

O oxigeénio é de elevada importancia na sintese de lipidos, como referenciado no
capitulo 1.6 sdo necessarias grandes quantidades de energia sendo a maioria dessa
energia proveniente da respiracdo celular'*364-,

O oxigénio também € substrato na producdo de varios compostos,
nomeadamente em reacGes de oxidagdo, como por exemplo, na producdo de acido
citrico a partir de glucose. Nesta reacdo sdo consumidas trés moles de oxigénio
molecular na formagéo de duas moles de 4cido citrico®”°.

Contudo, Bati et al.”” e Yen & Zhang™ defendem que em baixas concentracdes

de oxigénio dissolvido a acumulagdo lipidica é favorecida.

1.8 Reatores bioldgicos

Os reatores biologicos sdo equipamentos que permitem a monitorizacdo de
processos bioldgicos e/ou bioquimicos, em condi¢bes de operacdo controladas (pH,
temperatura, pressdo, arejamento, etc.). A grande vantagem na utilizacdo de reatores
biolbgicos é a elevada reprodutibilidade, controlo, autonomia dos ensaios, eficiéncia na
mistura e homogeneizacdo das suspensdes celulares e maior eficicia na oxigenacdo do
meio de cultura. Devido a estes parametros os reatores sdo utilizados em processos
fermentativos, producdo de biomassa, tratamento de aguas residuais, processamento de
alimentos e na producéo de farmacos.’*™

Existem varios tipos de reator biologico, leito fixo leito fluidizado, air-lift,
coluna de bolhas e tanque mecanicamente agitado. Este Gltimo é amplamente utilizado
em producdes biotecnologicas a partir de culturas microbianas. Nestas producfes séo
utilizadas diferentes geometrias de vaso, agitagdes e dispersores de ar.

O crescimento celular é fortemente afetado pelos parametros operacionais,
nomeadamente arejamento e velocidade de agitagdo, a manipulacdo destas variaveis é

fundamental para a obtencéo do produto desejado’>"*®.

12
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Os dispersores normalmente utilizados em fermentacbes e crescimentos
celulares séo os dispersores poroso e em “L”. O dispersor em “L” tem orificios na base
e 0 poroso é composto por um crivo de poliuretano ou metal com pequenas perfuracdes
de vérios tamanhos de acordo com a dimens&o das microbolhas.

Os agitadores mais utilizados séo as turbinas de Rushton e agitadores em hélice.
Estes dltimos promovem um movimento axial do fluido, ndo sdo apropriados para
meios com uma elevada viscosidade. As turbinas de Rushton sdo agitadores radiais, sao
normalmente utilizadas para meios de cultura que necessitam de elevadas dispersdes de

géS.72

1.8.1 Transferéncia de massa de oxigénio

A concentracdo de oxigénio dissolvido nos meios de cultura é um fator decisivo
no crescimento de microrganismos aerébios, sendo normalmente a transferéncia de
oxigénio o grande condicionante do sucesso dos bioprocessos’®"”.

A limitacdo surge quando o consumo de oxigénio excede o seu fornecimento,
originando uma diminuicdo do oxigenio dissolvido no meio inferior & concentragdo
critica necessaria ao metabolismo do microrganismo’® %,

A transferéncia de massa de oxigénio em reatores bioldgicos é maioritariamente
uma transferéncia de massa gas-liquido, entre a bolha gasosa e a fase liquida do meio de
cultivo. A velocidade de transferéncia do gas depende de vérios fatores, nomeadamente
a area interfacial de contacto (area de contacto por unidade de volume), distribuicdo das
duas fases (gas e meio) no reator, temperatura e pressao’>".

A transferéncia de massa de oxigénio do meio gasoso para o interior da célula é
um processo complexo, as moléculas de oxigénio devem atravessar um conjunto de

resisténcias até serem consumidas pelas células’
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Figura 7. Fenémeno de transferéncia de massa que ocorre durante o transporte de oxigénio da fase gasosa para o
interior das células em reator biolégico. (i), transferéncia de massa da bolha para a interface géas-liquido; (ii),
transporte através da interface gas-liquido; (iii), difusdo através do filme estagnante que envolve a bolha; (iv),
transporte através do liquido; (v), difusdo através do filme de liquido estagnante que envolve a célula; (vi),
movimento através da interface liquido-célula; (vii), difuséo através do solido até a célula individual; (viii), transporte
através do citoplasma para o local da reaccéo. (Adaptado de Teixeira et al.,20077°)

Estas resisténcias ndo sdo todas da mesma ordem de grandeza, sendo necessario
intervir nas que apresentam maior resisténcia no fornecimento de oxigénio as culturas
microbianas. Na maioria das situacGes é possivel afirmar que o filme liquido que
envolve a bolha € a principal resisténcia a transferéncia de oxigénio. Se o meio
fermentativo for viscoso € necessario contabilizar a resisténcia ao transporte de
oxigénio. Em agregados celulares existem duas resisténcias de grande importancia,
particularmente a resisténcia interna a transferéncia de massa no filme liquido e também
a resisténcia no filme liquido em torno do agregado’”" (Figura 7).

Como referido anteriormente, a transferéncia de massa gas-liquido constitui uma
das etapas de maior relevancia no conjunto dos fendmenos de transferéncia de massa.
Existe uma forga motriz associada a cada fluido de ambos os lados de uma interface,
essa forca pode ser exposta em termos de gradientes de concentracdo na vizinhanca da
interface. Estes gradientes dependem da hidrodindmica dos fluidos assim como do

processo de transferéncia (Figura 8)"%%.
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Figura 8. Gradientes de concentragio para a transferéncia de massa gas-liquido. (Adaptado de Doran, 1995%%)

No presente caso, 0 mecanismo de transferéncia de massa €

descrito pela lei de Fick (Equagéo 1).

dC,

Jc = _DCE

(Equacdo 1)

Onde J. é o fluxo molar do componente ¢, D, é o coeficiente de difusdo

dcc . n .
molecular do componente c e —  €o gradiente de concentracdo através da espessura

(2), do filme, representando a forga motriz do sistema.

Em estado estacionario o fluxo J. de uma substancia, ¢ toma a forma da

(Equacéo 1).

Je = k¢ (CG,C - CGi,c) = kL(CL,c - CLi,c)
(Equacédo 2)

Onde k; e k; sdo os coeficientes individuais de transferéncia de massa no filme
de gas e de liquido, C; . e C;, . séo as concentragdes do componente ¢ na bolha de gas e

no seio do liquido, respetivamente, e Cg; . € Cp; - S840 as concentragdes na interface.
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A (Equacdo 3) representa o caudal molar por unidade de volume de liquido (Q.),
onde a = A/V é a érea especifica para a transferéncia de massa ou area interfacial por

unidade de volume de liquido (V)88

Q.=Jca= kGa(CG,c - CGi,c) = kLa(CL,c - CLL',C)
(Equagéo 3)

A (Equagdo 3) pode ser rearranjada de forma a incluir as concentracGes na
interface, contudo estas ndo sdo, normalmente, conhecidas pelo que se recorre ao uso de
um coeficiente global de transferéncia de massa K; e a uma forga motriz global

(Equacéo 4), onde C*; . € a concentragéo de equilibrio de c na fase gasosa.

Q= KLa(C*G,c - CL,C)
(Equagéo 4)

A relacdo para os coeficientes de transferéncia de massa (Equacdo 5) é obtida
através da conjugacdo das equacGes 3 e 4 com a lei de Henry, que relaciona o
coeficiente global de transferéncia de massa na fase liquida com os coeficientes

individuais, tanto na fase gasosa como na fase liquida.

1, 1, 41
Ik, = i, t He,

(Equacéo 5)

Na situacdo de gases pouco solGveis em agua, como 0 oxigénio e dioxido de
carbono, H é elevado e k; é muito superior a k;, pelo que K, = k;, assim é possivel
admitir que a principal resisténcia a transferéncia é encontrada no filme de liquido e o
respetivo coeficiente € aproximadamente igual ao coeficiente global de transferéncia.

Devido as dificuldades experimentais na determinacdo de K, e a
individualmente, é normalmente utilizado o produto K,a para caracterizar a
transferéncia de massa gas-liquido. O K;a é designado de coeficiente volumétrico de

transferéncia de massa de oxigénio’®®: %,

1.8.2 Transferéncia de oxigénio num processo microbiano
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A taxa de transferéncia de oxigénio (OTR) é um dos pardmetros condicionantes
nos processos que envolvem a cultura de microrganismos e acumulagéo de produtos. A

OTR é descrita pela (Equacéo 6).

OTR = K,a(C* - C)
(Equagéo 6)

OTR,4 = K, a.C*
(Equagéo 7)

Onde C* é a concentracdo de saturacdo do oxigénio dissolvido e C é a
concentracdo de oxigénio dissolvido no liquido. A taxa de transferéncia de oxigénio
méxima é descrita pela (Equagdo 7)" 788284
Genericamente, a variacdo da concentracdo do oxigénio dissolvido € descrita

pela equacdo de balangco de massa & fase gasosa (Equacao 8).

do
— = OTR — OUR
dt

(Equacéo 8)

Onde O é a concentracdo de oxigénio dissolvido no reator, t é o tempo, OTR €
taxa de transferéncia de oxigénio e OUR ¢€ a taxa de consumo de oxigénio.

A taxa de consumo de oxigénio é representada pela (Equagéo 9)"*%.

OUR = qo,. X

(Equacéo 9)

Como ja referido anteriormente, a uma concentracao celular critica, o oxigénio
deixa de ser fornecido ao meio de forma suficientemente rapida, isto é se o resultado da
equacdo 7 for negativo, o crescimento celular € limitado pela escassez de oxigénio 8.

Face ao que antecede, foram propostas algumas solugdes para aumentar as taxas
de transferéncia de oxigénio da fase gasosa para o0 meio liquido, nomeadamente
diferentes geometrias do reator bioldgico, velocidades de agitacédo, taxas de arejamento,

diferentes tipos de dispersores ou a utilizagdo de ar enriquecido com oxigénio
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puro’"8%8 Uma das alternativas possiveis é a adicdo de hidrocarbonetos insolGveis

em agua’"®.

1.8.3 Vetores de oxigénio

A adicdo de uma fase orgéanica (vetor de oxigenio) pode aumentar a taxa de
transferéncia de oxigénio da fase gasosa para 0 microrganismo, sem a necessidade de
um gasto energético®®®’. A adicéo de vetores de oxigénio é uma abordagem que consiste
na adicdo de um composto, onde o oxigénio tem uma alta solubilidade, ao meio de
CU|tUI’8.68’77'86'88.

Os compostos mais utilizados como vetores de oxigénio sdo hidrocarbonetos (n-

dodecano, n-hexadecano, n-hexano, n-heptano)’*’"78868891 = nerfluorcarbonos

809294 & 4leos de silicone de baixa

(perfluorodecalina, brometo perfluorooctilo,)
viscosidade®.

A adicdo de vetores de oxigénio no meio de cultura forma quatro fases no reator
bioldgico, uma fase gasosa, aquosa, organica e solida (biomassa). Existem cinco vias

possiveis para a transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase sélida’’ (Figura 9).

Célula

Vetor
Oxigeénio

Figura 9. Mecanismo possivel para a transferéncia de oxigénio na presenca de vetores de oxigénio. (Adaptado de Rol
setal., 1990"")

A transferéncia de oxigénio, na auséncia de vetor de oxigénio, pode ser efetuada
diretamente da bolha de ar (fase gasosa) para as células (fase sélida) ou entdo numa
sequéncia de eventos, 0 oxigénio é transferido da bolha de ar para o0 meio de cultura
(fase aquosa) e posteriormente do meio para as células. Na presenca de vetores de
oxigénio existem mais trés vias para a transferéncia de oxigenio da fase gasosa para a

solida, sendo elas: da bolha de ar para as células através do vetor de oxigénio, estando
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este adsorvido (i) ou ndo (ii) na superficie da bolha de ar, a outra via possivel é o vetor
de oxigénio estar adsorvido na bolha de ar e a célula estar adsorvida no vetor de
oxigénio (iii). E de salientar, quando as fases n3o estdo adsorvidas o meio de cultura é o
intermediério da transferéncia de oxigénio’”®*. O mecanismo mais plausivel é o que
refere a adsorcdo do vetor de oxigénio na superficie da bolha de ar, primeiramente
ocorre a transferéncia de oxigenio do vetor de oxigénio para a célula e depois através do
meio de cultura’®"”.

A maior resisténcia a transferéncia de oxigénio é a difusdo do oxigénio do vetor
para 0 meio agquoso, esta resisténcia é contrariada pelo aumento da area interfacial e
pela acumulacdo de oxigénio no vetor de oxigénio, atuando como um
reservatorio’*’ #3879
Face ao que antecede, 0 K;a correspondente ao filme aquoso ndo pode ser

utilizado para descrever a transferéncia de oxigénio neste tipo de sistemas’*®*®".

Segundo Cascaval et al.”*

, as leveduras tém altas afinidades por vetores de oxigeénio,
isto €, as bolhas de vetor adsorvem facilmente nas células de levedura. Confirmando
que a via preferencial para a transferéncia de oxigénio € através do vetor de oxigénio.
Contudo, segundo Dumont & Delmas® n3o existe nenhuma explicacdo
adequada para a variacdo na area interfacial, na presenca de vetor de oxigénio, foram
reportados aumentos e diminui¢fes na area interfacial. O mesmo autor também afirma
que o fenémeno de incremento, da transferéncia de oxigénio, ndo pode ser atribuido ao

incremento do k; .

1.9 Objetivo

Esta dissertacdo foi realizada no Laboratério de Engenharia e Biotecnologia
Ambiental, (LEBA) que integra o Centro de Investigagdo Marinha e Ambiental da
Universidade do Algarve (CIMA). Este trabalho teve como principal objetivo o
aumento da acumulagdo lipidica pela levedura R. toruloides CECT 1499, através do
aumento da transferéncia de massa de oxigénio. Como objetivos especificos procedeu-

S€ ao.

e Estudo da influéncia, do nimero de dispersores e caudal de arejamento, no

coeficiente volumétrico de transferéncia de massa de oxigénio.
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Estudo do efeito da transferéncia de massa de oxigénio no crescimento e
acumulacdo de lipidos da levedura R.toruloides.

Avaliacdo do efeito do vetor de oxigénio, n-dodecano, na producdo e
acumulacao de lipidos.

Efeito do controlo de pH no crescimento e acumulacéo lipidica.
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo descrevem-se todos os metodos e materiais utilizados nos ensaios

experimentais.

2.1 Estirpes de leveduras, meios e condigdes de conservacao e de

cultura

2.1.1 Leveduras

A levedura utilizada neste estudo foi a Rhodosporidium toruloides CECT 1499,
adquirida no banco de Colecdes Espanholas de Cultivo Tipo®® (CECT), pertencentes &
Universidade de Valéncia (Espanha).

2.1.2 Conservacao de leveduras

A estirpe foi conservada a -80°C em tubos criogénicos, para utilizagdes mais
regulares a estirpe é repicada em placas de Petri com meio PDA (ver capitulo 2.1.3), é
incubada em estufa (Selecta, Espanha) durante 24h a 30 £ 1 °C, sendo repicada duas vezes

por més.

2.1.3 Meios de Cultura

Para o armazenamento da R. toruloides o meio utilizado foi o Potato Dextrose
Agar® (PDA) constituido por 200 mL/L de infusdo de batata (Anexo I), 20 g/L de
glucose e 20 g/L de agar. Para a passagem da cultura para meio liquido, foi o PDA
liquido, constituido por 200 mL/L de infusdo de batata e 20 g/L de glucose.

O meio de cultura utilizado no indculo foi o Yeast extract Peptone Dextrose® (YPD)
liquido, constituido por 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L de peptona e 20 g/L de
glucose.

O meio para a acumulagdo lipidica®’ é constituido por 13 g/L glucose, 0,75 g/L
extrato de levedura, 0,1 g/L de (NH4),SO4, 1,5 g/L de MgSO4 7H,0 e 0,4 g/L de

KH,PQO,, este meio tem um racio C/N 70.
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Todos 0os meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem (Uniclace 87,

Portugal), através de calor himido a 121 + 1 °C durante 20 minutos.

2.2 Condicoes de crescimento celular

2.2.1 Preparacao de inoculos e pré-indculos

Antes da levedura ser passada para meio liquido, é necessario colocar a placa na
estufa a 30 + 1 °C durante 24h. Ap0s este passo, a levedura foi inoculada em 50 mL de
meio PDA liquido num baldo erlenmeyer de 150 mL e permaneceu na agitadora orbital
(IKA 4s 4000, Alemanha) a 30 £ 1 °C, 150 rpm durante 48h.

O in6culo foi inoculado com 10 % (v/v) de suspensdo celular, proveniente dos
50 mL do meio anterior, em 100 mL de YPD liquido num baldo erlenmeyer de 250 mL.
O crescimento foi efetuado na agitadora orbital a 150 rpm e 30 + 1 °C e monitorizado
através de contagem de células, camara de Neubauer (Blau Brand, Alemanha). As culturas
dos diferentes ensaios foram iniciadas quando a concentracdo do in6culo atingiu uma

concentracéo celular de 107 células/mL.

2.2.2  Crescimento em Reator Bioldgico

Os ensaios foram efetuados em modo descontinuo num reator bioldgico agitado
mecanicamente (STR) de 2 L (Applikon, Holanda). Este reator esta equipado com um
rotor de agitacdo, turbina de Rushton, dispersor(es) de ar poroso(s), camisa para
controlo da temperatura ligada a um termociclador, condensador e um fluximetro para
0 arejamento. O ar introduzido no reator, para o arejamento, foi esterilizado pela
passagem através de um filtro de membrana millipore hidrofébica, com a porosidade de
0,2 um, sendo o caudal de ar injetado no reator controlado por um fluximetro. Os gases
que sairam do reator passaram por um condensador, com a finalidade de diminuir as
perdas de meio liquido. Apos este passo, sdo libertados para o exterior através de uma
membrana Millipore 0,2 um. Contém ainda sondas para a determinagdo da concentragdo
de oxigeénio dissolvido, pH e temperatura.

O reator encontra-se ligado a uma unidade de controlo digital (Bio Controller

ADI 1030 Applikon, Holanda), onde estas variaveis sdo controladas e monitorizadas.
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Os ensaios de acumulacéo intracelular de lipidos séo iniciados com uma concentracao
celular de 107 células/mL, proveniente do inéculo, e tm uma duracdo de 168 h, os
crescimentos realizaram-se em 1,5 L de meio indicado para a acumulacdo de lipidos,
cuja composicao se encontra descrita no ponto 2.1.3 , a uma temperatura de 30 °C e 200
rpm de agitacao.

O crescimento celular, acumulacdo de lipidos e consumo de nutrientes foram
acompanhados ao longo das 168 h de cultura, sendo recolhidas amostras de 4 em 4 h,
com a excecdo do periodo da noite. Para cada amostra foi analisada a densidade Otica
por espectrofotometria, a quantificacdo dos lipidos totais através de fluorescéncia dos
corpos lipidicos intracelulares por espectroscopia de fluorescéncia®, concentracdo de
biomassa por peso seco, quantificacdo do consumo de aclcares pelo método de DNS®,

quantificacdo do consumo de azoto pelo método fenol-hipoclorito™®

, extracdo de lipidos
pelo método de Folch'®. A composicdo lipidica foi ainda analisada por HPLC'%?,

utilizando a metodologia descrita no capitulo 2.4

2.3 Ensaios Experimentais

2.3.1. Determinacdo da capacidade de transferéncia de

massa de oxigénio em reator bioldgico

Todos os ensaios foram executados em reator biologico de 2 L, com um volume
atil de 1,5 L, equipado com uma turbina de Rushton, a 200 rpm, a 30 °C e na auséncia
de microrganismos.

O meétodo utilizado na determinacdo do K, a foi o0 método dindmico, descrito no

capitulo 2.5.1

2.3.1.1. Efeito da geometria do dispersor

Neste ensaio foram testados diferentes tipos de dispersores de ar, em forma de

“L” e do tipo poroso. Testou-se ainda a combina¢éo de dois dispersores porosos em
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simultaneo. Neste estudo foi utilizada adgua destilada e um arejamento de 0,5 vwm e a

velocidade de agitagéo de 200 rpm.

2.3.1.2. Efeito do arejamento

Neste estudo foram utilizados diferentes meios, dgua e duas emulacdes de n-
dodecano, 1 e 2 % (v/v). As condicdes de arejamento estudadas foram 0,5, 0,75, 1 vwm.
Utilizou-se ainda dois dispersores porosos em simultaneo. Esta escolha é baseada nos
dados obtidos no ponto 3.2.1

2.3.2. Ensaios de crescimento celular e cumulagéo lipidica

Todos ensaios em reator bioldgico agitado mecanicamente (STR), com vista ao
crescimento celular e acumulacdo de lipidos pela R. toruloides CECT 1499, presentes

neste capitulo decorreram como descrito em 2.2.2

2.3.2.1.  Influéncia da utilizacdo de n-dodecano como

vetor de oxigénio

Realizaram-se trés ensaios para estudar o efeito do vetor de oxigénio (n-
dodecano) na acumulacdo lipidica da levedura R. toruloides. As concentracfes
utilizadas de n-dodecano foram 0, 1 e 2 % (v/v). Este vetor foi adicionado ao meio de
cultura antes de se proceder a autoclavagem. O arejamento utilizado nos diferentes
ensaios foi de 0,5 vvm utilizando um dispersor poroso, com uma agitagdo de 200 rpm e
a uma temperatura de 30° C.

2.3.2.2. Otimizacdo da geometria do dispersor e

arejamento

Realizaram-se dois ensaios, um com adi¢édo de 1 % (v/v) de n-dodecano e outro
sem adicdo de n-dodecano ao meio de cultura, o arejamento utilizado foi de 0,75 vwvm

usando dois dispersores porosos em simultaneo, com uma agitacdo de 200 rpm e a uma
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temperatura de 30° C. A escolha do dispersor e arejamento recai nos resultados dos

ensaios descritos em 2.3.1.

2.3.2.3.  Influéncia do controlo de pH

Realizou-se um ensaio de modo a estudar o efeito do controlo de pH na
acumulacao lipidica, na presenca de 1 % (v/v) de n-dodecano. O pH foi mantido a 5,5
durante todo o crescimento celular, sendo controlado através da adi¢cdo de 5M NaOH ou
5M HCI.

Neste ensaio utilizou-se um arejamento de 0,75 vvm e dois dispersores porosos

em simultaneo, com uma agitacdo de 200 rpm e a uma temperatura de 30° C.

2.4 Métodos analiticos

24.1 Peso seco

Nos ensaios realizados em reator, foram retiradas amostras em triplicado de 5
mL, para tubos de centrifuga, previamente pesados. A amostra foi centrifugada
(Hettrich Zentrifugen Universal 320, Alemanha) a 5000 rpm durante 20 minutos.
Separou-se 0 sobrenadante, que foi congelado para posteriores analise dos agucares e
azoto (capitulo 2.4.3 e 2.4.4), o pellet foi colocado a secar numa estufa (Binder FD53,
EUA) durante, 48 h a 60 + 1 °C. Ap6s serem retirados da estufa, os tubos de centrifuga
foram arrefecidos a temperatura ambiente (exsicador) e pesados numa balanca analitica
de precisdo (XB 120A Precisa, Suica).

2.4.2 Densidade oOtica

A leitura da densidade oOtica € um dos pardmetros utilizados para seguir o
crescimento celular. Foram efetuadas leituras em triplicados das amostras de suspensédo
celular, estas foram analisadas num espectrofotometro (Cintra 202 GBC, Inglaterra) a
600 nm, utilizando como branco meio de cultura. As amostras e branco estavam
diluidos de 1:20.
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2.4.3 Quantificacdo dos agucares

O método utilizado para a quantificagdo dos aglcares foi de acordo com
Miller®®. Este método baseia-se no facto de o acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) ser
reduzido a acido 3-amino-5-nitrossalicilico, na presenca de acUcares redutores,
formando um complexo de cor acastanhada que pode ser quantificado
espectrofotometricamente a 540 nm.

Esta quantificacdo foi efetuada, em triplicado, com o sobrenadante preveniente
do peso seco (capitulo 2.4.1 Foram adicionados em tubos de ensaio 1 mL de amostra e 1
mL de reagente DNS, seguidamente foram agitados e colocados num banho-maria a 100
°C durante 5 minutos. Apds terem arrefecido, adicionaram-se 10 mL de agua destilada,
agitaram-se e leram-se as densidades o6ticas a 540 nm. O branco foi realizado da mesma
forma, mas utilizou-se gua destilada em vez de amostra.

Recorreu-se a uma curva padrdo para converter os valores da densidade 6tica em
concentracdo (g/L). Para a obtencdo da curva padrdo, foram preparadas seis solucGes de
glucose, com concentrac@es entre 0 e 1 g/L, aplicou-se 0 método anteriormente referido,
obtendo assim a curva padrdo que é representada graficamente pelas densidades 6ticas

em funcdo das concentracdes de aclcar conhecidas (Anexo V).

2.4.4 Quantificacdo de azoto amoniacal

Esta quantificacdo foi efetuada, em triplicado, com o sobrenadante preveniente
do peso seco (capitulo 2.4.1 O método aplicado para a quantificacdo do azoto foi o
método do fenol-hipoclorito descrito por Weatherburn*®. Este método consiste na
alteracdo de cor da solucdo de nitroprussiato com fenol e hipoclorito com solucédo
alcalina, passando de transparente a azul, na presenca amania.

A sensibilidade do método melhora com a utilizagdo de nitroprussiato de sodio,
que funciona como catalisador, possibilitando determinacgdes de quantidades vestigiais
de amonia.

Prepararam-se duas solugfes, uma de fenol com nitroprussiato (solugédo A) e
outra de hipoclorito alcalino (solucdo B). Para a solugdo A foram adicionados 5 g de
fenol com 25 mg de nitropressuriato de sodio, perfez-se com agua destilada até 500 mL
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de solucdo. A solugdo B, adicionou-se 2,5 g de hidroxido de sédio com 4,2 mL de
hipoclorito de sdédio para 500 mL de solugdo, perfazendo com &gua destilada. As
solugdes foram preparadas antes dos ensaios e protegidas da luz.

Foram adicionados em tubos de ensaio 20 uL de sobrenadante e 5 mL de solucéo
A e 5 mL de solucdo B, agitou-se em cada adicdo, seguidamente foram colocados num
banho-maria a 37 °C durante 20 minutos. Apos ter arrefecido, leram-se as densidades
Oticas a 625 nm. O branco foi preparado da mesma forma, mas utilizou-se agua
destilada em vez de amostra.

Utilizou-se uma curva padrdo para converter os valores da densidade Otica em
concentracdo (g/L). Para a obtencdo da curva, foram preparadas seis solucdes de
(NH,4)2SO4, com concentracBes entre 0 e 1,5 g/L, aplicou-se 0 método anteriormente
referido, obtendo assim a curva padrdo que é representada graficamente pelas

densidades 6ticas em funcdo das concentracdes ja conhecidas (Anexo V)

2.4.5 Quantificacéo de lipidos por fluorescéncia

Os lipidos acumulados encontram-se num organelo intracelular, chamado de
corpo lipidico. Estes lipidos podem ser corados por um corante lipofilico, como o
vermelho de nilo, e quantificados por espectroscopia de fluorescéncia, de acordo com o

1193 utilizando vermelho de nilo.

método descrito por Kimura et a

Foi preparada uma solugédo de corante composta por, 0,1 mg de (9-diethylamino-
5H-benzo[a]phenoxazine-5-one (vermelho de nilo; Fluka Analytical) em 1 mL de
acetona.

Foram efetuadas leituras em triplicados das amostras de suspenséo celular, estas
foram analisadas num fluorimetro (F-4500, Hitachi), com um comprimento de onda de
excitacdo de 488 nm e um comprimento de onda de emissao entre 400 e 700 nm.

Primeiramente foi analisado o branco, adicionou-se numa cuvette de quartzo 2
mL de tampdo PBS (Anexo Il) e 0,1 mL de amostra, registando-se o espetro através do
software FL Solutions v2.0. Em seguida adicionou-se 10 uL de solucdo corante, na
mesma covette, e registou-se o especto. O valor de fluorescéncia relativa foi obtido pela
diferenca entre os dois espetros, com e sem solucgéo corante, entre 0s comprimentos de

onda de 565 e 575 nm.
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De forma a representar as unidades de fluorescéncia em termos de concentracao
(9/L) de lipidos, construiu-se uma curva padrdo baseada no método descrito por
Bertozzini et al.'®. Utilizando a triolefna (Cs;H10406), triacilglicerol formado a partir do
acido oleico, como referencia. Para a obtencdo desta curva padrdo, foram preparadas
seis solucgdes de trioleina em isopropanol, com concentracdes entre 0 e 5 g/L, aplicando-
se a metodologia anteriormente referida, para a quantificagéo da fluorescéncia. A curva
padrdo que foi representada graficamente, apresentando as unidades de fluorescéncia

(UF) em funcdo das concentracdes de trioleina (Capitulo 3.1).

2.4.6 Extracdo de lipidos pelo método de Folch

A extracdo dos lipidos intracelulares da levedura R. toruloides foi efectuada com
base no método de Folch et al.'®, adaptada a este tipo de cultura. As extracdes foram
efetuadas em triplicado, as amostras de suspensdo celular foram sujeitas a diversos
choques térmicos, seguidas de sonicacao (VC600 VibraCell Ultrasonic Processor, EUA)
durante 5 minutos, com pulsos de 30 segundos, com repeticbes de 3 vezes.
Seguidamente foram centrifugadas (Hettrich Zentrifugen Universal 320, Alemanha) a
5000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado
uma mistura de cloroférmio/metanol 2:1 (v/v), numa proporg¢do vinte vezes superior ao
volume de amostra. A homogeneizacao foi realizada durante 5 minutos, num agitador
de vortex. Ap0s agitacdo, a amostra foi centrifugada a 5000 rpm durante 20 minutos e
reservou-se a fase liquida. Para garantir a separacdo de fases, adicionou-se 1/5 volumes
de NaCl a 0,1 %, sendo a mistura homogeneizada e centrifugada a 2000 rpm durante 5
segundos. Posteriormente, recolheu-se a fase inferior e evaporou-se o cloroférmio
através de um evaporador rotativo (Heidolph 94200, Alemanha). A quantidade de lipidos
extraidos (gramas) é igual a diferenca entre o peso do baldo com os lipidos e ao peso do
bal&o.

A percentagem (p/p) de lipidos intracelulares extraidos em fungdo do peso seco, foi

obtido através da seguinte equacao:
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o _ massa de lipidos extraidos (g) X 100%
Olividos = 1 hssa de células utilizada (g) ’

(Equacéo 10)
2.4.7  Analise do perfil de acidos gordos

Para que seja possivel analisar o perfil lipidico da R. toruloides CECT 1499 por
HPLC é necessario hidrolisar os triglicéridos obtidos na extracdo. O metodo utilizado na
hidrolise é baseado no método DGF-Einheitsmethoden modificado'®,

Primeiramente, colocaram-se 2 ¢ de lipidos, provenientes da extracdo, num
baldo juntamente com 50 mL de uma solucédo a 0,5 M de KOH dissolvido em etanol 96
%. Colocou-se a mistura em ebulicdo num sistema de aquecimento por refluxo. Apds
uma hora em ebulicdo e com a solucdo ainda quente, transfere-se para um funil de
extracdo de 500 mL e lava-se com agua destilada (50 mL), adicionando-se em seguida
uma solucdo de H,SO, 5M até ser atingido um pH de 5. Adicionou-se 40 mL de
cloroférmio juntamente com a mistura, numa ampola de decantacdo. Aguardou-se a
separacdo de fases e recolheu-se a fase inferior, sendo esta filtrada, para um vial, com
filtro de seringa de didmetro de poro de 0,2 um (Milipore).

A coluna utilizada nesta andlise foi uma Alltima Alltech Hi-Load C18 (Grace),
incorporada num HPLC (VWR Hitachi Elite LaChrom) constituido por um forno (L-
2300), um auto injetor (L-2200), um detetor (IR L-2490) e uma bomba (L-2130). As
andlises de identificacdo do perfil de acidos gordos foram realizadas a 30 °C utilizando
como fase mével uma mistura de agua/acetonitrilo (1:99) a um fluxo de 1,2 mL/mim,
previamente filtrada com um filtro 0,22 um (Milipore) e sonicada num banho de

sonicacdo (Ultrason - Salecta) durante 30 min (Anexo VI).

2.5 Caracterizacdo da cinética de crescimento

2.5.1 Taxa especifica de crescimento

A determinacdo da taxa especifica de crescimento (), expressa em h™, foi feita

a partir de um programa de modelacdo on-line DMFit (http://modelling.combase.cc),
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que se baseia em modelos matematicos de aproximacao, em que a determinacdo da taxa

especifica de crescimento é a varia¢do do logaritmo natural do peso seco em funcéo do
tempo de fermentagé&o.

2.5.2 Tempo de duplicacao celular

A (Equacdo 11) representa o calculo do tempo de duplicacdo (td), expresso
em h.

_In(2)
o

td

(Equacdo 11)

2.5.3 Calculos de rendimentos

2.5.3.1. Rendimento de biomassa em funcédo do substrato

O rendimento de biomassa produzida (x) em fun¢éo do substrato consumido (S)
corresponde ao declive calculado por regressdo linear dos valores de biomassa

produzida em relacdo a glucose consumida. Este rendimento Yys € expresso em g
biomassa produzida / g glucose consumida.

2.5.3.2. Rendimento lipidos em funcéo de substrato

O rendimento de lipidos produzidos (L) em funcao do substrato consumido (S) é
expresso em g lipidos produzidos / g glucose consumida. Este rendimento Y\

corresponde ao declive calculado por regressdo linear dos valores de lipidos produzidos
em relacdo a glucose consumida.

2.5.3.1. Rendimento de lipidos em funcéo de biomassa

Assim como os rendimentos anteriores, o rendimento de lipidos produzidos (L)

em funcdo da biomassa produzida (x) corresponde ao declive calculado por regresséo
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linear dos valores de lipidos produzidos em relagdo a biomassa produzida. Este

rendimento Y € expresso em g lipidos produzidos / g biomassa produzida.
2.5.4 Produtividade maxima de lipidos

A produtividade maxima de lipidos € expressa em g/L.h, sendo os lipidos maximos
a concentracdo maxima de lipidos na cultura, expressos em g/L e o tempo de cultura a
que foi atingida a maxima concentracéo lipidica, t iipidos maximos €M h.

A produtividade mé&xima de lipidos foi obtida através da seguinte equacéo.

Produtividade = Lipidosmaximo /

Lipidosmaximo

(Equagdo 12)

2.5.1 Determinacao do K, a

O método utilizado para a determinacdo do K a foi o0 método dindmico. Este
método permite avaliar o efeito da velocidade de agitacdo e caudal de arejamento na
transferéncia de oxigénio para 0 meio aquoso.

Este método consiste na remoc¢do de oxigénio, através da injecdo de azoto no
meio aquoso, até que este se encontre numa concentracao de oxigénio dissolvido muito
baixa, proximo de 0 %. Em seguida o meio é arejado, sendo o incremento da
concentracdo de oxigenio dissolvido ao longo do tempo monitorizado e registado.

O aumento da concentragdo de oxigénio dissolvido € descrito pela (Equagao 13).

dc
—~ =K *
dt ra (C C)

(Equacdo 13)

Onde C* é a concentracdo de saturacdo do oxigénio dissolvido e C é a
concentracdo de oxigenio dissolvido no liquido.

Integrando a (Equacdo 13) € possivel a obtencao do valor de K, a, sendo igual ao
simétrico do declive da reta resultante da representacdo de In (C* — C) em funcédo de

t".
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No Laboratério de Engenharia e Biotecnologia Ambiental (LEBA) foram
efetuados ensaios para determinar parametros fisiolégicos e metabolicos, relacionados
com a acumulacdo lipidica, de forma a avaliar a estirpe Rhodosporidium toruloides
CECT 1499. Um dos pontos focados foi a otimizacdo do racio C/N, tendo ja sido
obtidos resultados indicativos que o racio C/N 70 poderia alterar o metabolismo da R.
toruloides CECT 1499, canalizando a fonte de carbono para a acumulagdo de lipidos
intracelulares. Sabe-se também que o oxigénio influencia a producdo e acumulacdo de
lipidos. Estudos preliminares realizados com n-dodecano, como vetor de oxigénio,
apresentam resultados promissores na sua aplicacéo®’.

Assim, numa primeira fase, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia
do n-dodecano na acumulacdo lipidica da R. toruloides CECT 1499, em reator bioldgico
mecanicamente agitado (STR). Posteriormente a avaliacdo da influéncia do n-dodecano,
procedeu-se ao estudo das condicGes de operacao, tais como a geometria do dispersor e
taxa de arejamento, com objetivo de aumentar a transferéncia de massa de oxigénio.
Realizou-se também um estudo que consiste na convergéncia das duas abordagens
anteriores, efeito do n-dodecano e otimizacdo das condi¢Ges operacionais, com 0
objetivo de juntar as vantagens das duas abordagens. Por fim, avaliou-se o efeito do
controlo do pH ao longo do crescimento, com vista a melhoria dos parametros de

crescimento e acumulacao lipidica.

3.1 Curva padréo de trioleina

Neste estudo uma das formas de quantificar os lipidos produzidos pela R.
toruloides foi por espectroscopia de fluorescéncia, em que o valor é expresso em
unidades de florescéncia. O objetivo deste ensaio foi a representacdo daas unidades de
fluorescéncia em termos de concentracdo (g/L) de lipidos, construindo-se uma curva
padrdo baseada no método descrito por Bertozzini et al.'®. Como referéncia foi
utilizada a trioleina (Cs7H1040g), triacilglicerol formado a partir do acido oleico, como
descrito no capitulo 2.4.5

As unidades de fluorescéncia raramente sdo utilizadas como unidade de

quantificacdo de lipidos, ndo permitindo o célculo de rendimentos e produtividades.
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Assim as unidades de fluorescéncia, obtidas por espectroscopia de fluorescéncia atraves
do método Kimura et al.'®® foram convertidas em concentracéo (g/L).

Para calcular a concentracdo (g/L) de lipidos intracelulares foram preparadas
seis solucdes de trioleina, com concentracdes entre 0 e 5 g/L. As amostras foram

efetuadas em triplicado, a Figura 10 representa a curva padréo obtida.

1,0E+08
9,0E+07
8,0E+07
7 0E+07
G,0E+07
5,0E+07
4 0E+07

[Triokeina] {UFSL)

3,0E+07
2,0E+07
1,0E4+07

0,0E+00 T T T T T
o 1 2 3 4 5

[Lipidos] (g/L)

Figura 10. Curva padréo de trioleina. Unidades de fluorescéncia de trioleina obtidas através do método descrito por
Kimura et al.!®® utilizando vermelho de nilo. Equacdo da regressdo linear obtida: [Trioleina, UF/L] =
1,806 x 107 [Lipidos, g/L); R? = 0.995. Valores médios + desvio padréo (n=3).

Todos os valores relativos a concentracdo de lipidos, presentes nos seguintes

capitulos, foram obtidos através da curva padrao representada na Figura 10.

3.2 Determinacdo da capacidade de transferéncia de

massa de oxigénio em reator bioldgico

Todos ensaios em reator bioldgico agitado mecanicamente (STR), com vista ao
crescimento celular e acumulacdo de lipidos pela R. toruloides CECT 1499, presentes
neste capitulo decorreram como descrito em 2.2.2
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3.2.1. Efeito da geometria e niamero de dispersor na

capacidade de transferéncia de massa de oxigénio

Para estudar o efeito dos diferentes dispersores nos valores de Kia foram
efetuados varios ensaios, nos quais foram alterados os tipos de dispersor. Os dispersores
utilizados foram o dispersor em forma de “L”, poroso e dois porosos em simultaneo. As
condicBes de operacgdo utilizadas no reator bioldgico STR 2 L, com volume Gtil de 1,5 L
foram 30 £ 1 °C de temperatura, agitacdo 200 rpm, uma turbina de Rushton e um
arejamento de 0,5 vvm.

Os varios valores de K, a obtidos com diferentes dispersores sdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Valores de K, a determinados pelo método dindmico com diferentes dispersores em reator bioldgico STR 2
L, 1,5 L de volume util, a uma temperatura de 30 £ 1 °C, arejamento de 0,5 vwm, agitacdo de 200 rpm com uma
turbina de Rushton

Dispersor em “L” Dispersor poroso | Dois dispersores porosos
Kia(h) | 10,981 +0,900° 34,512 + 0,700 " 41,226 + 2,098 ®

Valores médios (n=3) = erro padrdo, numa linha valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Os resultados da tabela 1 mostram que o menor valor do coeficiente volumétrico
de transferéncia de massa de oxigénio (KLa) foi obtido com o dispersor em forma de
“L”, seguido do dispersor poroso. Resultados idéndicos foram obtidos por Raposo et
al.’® Estes autores verificaram que o crescimento da suspensdo de Centaurea
calcitrapa e producdo de proteases era condicionado devido a limita¢do de oxigénio que
ocorria quando era usado o diapersor em forma de “L”. Este tipo de dispersor promove
a formacédo de bolhas de grande dimensdo, com subsequente baixo tempo de residéncia
no reator, enquanto que o dispersor poroso produz microbolhas, promovendo a
transferéncia de massa gas-liquido, através do aumento da area interfacial de contacto e
tempo de residéncia no interior do reator, logo, melhor transferéncia e acessibilidade do
oxigenio as culturas. Esta situacdo melhora significativamente, cerca de 16 %, com a
alteracdo da geometria através da associacdo de dois dispersores porosos, dispostos
paralelamente entre si, obtendo-se um K a de 41,23 h™*.

Além dos fatores referidos, o aumento da area interfacial de contacto, a
diminuicdo do tamanho das bolhas de ar e 0 aumento do tempo de permanéncia das
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bolhas de ar no reator, verifica-se também uma melhor distribuicdo e homogeneidade
das bolhas de ar no seio do reator, favorecendo a transferéncia de massa de oxigénio no

reator.

3.2.2. Influéncia do arejamento na capacidade de

transferéncia de massa de oxigénio

Com o intuito de estudar o efeito do arejamento na transferéncia de massa de
oxigénio, K a, foram realizados ensaios, nos quais se variou o caudal de arejamento,
utilizando meios sem e com adicdo de n-dodecano nas concentracfes de 1 e 2 % (V/v).
Os caudais de arejamento testados neste ensaio foram de 0.5, 0.75 e 1 vvm, em reator
biolégico STR 2 L, equipado com uma turbina de Rushton, 1,5 L de volume (til,
temperatura 30 + 1 °C e agitacdo 200 rpm.

Com base nos resultados do estudo anterior (ponto 3.2.1), utilizaram-se dois
dispersores porosos em simultaneo para introduzir o arejamento no reator biol6gico,
uma vez que foi onde se verificou que esta combinacao apresentou o0 K, a mais elevado.

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de Kia determinados a diferentes

caudais de arejamento e dispersdes aquosas com n-dodecano.

Tabela 2. Valores de K a determinados pelo método dindmico com diferentes caudais de arejamentos e diferentes
dispersdes de n-dodecano em reator biolégico STR 2 L (1,5 L de volume (til), a uma temperatura de 30 + 1 °C,
agitacdo de 200 rpm com uma turbina de Rushton e arejamento efetuado através de dois dispersores porosos em

conjunto.

K.a (h™)

0,5 vwm 0,75 vwm 1 vwwm

Sem n-dodecano 41,225 + 2,098 ° 60,474 + 0,497 ° 60,796 + 0,723 °

1 % n-dodecano 36,354 + 0,253 © 48,079 +£0,772°¢ 55,869 + 1,615 "

2 % n-dodecano 34,246 + 0,164 ° 50,457 + 0,485 © 53,012 + 1,296 °

Valores médios (n=3) + erro padréo, valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o
teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Na auséncia de n-dodecano o aumento da taxa de arejamento de 0,5 para 0,75
vvm traduziu-se num aumento do valor de K a, obtendo-se um valor méximo de 60,796
h (Tabela 2). Contudo o aumento de 0,75 vvm para 1 vwm n&o provoca melhorias no

Kira sendo os dois valores de K a estatisticamente iguais. Apesar do aumento de
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arejamento verifica-se uma diminuicdo do tempo de residéncia das bolhas de ar no
reator, assim como um aumento do tamanho de bolha de ar, devido a uma maior pressao
a saida dos dispersores, a area interfacial diminui consequentemente.

Analisando os valores da Tabela 2 das solu¢des com n-dodecano, observa-se que
0 aumento do caudal de arejamento provoca um aumento na transferéncia de massa de
oxigenio.

E notorio que a presenca de n-dodecano ndo proporciona melhorias nos valores
de K.a, segundo Dumont & Delmas®™ o K.a ndo é o parametro mais indicado para
classificar o impacto dos vetores de oxigénio. Este facto deve-se a vérias interacdes
entre a bolha de ar e as goticulas de vetor, influenciando a &rea interfacial do sistema.

A diminuicdo dos valores de K.a entre as duas concentragdes de n-dodecano,
podera dever-se a um aumento da viscosidade aparente do meio dificultando assim a

transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida’’.

3.3 Crescimento da levedura Rhodosporidium toruloides

em reator agitado mecanicamente

3.3.1 Influéncia do vetor n-dodecano no crescimento

e acumulacao lipidica

A aplicagdo de vetores de oxigenio em culturas microbianas pode melhorar a
disponibilidade e acessibilidade de oxigénio. Estes vetores, tais como n-dodecano, tém
uma solubilidade para o oxigénio cerca de 20 vezes superior, quando comparada com
égua68'77'86'88.

Para compreender melhor a influéncia do n-dodecano na producdo e acumulagéo
de lipidos intracelulares, realizaram-se trés ensaios com 0, 1 e 2 % de n-dodecano em
reator bioldgico STR de 2L.

O crescimento celular iniciou-se com uma concentragdo celular de 10’
células/ml, as preparacGes dos pre-indculos assim como das composi¢des dos meios
encontram-se descritos nos capitulos 2.2 e 2.1.3 respetivamente. O reator bioldgico foi
operado a uma agitacdo de 200 rpm, a uma temperatura de 30 £+ 1 °C e com um
arejamento de 0,5 vvm através de um dispersor poroso. Recolheram-se amostras ao

longo do perfil de crescimento da levedura sendo realizadas anélises para a
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quantificacdo dos parametros de crescimento celular e de acumulacdo de lipidos, como

descrito no capitulo 2.2.2 .
Na Figura 11 e Tabela 3 estdo representados os perfis e parametros cinéticos e

de eficiéncia do crescimento celular e da acumulacéo lipidica.
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Figura 11. Perfil de crescimento e de acumulacdo lipidica da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499. (A)
sem n-dodecano, (B) 1% de n-dodecano e (C) 2% de n-dodecano. O crescimento decorreu durante 168 h, em reator
bioldgico STR 2L, a 30 °C, 200 rpm e 0,5 vvm através de um dispersor poroso.
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Tabela 3. Pardmetros de crescimento da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499, com diferentes
concentracGes de n-dodecano, em reator biolégico STR 2L , a 30 °C, 200 rpm e 0,5 vvm através de um dispersor

POr0s0.
Concentracéao de n-dodecano
0 % (v/v) 1 % (v/v) 2 % (viv)
u(h™ 0,0443 +0,0044° | 0,0672+0,0075% | 0,0544 +0,0035 *
X max (9/L) 2,078 +0,039 " 2,254 + 0,034 ° 2,850 + 0,101 °
Lipidos max (9/L) 0,936 + 0,061 " 1,042 + 0,006 " 1,447 + 0,037
t 1ipidos max (h) 131 121 123
Glucose residual (%) 27,86 12,78 0,58
Y ws (9/9) 0,0973 £0,0074® | 0,1270+0,0173% | 0,0972 +0,0103?
Y us (9/9) 0,0887 +0,00792 | 0,0935+0,0048% | 0,0664 +0,0026"
Y L (9/9) 0,4275+0,0604° | 0,6194 +0,0271% | 0,5000 + 0,0389 °
Produtividade (g/L.h) | 0,00711 + 0,00046° | 0,00862 % 0,00004° | 0,01173 + 0,00030°
K.a (h™) 34,512 + 0,700 ° 28,477 + 0,490 ° 27,275+ 1,727°

Valores de taxa especifica de crescimento (u), concentragdo maxima de biomassa (X ax), concentragdo maxima de
lipidos acumulados (Lipidos s), tempo de obtencdo do méaximo de lipidos acumulados (t lipidos ax), glucose
residual, rendimento de biomassa relativamente ao substrato (Y ), de lipidos em realgdo ao substrato (Y ), de
lipidos em relagdo a biomassa (Y ), produtividade de lipidos acumulados (produtividade) e K,a inical (K_a).
Valores médios (n=3) * erro padrdo, numa linha valores com a mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

Em analise a Figura 11, verifica-se que a adicdo de n-dodecano no meio de
crescimento diminui a fase de laténcia. A fase exponencial esta fortemente condiciona
pela presenca de azoto e quanto este atinge valores limitantes a levedura reduz
drasticamente a divisdo celular, canalizando a glucose para a biossintese de lipidos e
posterior acumulacdo lipidica®™®. Esta ocorréncia é verificavel na Figura 11, sendo
completamente transversal a adicdo de n-dodecano. A acumulacdo de lipidos é
intensificada na fase estacionaria de crescimento, ap6s a fase de crescimento ativo
cessar. No final da fase estacionaria, aproximadamente 130 h de cultura, os lipidos
acumulados comecam a ser consumidos, este acontecimento poderd estar relacionado
com a escassez da fonte de carbono.

Analisando a Figura 11 e a Tabela 3, observa-se que as culturas crescidas na
presenca de n-dodecano apresentaram maior crescimento, através do aumento na
concentracdo de biomassa e uma maior acumulagdo lipidica, relativamente & cultura
sem adicéo do vetor de oxigénio. Este vetor, o n-dodecano, aumenta a solubilidade do

oxigénio em solucdes aquosas, relativamente a agua, o que implica que haja uma maior
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quantidade de oxigénio disponivel para as células. Neste caso, 0 oxigénio disponivel
poderd influenciar fortemente o crescimento celular, devido ao metabolismo da R.
toruloides ser estritamente aerobio, o que se refletiu num aumento consideravel da taxa
especifica de crescimento chegando a um maximo de 0,0672 h™ na presenca de 1 % n-
dodecano (Tabela 3). Outro aspeto influenciado, pela maior disponibilidade de
oxigénio, foi a producdo de biomassa que atingiu um méximo de 2,850 g/L com 2 % n-
dodecano. Num crescimento, uma maior producdo de biomassa, podera refletir-se num
elevado consumo de glucose. Assim na auséncia de n-dodecano 28 % da glucose inicial
ndo foi consumida, enquanto que na presenca de 2% de n-dodecano a quantidade de
glucose foi residual (Tabela 3). Pensa-se que tal facto possa ser explicado, uma vez que
os metabolismos celulares tém uma elevada exigéncia de oxigenio e a presencga de n-
dodecano aumenta a acessibilidade de oxigénio para as células, induzindo a uma maior
atividade metabodlica e consequentemente ao aumento do consumo de glucose.

Na presenca 2 % n-dodecano a concentracdo de lipidos alcancou um méximo de
1,447 g/L. O mecanismo de acumulacgdo lipidica de leveduras oleaginosas, como a R.
toruloides, tem um alto requisito de oxigénio. Sendo exemplo disso a producdo de
citrato, percursores da biossintese de lipidos, para a formacédo de duas moles de citrato
s30 consumidas, pela célula, trés moles de oxigénio®. Este mecanismo também requer
grandes quantidades de energia sendo esta proveniente da respiracao celular'*336+,

Na avaliacdo do efeito do vetor de oxigénio no meio de cultura os rendimentos
sdo importantes indicadores, nomeadamente o rendimento correspondente a producéo
de lipidos em funcdo da biomassa produzida (Y ) que atingiu um valor maximo de
0,6194 g Jipidos/d biomassa COM 1 % n-dodecano, ou seja 61,94 % (p/p) do peso da sua
biomassa € constituida por lipidos. Este dado corrobora a influéncia positiva da adicao
de n-dodecano, assim como o consumo eficiente da fonte de carbono para a biossintese
e acumulacdo de lipidos pela R. toruloides CECT 1499. O rendimento Y | esta muito
proximo dos valores obtidos na literatura, variando estes entre 58,3 e 67,5 %°°%"°".

O tempo em que é alcancado o méximo de lipidos acumulados diminuiu
aproximadamente 10 horas, com a adi¢cdo do vetor de oxigénio, 0 que juntamente com
uma maior acumulacg&o lipidica proporciona um aumento de mais de 150 % do valor da
produtividade, aumentando de 0,00711 g/L.h, sem adi¢éo de vetor, para 0,01173 g/L.h ,
com 2 % de n-dodecano (Tabela 3).

No entanto, os valores de K,a sdo contraditérios, ou seja, a adicdo de n-

dodecano provoca uma diminuicdo do K a o que indica que a taxa transferéncia de
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oxigénio 0 meio aquoso € menor. Como referido anteriormente, no ponto 3.2.2 0 K, a
ndo € o parametro o mais indicado para classificar o impacto dos vetores de oxigénio,
no fornecimento de oxigénio as células®. E também de salientar que 0 mecanismo mais
plausivel de transporte de oxigénio da fase gasosa para as celulas é a adsorcao do vetor
de oxigénio na superficie da bolha de ar, ocorrendo primeiramente a transferéncia de

oxigénio do vetor para a célula e s6 depois através do meio de cultura’®""%,

Noutro trabalho®

, realizado no LEBA, o n-dodecano influenciou negativamente
os valores de Ka, contudo os parametros de crescimento apresentaram melhorias.

Em termos gerais a adicdo de n-dodecano em baixas concentracbes melhora a
capacidade da R. toruloides CECT 1499 em produzir e acumular de lipidos

intracelulares.

3.3.2 Otimizagdo da geometria e nuamero de

dispersor e arejamento na acumulacao lipidica

De forma a compreender melhor a influéncia do oxigénio na producdo e
acumulacdo de lipidos, realizou-se um estudo em reator bioldgico STR de 2 L, com um
volume util de 1,5 L, em que foi utilizado um arejamento de 0,75 vvm através de dois
dispersores porosos em simultaneo, com um Kia de 60,474 h™. A alteracdo da
geometria do dispersor e taxa de arejamento foi baseada nos valores de K,a
provenientes do ponto 3.2.2, em que se verificou que com a juncdo de dois dispersores
porosos e 0 aumento do caudal de arejamento se obtinha um K, a mais elevado.

O reator foi operado com agitacdo de 200 rpm e temperatura de 30 + 1 °C. O
crescimento celular iniciou-se com uma concentracdo celular de 10’ células/ml, as
preparacdes dos pré-indculos assim como das composicdes dos meios estdo descritos
nos capitulos 2.2 e 2.1.3 respetivamente. Foram igualmente efetuadas analises para a
quantificacdo dos parametros de crescimento celular e de acumulacdo lipidica (capitulo
2.2.2).

A Figura 12 representa os perfis de acumulagdo lipidica e crescimento celular da
levedura na presenca de dois dispersores porosos e um arejamento de 0,75 vvm. Na
Tabela 4 s8o representados os pardmetros do crescimento celular e acumulagdo de
lipidos. Os resultados obtidos sdo comparados com a cultura crescida com apenas um

dispersor poroso e um arejamento de 0,5 vvm.
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Figura 12. Perfil de crescimento e de acumulagdo lipidica da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499. (A)
arejamento de 0,5 vvm através de um dispersor poroso. (B) arejamento de 0,75 vvm através de dois dispersores
porosos em simultaneo. O crescimento decorreu durante 168 h, em reator biolégico STR 2L, a 30 °C e 200 rpm.

Tabela 4. Parametros de crescimento da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499, com diferentes geometrias
de dispersor em reator biolégico STR 2 L, a 30 °C e 200 rpm.

Arejamento
0,5 wm’ 0,75 wm
u(hH 0,0443 +0,0044 ° 0,0845 + 0,0089
X max (9/L) 2,078 +0,039 " 2,412 +0,098°
Lipidos max (/L) 0,936 + 0,061 0,991 + 0,005
t 1ipidos max () 131 138
Glucose residual (%0) 27,86 22,58
Y ws (9/9) 0,0973 + 0,0074 2 0,1256 + 0,0179
Y us (9/9) 0,0887 + 0,0079 0,1122 +0,0148 2
Y Lix (9/9) 0,4275 + 0,0604 ° 0,6091 + 0,0441 2
Produtividade (g/L.h) 0,00711 # 0,00046 ® 0,00712 + 0,00004
Kia (h™) 34,512 + 0,700 ° 60,474 + 0,497 °

* Arejamento através de um dispersor poroso, dados do capitulo 3.3.1 Tabela 3.

** Arejamento através de dois dispersores porosos em simultaneo

Valores de taxa especifica de crescimento (L), concentracdo maxima de biomassa (X ), concentragdo maxima de
lipidos acumulados (Lipidos ), tempo de obtengdo do maximo de lipidos acumulados (t lipidos ma), glucose
residual, rendimento de biomassa relativamente ao substrato (Y ), de lipidos em relagdo ao substrato (Y ), de
lipidos em relagdo a biomassa (Y ), produtividade de lipidos acumulados (produtividade) e K a inical (K a).
Valores médios (n=3) * erro padrdo, numa linha valores com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

As curvas de crescimento da Figura 12, vém reforgar resultados ja discutidos no
capitulo 3.3.1 , nomeadamente o inicio da acumulacdo lipidica estar intimamente

relacionado com a escassez da fonte de azoto®™®

, que ocorre ap6s 20 h de cultura.
Assim como o consumo de lipidos no final da fase estacionaria estar relacionado com a

escassez da fonte de carbono.
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A alteracdo da geometria do dispersor e arejamento resultou numa assimilagédo
de glucose pelas células mais acentuada, verificando-se uma reducdo da glucose
residual de 27,86 % para 22,58 %, refletindo-se este valor no aumento da producdo de
biomassa, concomitante com a maior oxigenacdo da cultura no reator com dois
dispersores (0,75 vwm), pelo que a glicolise e subsequente a atividade respiratoria estaria
mais intensa.

Neste ensaio, assim como no ensaio com n-dodecano (ponto 3.3.1 ) a fase
estacionaria foi antecipada 7 h, relativamente a cultura com apenas um dispersor e
arejamento de 0,5 vvm. Este fator poderd dever-se a otimizacdo da geometria do
dispersor e arejamento proporcionar um maior fornecimento de oxigénio a célula,
deixando este parametro de limitar o crescimento celular, sendo apenas a escassez de
azoto a limita-lo, uma vez que este € residual nesta fase.

A alteracdo de um dispersor poroso com um arejamento de 0,5 vvm para dois
dispersores porosos em simultdneo com um arejamento de 0,75 vvm, proporcionaram
valores de K a superiores, de 34,512 h™ para 60,474 h™, respetivamente (Tabela 4), o
que significa uma menor resisténcia a transferéncia de oxigénio, sendo por isso o
oxigénio consumido restituido mais rapidamente’, resultando numa taxa especifica de
crescimento e biomassa maxima produzida de 0,0845 h™ e 2,412 g/L, respetivamente.
Neste caso, a biomassa produzida estd dependente da quantidade de azoto disponivel,
mas também com a disponibilidade de oxigénio existente no meio.

A concentracdo maxima de lipidos produzidos, ndo apresenta uma melhoria
significativa. No entanto é de notar que, com a otimizacdo da geometria e taxa de
arejamento, os lipidos acumulados representam 60,9 % (p/p) do peso da biomassa total,
enguanto que sem otimizacdo apenas 42,7 % (p/p) da biomassa sdo lipidos, o que
significa que houve maior acumulacéo por grama de biomassa.

Embora os rendimentos Y yse 'Y s, Sejam estatisticamente idénticos, os valores
obtidos com os dois dispersores e aumento do arejamento sdo superiores (0.0973 e
0.0887 g/g, respetivamente) aos obtidos com apenas um dispersor e arejamento de 0,5
vwm (0.1256 e 0.112 g/g, respetivamente), como se pode observar na Tabela 4. O
rendimento de producéo de lipidos relativamente & biomassa é igualmente superior, 0,61
g 1ipidos/d biomassa, re€lativamente ao ensaio com um dispersor, observando-se um
incremento de 30 % na acumulacdo lipidica. O que sugere que 0 mecanismo de

acumulacdo lipidica € influenciado pela disponibilidade de oxigénio.
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Este ensaio juntamente com o ensaio do ponto 3.3.1, permitem afirmar que uma
maior disponibilidade de oxigénio aparenta melhorar a eficiéncia, da R. toruloides

1. teve conclusdes

CECT 1499, em acumulacdo de lipidos intracelulares. Li et a
semelhantes sobre a influéncia da disponibilidade de oxigénio na producdo e

acumulacdo de lipidos intracelulares da R .toruloides.

3.3.3 Efeito do vetor de oxigénio e da geometria e
namero de dispersor no crescimento e na

acumulacao lipidica

Com base nos resultados obtidos anteriormente, no que diz respeito a influéncia
do n-dodecano (ponto 3.3.1 ) e da melhoria da geometria do dispersor e caudal de
arejamento (ponto 3.3.2 ) na transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a célula,
observou-se uma melhoria no crescimento e acumulagdo lipidica da levedura. Foi
realizado um ensaio que combina essas duas abordagens, com vista a melhorar a
producdo e acumulacéo de lipidos através de uma maior disponibilidade de oxigénio.

O reator foi operado com agitacdo de 200 rpm, temperatura de 30 £ 1 °C,
arejamento de 0,75 vvm através de dois dispersores porosos e na presenca de 1% n-
dodecano. O crescimento celular iniciou-se com uma concentracdo celular de 10’
células/ml, as preparacGes dos pré-indculos assim como das composi¢des dos meios
estdo descritos nos capitulos 2.2 e 2.1.3 respetivamente. Foram efetuadas analises para a
quantificacdo dos pardmetros de crescimento celular e de acumulacdo lipidica, como
descrito no capitulo 2.2.2 .

O critério de escolha em utilizar 1 % (v/v) de n-dodecano em vez de 2 % (v/v)
baseou-se nos parametros obtidos no capitulo 3.3.1 (Tabela 3), nomeadamente no
rendimento correspondente a producdo de lipidos em funcdo da biomassa produzida.
Por fim, e ndo menos importante, foi necessario ter em conta o custo relativamente alto
dos vetores de oxigénio. Numa escala industrial para que 0 processo seja
economicamente vidvel o vetor devera ser utilizado numa concentracdo mais baixa
possivel.

A Figura 13 representa os perfis de acumulacéo lipidica e crescimento celular e
na Tabela 5 estdo representados os pardmetros do crescimento celular e acumulacéo de

lipidos.
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Figura 13. Perfil de crescimento e de acumulagdo lipidica da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499. (A)
1% n-dodecano e arejamento de 0,5 vvm através de um dispersor poroso. (B) sem adi¢do de n-dodecano e arejamento
de 0,75 vvm através de dois dispersores porosos em simultaneo. (C) 1% n-dodecano e arejamento de 0,75 vvm atraves
de dois dispersores porosos em simultaneo O crescimento decorreu durante 168 h, em reator bioldgico STR 2L, a 30
°C e 200 rpm.

Tabela 5. Pardmetros de crescimento da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499, com diferentes geometrias
de dispersor na presenca de diferentes concentragdes de n-dodecano em reator biolégico STR 2 L, a 30 °C e 200 rpm.

Arejamento
0,5 vwm 0,75 vwm
n-dodecano 1% (vIv)* 0 % (vIiv)** 1 % (v/V)
u(h™ 0,0672 +0,0075% | 0,0845+0,0089% | 0,0845 + 0,0077 *
X max (9/L) 2,254 + 0,034 ° 2,412 +0,098 " 2,678 + 0,064 °
Lipidos max (9/L) 1,042 + 0,006 " 0,991 + 0,005 ° 1,634 +0,017°
t lipidos max (h) 121 138 122
Glucose residual (%0) 12,78 22,58 8,30
Y ws (9/9) 0,1270+0,0173% | 0,1256 +0,0179°* | 0,1312 +0,0302
Y us (9/9) 0,0935 +0,0048° | 0,1122 +0,0148% | 0,1278 +0,0096
Y Lx (9/9) 0,6194 +0,02712 | 0,6091 +0,0441° | 0,7301 + 0,0603 ?
Produtividade (g/L.h) | 0,00862 + 0,00004 ° | 0,00712 + 0,00004 ¢ | 0,01345 + 0,00014°
Kia (h™) 28,477+0,490° | 60,474+0,497% | 48,079+0,772°

* Arejamento através de um dispersor poroso, dados do capitulo 3.3.1, Tabela 3
** Arejamento através de dois dispersores porosos em simultaneo, dados do capitulo 3.3.2 , Tabela 4

Valores de taxa especifica de crescimento (1), concentracdo maxima de biomassa (X ), concentragdo maxima de
lipidos acumulados (Lipidos ), tempo de obtengdo do maximo de lipidos acumulados (t lipidos ma), glucose
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residual, rendimento de biomassa relativamente ao substrato (Y ), de lipidos em relagdo ao substrato (Y ), de
lipidos em relagdo a biomassa (Y ), produtividade de lipidos acumulados (produtividade) e K,a inical (K_a).
Valores médios (n=3) + erro padrdo, numa linha valores com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de
acordo com o teste Student-Newman-Keuls (P<0.05).

As curvas de crescimento da Figura 13, possuem perfis de crescimento
semelhantes, verifica-se que ndo possuem fase de adaptacdo, a fase exponencial em (C)
é mais prolongada em aproximadamente 10 h. E também visivel um consumo de
glucose mais acentuado até ao esgotamento total, cerca das 90 h. Apo6s a fase
exponencial, observa-se uma desaceleracdo do crescimento e o inicio da acumulacéo
lipidica, a producdo maxima de lipidos ocorre no final da estacionéria, entre as 120 e
140 h de cultura. A juncdo de abordagens ndo apresenta melhorias nos parametros de
crescimento celular, sendo esta afirmacdo corroborada pelas Figura 13 (B) e (C) e
também pelos dados apresentados na Tabela 5, nomeadamente a taxa especifica de
crescimento e biomassa maxima 0,0845 h™ e 2,678 g/L, respetivamente. Sendo estes
valores similares aos obtidos com a otimizacdo da geometria do dispersor e taxa de
arejamento, 0,0845 h™ e 2,412 g/L, taxa especifica de crescimento e biomassa méaxima,
respetivamente A adi¢cdo de n-dodecano 1% (v/v) no ensaio realizado com dois
dispersores e arejamento de 0,75 vvm prefigurou uma acumulacdo de lipidos
praticamente linear ao longo das fases exponencial e estacionaria de crescimento,
atingindo o valor lipidico mais elevado (1,634 g/L). E aparente que a partir deste valor a
fonte de carbono, ja esgotada, conduziu a que os lipidos fossem consumidos como fonte
de carbono.

O efeito desta combinacdo influenciou a producdo de biomassa e producdo de
lipidos, sendo estes estatisticamente diferentes, relativamente aos restantes ensaios
apresentados na Tabela 5. Também, o rendimento de lipidos acumulados em relacdo a
biomassa foi superior com um valor de 73,01 % (p/p) da sua biomassa.

Como discutido anteriormente nos pontos 3.3.1 e 3.3.2, 0 Kia, ndo é o
parametro mais indicado para classificar o fornecimento de oxigénio as células, na
presenca de vetores de oxigénio®. Este facto podera dever-se aos mecanismos
envolvidos nos processos de transferéncia de massa de oxigénio ndo serem mensuraveis
através do K a, nomeadamente se a transferéncia de massa de oxigénio ocorrer
diretamente do vetor para a célula’®""®%, Uma das hipéteses que poderia ser levantada
era o vetor de oxigenio, que ¢ um hidrocarboneto, ser consumido pela levedura

aumentando assim a acumulacao de lipidos, contudo a R. toruloides apresenta elevada
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afinidade para com a glucose®?®

, sendo o substrato preferencial da maior parte dos
microrganismos. Em todos os ensaios € verificavel que quando a glucose se torna
limitante os lipidos acumulados sdo consumidos pela levedura.

Estes dados juntamente com os dados obtidos nos pontos 3.3.1 e 3.3.2 fornecem
fortes indicacdes de que oxigénio é um fator decisivo na producdo e acumulacdo de
lipidos na levedura R.toruloides e que o vetor de oxigénio, n-dodecano, contribuiu para

0 aumento de acessibilidade do oxigenio no meio de reacéo.

3.3.4 Influéncia do controlo de pH na acumulacgéo

lipidica

Os ensaios anteriores permitem verificar a influéncia do oxigénio na acumulagéo
de lipidos intracelulares, pela R.toruloides CECT 1499. A adicdo de n-dodecano ao
meio de cultura em baixas concentracdes, a otimizacdo da geometria do dispersor e taxa
de arejamento promovem uma maior disponibilidade de oxigénio a célula,
consequentemente aumenta a producdo e acumulacdo de lipidos. Contudo a
produtividade e o rendimento de lipidos produzidos em relacdo ao substrato produzido
sdo inferiores aos encontrados na literatura®®*"°".

A baixa produtividade e rendimento possivelmente estdo relacionados com a
sintese e excrecdo de acido citrico. Este acido é um dos intermediarios na producdo de
lipidos, sendo sintetizado no ciclo de Krebs para a formacdo de acetil- CoA™®%40,
Quando existem elevadas concentraces intracelulares de citrato a celular excreta-o para

2241 acidificando o meio.

0 meio extracelular

Em todos os ensaios anteriormente referidos, o pH do meio baixava de 5,5 para
aproximadamente 3.48, nas primeiras 24 horas. O intervalo de pH 6timo, para leveduras
oleaginosas, esta entre 4 e 7°°. Segundo Gill et al.®, o efeito do pH na acumulagéo e
composicdo lipidica € minimo.

No entanto, para identificar mais concretamente a influéncia da manutengéo do
pH a 5,5 na acumulacdo de lipidos intracelulares pela R.toruloides CECT 1499, foi
realizado um ensaio em reator biolégico STR de 2 L com controlo de pH ao longo do
tempo de cultura, mantendo o pH a 5,5.

O crescimento celular iniciou-se com uma concentragdo celular de 10’

células/ml, as preparacGes dos pre-indculos assim como das composi¢ées dos meios
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estdo descritos nos capitulos 2.2 e 2.1.3 respetivamente. Efetuaram-se analises para a
quantificacdo dos parametros de crescimento celular e de acumulacdo de lipidos
(capitulo 2.2.2).

O reator bioldgico foi operado a uma agitacdo de 200 rpm, a uma temperatura de
30 £ 1 °C e com um arejamento de 0,75 vvm através de dois dispersores porosos em
simultdneo e com adicdo de 1 % (v/v) n-dodecano. O pH foi controlado através da
adicdo de 5M NaOH ou 5M HCI.

Na Figura 14 e Tabela 6 estdo representados os perfis e parametros,
respetivamente, de acumulacao lipidica e crescimento celular.
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Figura 14. Perfil de crescimento e de acumulacéo lipidica da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499. (A)
sem correcao de pH. (B) com corre¢do de pH para 5,5. O crescimento decorreu durante 168 h, em reator biolégico
STR 2L, a 30 °C, 200 rpm e 0,75 vvm através de dois dispersores porosos em simultaneo.

Tabela 6. Parametros de crescimento da levedura Rhodosporidium toruloides CECT 1499, com e sem controlo de pH
com adicdo de 1% n-dodecano, em reator bioldgico STR 2L, a 30 °C, 200 rpm e 0,75 vvm através de dois dispersores
porosos em simultaneo.

1 % n-dodecano
Sem controlo de pH* Com controlo de pH
u(h™ 0,0845 + 0,0077 * 0,1087 + 0,0091 ®
X max (9/L) 2,678 + 0,064 ° 5,010 + 0,047 2
Lipidos max (9/L) 1,634 +0,017 " 2,232 + 0,055
t lipidos max (h) 122 43
Glucose residual (%) 8,30 2,97
Y ws (9/9) 0,1312 +0,0302 ° 0,2321 +0,0210°
Y us (9/9) 0,1278 + 0,0096 ° 0,1867 + 0,0193
Y i (9/9) 0,7301 + 0,0603 * 0,7554 + 0,0639 *
Produtividade (g/L.h) 0,01345 + 0,00014 ° 0,05296 + 0,00108 *

*Dados provenientes do capitulo 3.3.3 Tabela 5
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Valores de taxa especifica de crescimento (U), concentragdo maxima de biomassa (X ), concentragdo maxima de
lipidos acumulados (Lipidos ), tempo de obtengdo do maximo de lipidos acumulados (t lipidos ma), glucose
residual, rendimento de biomassa relativamente ao substrato (Y s), de lipidos em real¢do ao substrato (Y ), de
lipidos em relacdo a biomassa (Y ) e produtividade de lipidos acumulados (produtividade). Valores médios (n=3) +
erro padréo, numa linha valores com a mesma letra ndo sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste Student-
Newman-Keuls (P<0.05).

Analisando as curvas de crescimento da Figura 14, verifica-se que ambos 0s
crescimentos celulares em reator biologico da levedura R. toruloides, com e sem
controlo de pH, tém consumos de glucose e perfis de crescimento semelhante, sem fase
de laténcia, fase exponencial de aproximadamente 30 h. Ambos os ensaios entram em
total fase estacionaria, apds a escassez da fonte de azoto.

A escassez de glucose, por sua vez forca as células a consumir os lipidos
acumulados, sendo verificvel na Figura 14 (B) as 80 h de cultura.

No ensaio em que houve controlo do pH a 5,5, 0 maximo de concentracdo
lipidica foi antecipado cerca de 79 h, atingindo-se 0 maximo as 43 h enquanto que na
cultura sem controlo de pH foi apenas as 122 h de cultura. Em termos de implementacéo
em maior escala, este aspeto é de extrema importancia, reduzindo significativamente a
durag&o do ciclo produtivo.

O controlo do pH promove maiores producdes de biomassa e lipidos,
aumentando a biomassa para perto do dobro, atingindo um valor méximo de 5,010 g/L e
aumentando a producédo de lipidos em cerca de 27 %, com um valor maximo de 2,232
g/L (Tabela 6).

A produtividade aumentou em cerca de quatro vezes, passando de 0,014 para
0,053 g/L.h, com o controlo de pH a 5,5. Outro dos parametros influenciados pela
correcdo de pH, ao longo da cultura, foi o rendimento da biomassa produzida em funcgéo
do substrato consumido (Yys) com valores de 0,2321 g biomassa/ 9 substrato- O rendimento
de lipidos produzidos em ralacdo ao substrato consumido (Y s) também apresenta
valores superiores, com a corre¢éo de pH, aumentando de 0,1278 para 0,1867 g iipidos/ 9
substrato, €Ste valor esta proximo dos valores observados na literatura, variando estes entre
0,173 € 0,230%37°2538L g | i0s | G substrato-

Contudo a da correcdo de pH nao interferiu no rendimento de lipidos produzidos
em funcéo da biomassa produzida (Y ) sendo valor obtido neste ensaio, 0,7554 ¢ jipidos
! 9 biomassa, 1déntico ao obtido sem correcéo de pH, 0,7301 g iipidos / 9 biomassa- Apesar da

retificacdo do pH né&o interferir no Y, 0 valor obtido é superior aos encontrados em

49



RESULTADOS E DISCUSSAO

alguns estudos efetuados com diferentes estirpes de R.toruloides, que variam entre 0,56
e 0,6836'37'52'53'61 g Il'pidOS/ g biomassa-

O controlo do pH do meio de cultura é benéfico no crescimento celular. Esta
influéncia positiva pode dever-se ao facto de o pH do meio, quando néo se encontra na
zona Otima do pH fisioldgico da célula, poder promover uma pressdo osmotica mais
elevada, forcando a célula a um maior dispéndio de energia, devido a ativacdo de varias
bombas de protdes para a hidrolise de ATP e equilibrio do pH intracelular. Estas
bombas permitem que a composicdo iénica e o pH intracelular se mantenham
constantes**. Com o controlo de pH a célula ndo necessita de despender quantidades
elevadas de energia nestes mecanismos, canalizando-a para outras vias metabdlicas,
como sendo a sintese de lipidos.

Porém, o controlo de pH ao longo do crescimento celular ndo exerceu qualquer
tipo de influéncia a nivel de acumulacéo de lipidos, o rendimento Y € semelhante com
e sem controlo de pH. Este resultado é corroborado pelos estudos realizados por Brown

107
.10

et a e Ratledge'®, demonstrando que meios de cultura com pH A&cidos ou

ligeiramente acidos favorecem a acumulacéo lipidica.

3.4 Analise do perfil de acidos gordos

A extracdo dos lipidos intracelulares foi efetuada com base no método de Folch
et al.’®, descrito no ponto 2.4.6 Para que seja possivel analisar o perfil de &cidos
gordos por HPLC é necessario hidrolisar os triglicéridos obtidos na extragcdo. O método
utilizado na hidrélise é baseado no método DGF-Einheitsmethoden modificado®,
descrito no ponto 2.4.7

Os perfis lipidicos analisados foram os dos crescimentos celulares com controlo
de pH com 1% de n-dodecano, 0,75 vvm e dois dispersores porosos em simultaneo. E
necessario ter em conta que estas extragdes ocorreram no final do crescimento e ndo
quando se obteve o maximo de lipidos intracelulares. Segundo Turcotte e Kosaric'®, o
perfil lipidico altera-se com o decorrer da cultura, sendo produzidos e acumulados mais
lipidos saturados com o aumento da idade da cultura.

Na Tabela 7 estdo representados os acidos gordos maioritarios em termos de

composicao percentual (p/p).
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Tabela 7. Perfil de acidos gordos da levedura R.toruloides CECT 1499 no final dos crescimentos celulares em
comparacgao com o perfil de acidos gordos que constituem outros 6leos e outras estirpes.

Perfil de acidos gordos (%o, p/p)

Palmitico | Estearico Oleico Linoleico | Outros
(16:0) (18:0) (18:1) (18:2)

R.toruloides CECT 1499 * - 8,07 58,73 21,34 11,85
R.toruloides CECT 1499 ° - 2,74 61,54 24,63 11,09
R.toruloides CECT 1499” © - 7,09 63,89 21,78 7,24
R.toruloides DMKU3-TK16>“ [ 22 49 14,56 41,54 15,12 6,29

R-toruloides Y4°'® 26,40 5,50 61,50 3,10 3,5

Oleo de milho™ 11,80 2,00 24,80 61,30 0,10

Oleo de palma™ 35,00 7,00 44,0 14,00 -
Oleo de colza™ 3,50 0,9 64,10 22,30 9,20
Oleo de soja™ 13,90 2,10 23,20 56,20 4,60

 Crescimento celular com controlo de pH com adico de 1% n-dodecano, em reator bioldgico STR 2L , a 30 °C, 200
rpm e 0,75 vvm através de dois dispersores porosos em simultaneo (capitulo 3.3.4 ).

P Crescimento celular com adigio de 1% n-dodecano, em reator biolégico STR 2L , a 30 °C, 200 rpm e 0,75 wm
atraveés de dois dispersores porosos em simultaneo (capitulo 3.3.3).

¢ Crescimento celular em reator biolgico STR 2L , a 29 °C, 200 rpm e 0,5 vvm através de um dispersor poroso.
¢ Crescimento celular em erlenmeyer de 250 mL, a 30 °C e 150 rpm.
¢ Crescimento celular em erlenmeyer de 250 mL, 30 °C e 200 rpm.

Em andlise ao perfil de &cidos gordos dos lipidos obtidos nas culturas de
R.toruloides CECT 1499*" (Tabela 7) verifica-se que, com uma variagdo minima entre
as percentagens, em que os acidos gordos maioritarios sdo o acido oleico e linoleico.
Contudo, o perfil de acidos gordos da R.toruloides CECT 1499*° podera estar incorreto
devido ao tempo de retencdo dos padrGes de acido palmitico e oleico serem muito
préximo, 10.62 e 10.54 mim, respetivamente. Ambas as amostras provenientes dos
ensaios, tém tempos de retencdo de 10.55 mim, assumindo assim que se trata do acido
oleico.

A diferenca obtida entre as culturas com e sem controlo de pH, R.toruloides
CECT 1499%°, podera dever-se ao pH do meio de cultura ser diferente e poder induzir a
formacdo de diferentes &cidos gordos, devido as variacbes de pH do meio. Segundo
Kraisintu et al.>*, a temperatura, oxigénio, substrato e pH, influenciam a eficiéncia com
que os lipidos s&o acumulados, verificando-se um aumentando no acido estearico e uma

diminuicdo dos &cidos oleico e linoleico.
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A adicdo do vetor de oxigénio, R.toruloides CECT 1499°¢, também provocou
alterac6es no perfil de &cidos gordos. A diferenca obtida podera dever-se a presenca do
n-dodecano, quando este é adicionado influencia a transferéncia de massa de oxigenio e
como consequéncia o perfil de &cidos gordos.

O é&cido palmitico ndo foi detetado nos crescimentos de R.toruloides CECT
1499*P¢, contudo est4 presente nos crescimentos de R.toruloides DMKU3-TK16% e
Y4%  similarmente o 4cido linoleico est4 presente em baixas quantidade no crescimento
de R.toruloides Y4% e em maiores quantidades nas restantes. Em ambos os estudos
efetuados pelos autores acima referidos, as condi¢Ges de cultura e operacdo sdo
diferentes, nomeadamente no crescimento de R.toruloides Y4*' a acumulacdo é
provocada pela escassez de fésforo. Como referido anteriormente o perfil de acidos
gordos das leveduras oleaginosas depende da espécie e das condicdes de crescimento™.

Na Tabela 7 estdo presentes varios 0leos utilizados na producdo de biodiesel,

109 nalmeira'®, colza'? e soja’'®, o perfil de 4cidos gordos do 6leo de

6leo de milho
colza é similar ao perfil da R.toruloides CECT 1499, podendo assim sugerir-se que 0s

lipidos produzidos por esta levedura séo indicados para a producéo de biodiesel.
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4. CONCLUSAO

A producdo e acumulacdo de lipidos intracelulares requerem um estudo
extensivo de todos 0os mecanismos intervenientes no processo. A escolha de um meio de
cultura adequado e de baixo custo, assim como a otimizacdo das condicdes
operacionais, sdo fatores a ter em conta quando se inicia um processo de producdo e
acumulacdo de lipidos intracelulares microbianos.

Neste trabalho estudou-se a influéncia do aumento da transferéncia de massa de
oxigénio no crescimento celular e na acumulacéo de lipidos pela levedura R.toruloides
CECT 1499, crescida em reator biolégico (STR) de 2 L. Para isso, foram tracadas
estratégias de forma a aumentar a acessibilidade e disponibilidade de oxigénio as células
e avaliar o efeito deste na acumulagdo lipidica.

O aumento da transferéncia de massa de oxigénio, para que nao se torne
limitante para a levedura e promova a producdo e acumulacéo lipidica intracelular, foi
otimizado usando trés parametros operacionais, 0 nimero e geometria dos dispersores,
assim como o caudal de arejamento. Conjugaram-se dois dispersores porosos e
aumentou-se o caudal de arejamento, estas alteracGes no desenho e condicdes
operacionais do reator resultaram num aumento dos valores de K, a para cerca do dobro.
Esta taxa de transferéncia de massa de oxigénio mais elevada, por sua vez, promoveu 0
aumento da biomassa e a acumulacdo de lipidos ao longo da curva de crescimento,
sendo estes resultados similares aos obtidos na presenca de 1 % (v/v) n-dodecano, 0,5
vvm e um dispersor poroso, relativamente a acumulacdo lipidica. Os resultados obtidos
com esta abordagem sugerem que o oxigénio é um fator importante na producao e
acumulacdo de lipidos, sendo a levedura oleaginosa R.toruloides dependente da
presenca deste elemento para uma producdo e acumulacdo lipidica mais eficiente. Este
facto é explicado pelo seu metabolismo ser estritamente aerébio?%,

Uma outra estratégia para intensificar a disponibilidade de oxigénio as células
foi a adicdo de diferentes concentracdes de n-dodecano, hidrocarboneto saturado em que
0 oxigénio apresenta alta solubilidade comparativamente com a agua. Funcionando
como vetor no transporte do oxigénio para o meio de cultura, fase liquida, e
subsequentemente para a célula, fase sélida. Verificou-se que este vetor de oxigénio

promove aumento do conteddo lipidico intracelular e da biomassa produzida.
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Embora as duas abordagens anteriores tenham mostrado um aumento na
acumulacdo de lipidos, decidiu-se conjugar o aumento do nimero e geometria de
dispersores e taxa de arejamento com a adi¢do de n-dodecano a cultura de R.toruloides.
Esta nova estratégia permitiu a levedura acumular e produzir maiores quantidades de
lipidos comparativamente as quantidades alcangadas pelas abordagens individualmente,
obtendo-se a acumulacgéo de lipidos mais elevada.

O controlo do pH do meio de cultura a 5,5 mostrou ser igualmente importante
para que o processo de crescimento celular e acumulacdo de lipidos intracelulares fosse
mais rapido e eficiente. Os parametros relacionados com o crescimento celular
apresentaram melhorias com o controlo do pH a 5,5, sendo também a producdo e
acumulacdo lipidica influenciada de forma positiva. Porém a capacidade de acumulacéo
de lipidos ndo apresentou melhorias, o rendimento de lipidos produzidos por unidade de
biomassa produzida foi muito similar com e sem o controlo do pH.

Em termos de resultados globais deste trabalho, pode concluir-se que a levedura
R. toruloides CECT 1499 é fortemente condicionada pela presenca de oxigénio,
particularmente na biossintese de lipidos. As alteraces do nimero e geometria do
dispersor e do caudal de arejamento oferecem uma valiosa contribuicdo para o aumento
da transferéncia de massa de oxigénio. Por sua vez, o uso de n-dodecano como vetor de
oxigénio aumenta a acessibilidade e disponibilidade de oxigénio. Ambas contribuindo

para uma maior producdo e acumulacdo de lipidos intracelulares.
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5. PERSPETIVAS FUTURAS

Como perspetivas futuras e de forma a completar e clarificar alguns pontos deste

trabalho, seria importante:

Realizar mais ensaios variando as condi¢Oes de agitacdo e a tipo de
agitadores, uma vez que apenas a foram otimizadas as condi¢cdes de
arejamento e geometria do dispersor.

Comprovar o efeito da oxigenacdo através do monitoramento do
consumo de oxigénio.

Explorar com maior detalhe o efeito do pH.

Mantendo o racio C/N constante, aumentar a quantidade de fonte de
carbono e a de azoto, de forma a que a fonte de carbono nédo entre em
niveis limitativos condicionando a producao de biomassa.

Avaliar a producdo de 6leos a outros produtos de elevado valor, como

por exemplo a produgéo de carotenoides, pigmentos de elevado valor.
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ANEXOS

Anexo |.  Preparacédo da infusdo de Batata

Tal como foi referido no ponto 2.1.3 a preparacdo da infusdo de batata, foi
efetuada através da adicdo 200 g de batata cortada as fatias em 1 L de agua destilada,
aqueceu-se lentamente até ferver, ferveu durante 30 minutos, em seguida filtrou-se a

infusao.

Anexo Il.  Preparacdo do tampdo fosfato salino
(PBS)

Conforme referido no ponto 2.4.5 a solucdo de PBS foi obtida através da juncéo
de duas solucdes, tampéo fosfato e tampdo fosfato de potassio a 10 mM com 0,15M de
Cloreto de potassio.

Tampéo fosfatoa 0,1 M e pH 7:
Adicionar 10,71 g¢/L de fosfato de dipotassio (K2HPO4) e 5,24 ¢/L de
hidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) em 1 L de agua destilada.

Preparacdo da solucdo PBS (tampéo fosfato de potassio a 10 mM com 0,15
M de Cloreto de potassio (KCI):

Para 1 L de solucgéo, adicionar 11,18 g de KCI e 100 mL da solucdo de tampéao
fosfato a 0,1 M em 1 L de &gua destilada.

Anexo I1l. Método de DNS (&cido 3,5-

dinitrossalicilico)

O reagente DNS foi preparado com base em duas solugoes:

Solucéo I: adicionar a quente 5g de &cido 3,5-dinitrossalicilico a 100 mL de

solucdo de hidroxido de sodio.
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Solucdo II: Consiste numa solugédo de tartarato duplo de sodio e potassio (660
g/L).
Adicionar a quente 250 mL da solucéo Il e perfazer o volume de 500 mL.

Procedimento: Adicionar 1 mL de reagente DNS a 1 mL de amostra (diluida de acordo
com a necessidade de encontro na curva padrdo) em tubos de ensaio. Esta mistura é
fervida num banho a 100°C durante 5 minutos, onde ocorrerd, na presenga de agucares
redutores, a reducdo do acido 3,5-dinitrossalicilico a acido 3-amino-5- nitrossalicilico,
com formacdo de um complexo acastanhado. Arrefecer a temperatura ambiente e
adicionar 10 mL de &gua destilada. As leituras no espectrofotometro sdo realizadas a
540 nm, apds agitacdo imediata das amostras.

Anexo V. Curva de calibracdo dos acUcares redutores

Conforme referido no ponto 2.4.3 a quantificacdo dos aclcares redutores foi
efetuada através da curva de calibracdo obtida para o aglcar em estudo. A gama de
concentracdes de glucose encontra-se entre 0 e 1 g/L e as amostras foram efetuadas em

triplicado. Na figura seguinte apresenta-se a curva de calibracdo para a glucose.

0,7

Absorvincia (340nm)
o o o o o
[ %] [¥}] = un [=)]
1 1 1 1 1

=
=
1

=]

o0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentracdo de glucose (g/fL)

Curva padrdo de DNS. Absorvancia a 540 nm para solugdes de glucose com
diferentes concentracdes. Regressdo linear obtida: Y=0,6124X-0,0111; R?=0,999.

Apresentados valores médios +desvio padrdo.
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Anexo V. Curva de calibracéo do azoto

Como referido anteriormente no ponto 2.4.4 a quantificagdo do azoto presente
no meio de cultura foi efetuada através de uma curva de calibracdo pelo método do
fenol-hipoclorito, usando concentracdes diferentes de sulfato de aménia, entre 0 e 1,5
g/L. As amostras foram efetuadas em triplicado, na figura seguinte esta representada a
curva de calibracédo obtida.

0.9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 7
0,4 -
0,3 -
0,2
01 -
o T T T T T T T T
o 20 40 a0 80 100 120 140 160

m}

Absorvincia (625n

Concentracdo de ido amonio (mM)

Curva padrdo da reacdo de fenol-hipoclorito. Absorvéancia a 625 nm para
solucBes de sulfato de amonia com diferentes concentracfes. Reta de regressdo linear
obtida: Y=0,0054X-0,0082; R?*=0,999. Apresentados valores médios +desvio padrio.

Anexo VI. Curvas de calibracdo dos acidos gordos

Para calcular o conteddo em &cidos gordos (%, p/p) presentes em cada amostra,
apos extracdo, foi necessario obter curvas de calibragdo, para isso utilizaram-se quatro
padrdes: acido oleico, acido palmitico, acido linoleico e &cido estearico, diluidos em
cloroformio. Para cada um dos &cidos gordos foi determinada uma curva padrao, usando
concentracdes conhecidas de cada &cido. Na figura seguinte estdo representadas as
curvas padrao obtidas.
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Curvas padrdes para cada &cido gordo, para analise em HPLC, com diferentes
(A) de obtida:
Y=600989X+349838; R?*=0,975, (B) &cido palmitico, reta de regressdo linear obtida:
Y=853174X-153135; R?=0,989, (C) &cido linoleico, reta de regressdo linear obtida:
Y=776771X+246383; R*=0,999 e (D) 4cido oleico, reta de regressdo linear obtida:
Y=541314X-100000; R?*=0,995.

concentracoes. acido estearico, reta regressdo  linear
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