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"Por isso ndo desanimamos. Embora exteriormente estejamos a desgastar-nos,
interiormente estamos sendo renovados dia apds dia, pois 0s nossos sofrimentos leves e
momentaneos estdo produzindo para nds uma gléria eterna que pesa mais do que todos
eles. Assim, fixamos os olhos ndo naquilo que se v&, mas naquilo que néo se V&, pois o

que se Vé é transitorio, mas o que ndo se Vveé é eterno."

2 Corintios 4:16-18
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Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
requisitos necessarios para obtengdo do grau de Quimico Industrial.

APROVEITAMENTO DE GLICEROL BRUTO PARA PRODUCAO
DE LIPIDEOS EM YARROWIA LIPOLYTICA

Raisa de Souza Santos
Dezembro, 2014

Orientadores: Prof? Priscilla Filomena Fonseca Amaral, D.Sc.
Prof® Maria Alice Zarur Coelho, D.Sc.

A alta demanda de energia no mundo industrializado e no setor domeéstico, bem como 0s
problemas de poluicdo causados devido ao vasto uso de combustiveis, tém resultado em
uma crescente necessidade de desenvolver fontes de energias renovaveis como exemplo
o0 biodiesel. Porém, o grande aumento da producdo de biodiesel nos Gltimos anos, tém
gerado enormes quantidades de seu coproduto, o glicerol bruto. Sua aplicacdo seria
diversa se ndo fossem necessarias etapas complexas de purificacdo que elevam
consideravelmente o custo de obtencéo e utilizacdo deste composto. Devido a isso, tém
sido um grande desafio para muitos pesquisadores desenvolverem estudos cientificos de
forma a encontrar destinos apropriados para gque o glicerol bruto seja transformado em
um produto de alto valor agregado. Yarrowia lipolytica é uma levedura com capacidade
de acumular lipideos a partir de diversas fontes de carbono. Diferentes condi¢cdes de
cultivo permitem produzir lipidios com composicdo especifica para serem usados na
producdo de biocombustiveis. O objetivo deste trabalho é otimizar a composi¢do do meio
de cultura para o melhor acimulo de lipidios, estudar uma metodologia de extracdo deste
composto intracelular e propor um projeto de planta de produgdo para o0 mesmo. Os
parametros estudados foram a concentracdo de glicerol, extrato de lévedo, peptona e
sulfato de amo6nio no meio de cultura. Pelo método da fluorimetria detectou-se que o
maior valor de acimulo obtido foi utilizando 50 g/I de glicerol puro; 0,1 g/l de levedo, 0
o/l de peptona, 0 g/l de sulfato de ambnio com agitacao de 250 rpm em meio mineral ndo
tamponado. Com a substitui¢do do glicerol puro pelo glicerol bruto, o acimulo de lipideo
foi 67% maior. Para o estudo da extracdo, foram testados: (i) congelamento das células
e liofilizacdo, (ii) pasteurizacdo seguida de congelamento e liofilizacdo e (iii) secagem
em estufa como pré-tratamento das células. O lipideo foi extraido por rompimento da
parede celular por atrito mecénico ocasionado por agitacdo das células com diferentes
quantidades pérolas de vidro e solucdo salina em diferentes volumes do solvente
(Cloroférmio/Metanol 2:1). O melhor pré-tratamento de amostras para a extracdo foi
considerado o congelamento das células seguido de liofilizacdo. J& o melhor
processamento da extracdo foi considerado o uso de 20g de pérolas de vidro, OmL de
solucéo salina e 20mL de solvente onde obteve-se o maior percentual lipidico obtido
correspondente a 14,48%.
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1. INTRODUCAO

A sociedade esta vivenciando um momento de crescente preocupagdo com a preservacao
do meio ambiente. As legistacbes ambientais tendem a ficar mais rigorosas e as politicas
publicas tém estimulado o uso de recursos naturais renovaveis em substituicdo aos recursos
fosseis. O Tratado de Quioto gerou desdobramentos, tais como: 0 mercado mundial de carbono
e 0s mecanismos de desenvolvimento limpo (MDL), impulsionando o esforgo cientifico para
viabilizar a utilizacdo de tecnologias mais verdes (GORECKI et al., 2010).

Diversos sdo os fatores que podem determinar o interesse pela utilizacdo de matérias-
primas renovaveis com perspectivas de ganho de importancia na industria no decorrer do século
XXI. Podem ser citados como fatores de maior peso: (i) o potencial da biotecnologia industrial
ou white biotechnology, (ii) as restricdes ambientais ao uso de matérias-primas fosseis, (iii) a
orientacdo das estratégias empresariais e a perspectiva da inovacgdo tecnoldgica como saida de
crises (BOMTEMPO, 2010).

Nesse contexto, a utilizacdo de biocombustiveis vem contribuir para a redugdo do uso de
recursos fdsseis. O interesse por combustiveis de fontes renovaveis teve como marco inicial a
crise do petréleo dos anos 1970. A dificuldade de acesso ao petr6leo em decorréncia de questdes
politicas, da concentrada distribuicdo geografica de suas reservas e do seu acentuado aumento
de preco levaram ao desenvolvimento de combustiveis alternativos para uso no segmento de
transporte (SANTOS, 2012). Para diminuir a dependéncia do petréleo, em 1975 no Brasil o
decreto n°76.593 criou o Programa Nacional do Alcool (Pro-Alcool) introduzindo este
biocombustivel na matriz energética brasileira (BASTOS, 2009).

Em 2004, o Governo Federal instituiu o Programa Nacional de Producédo e Uso do
Biodiesel (PNPB), que prevé que este biocombustivel seja adicionado ao diesel fossil. Em 2008,
o diesel comercializado em todo territorio nacional passou a conter, obrigatoriamente, 3% de
biodiesel (B3) (MOTA et al., 2009). Em 2010 aumentou-se este percentual para 5% (B5). Em
julho deste ano, o governo determinou 0 aumento para 6% e a partir del® de novembro, o
percentual foi elevado a 7% (BIODIESELBR).

Uma expansdo significativa da industria do biodiesel resultaria na geracdo de grandes
quantidades de glicerina, sendo que para cada tonelada de biodiesel obtido, séo gerados 100 Kg
de glicerol bruto excedente este que pode provocar efeitos adversos a economia do biodiesel
(BOWKER et al., 2008). Neste contexto, teme-se que 0 excesso de glicerol produzido possa
ser descartado de maneira errada no meio ambiente (COSTA, 2008). Sendo assim, tém-se

buscado alternativas para a utilizacdo do excedente de glicerol, sendo a bioconversao de glicerol
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por via fermentativa uma alternativa que agrega valor a inddstria de biodiesel (SILVA et al.,
2009). Uma forma alternativa de valorizagdo do glicerol pode ser através da sua utilizagdo como
fonte de energia para producdo de Oleo microbiano por micro-organismos oleaginosos
(PAPANIKOLAOUS et al., 2008).

Séo descritos como micro-organismos oleaginosos aqueles que acumulam lipideos em
porcentagem superior a 20% em relacdo a sua biomassa. Poucos sdo 0S micro-organismos
conhecidos como oleaginosos. As leveduras oleaginosas mais conhecidas sdo Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus, Trichosporon e Yarrowia. Em média, estas leveduras
acumulam lipideos em torno de 40% em relagdo a biomassa. Entretanto, em condigdes de
limitacdo de nutrientes, o acimulo de lipideos pode chegar a 70% em relacdo a biomassa
(BEOPOULOS et al, 2009).

Yarrowia lipolytica é uma das espécies de leveduras “ndo convencionais” mais estudadas
devido a sua capacidade de gerar produtos de grande interesse industrial, e entre esses produtos
destaca-se o lipideo intracelular. Além disso, é possivel a utilizacdo de glicerol como fonte de
carbono para o seu cultivo (PAPANIKOLAOUS et al., 2002).

Visto o potencial da producéo de biodiesel e consequentemente, do grande volume gerado
de glicerina como subproduto, o presente estudo busca encontrar uma forma de aproveitamento
de glicerol bruto utilizando-o como fonte de carbono no meio de cultivo de Yarrowia lipolytica
de forma a estudar a producdo e o acumulo de lipideo intracelular e sua extracdo. Assim como

também, sugerir um projeto de planta de producdo com base nos resultados obtidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O biodiesel como fonte renovavel de energia

As mudancas climaticas estdo sendo colocadas como um dos principais desafios para a
humanidade no século XXI, ao lado de outros temas ja presentes na agenda publica, como é o
caso do combate a pobreza e da geracdo de trabalho decente. A preocupacéo especifica com
relacdo ao clima diz respeito ao aquecimento global (um agravamento do efeito estufa), que é
gerado pelo excesso de emissdo de CO, na atmosfera. Grande parte deste excesso deriva do
modelo energético global, cuja matriz tem como fonte principal de matéria-prima os recursos
naturais ndo renovaveis, como o petroleo. (MATTEI, 2010)

Os combustiveis fosseis, que sdo recursos energéticos ndo renovaveis, tendem a se esgotar
com o passar dos anos. Ressaltando que o uso de combustiveis fosseis associado aos sérios
impactos ambientais acaba resultando em impactos diretos a saide humana como problemas
respiratorios, cardiovasculares e cancer devido a poluicao do ar (GOLDEMBERG e LUCON,
2007).

Devido a isso, a ampla e larga utilizacdo de combustiveis fosseis tem sido reconsiderada
por preocupacdes ambientais. Uma forma de abordar essa preocupacgdo seria incentivar o
aumento do uso de combustiveis a partir de fonte renovaveis. Com seu uso generalizado, é
esperado que essas novas fontes de energia possam ajudar a melhorar a sustentabilidade de
forma a reduzir impactos ambientais provocados pela atividade humana. Varias fontes de
energia estdo sendo desenvolvidas ao redor do mundo e uma dessas fontes alternativas € o
biodiesel produzido a partir da transesterificacdo de dleo vegetal ou gordura animal
(KAECHER et al., 2013).

De acordo com a Resolucdo n° 7 de 19 de marco de 2008 da Agéncia Nacional do
Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), o biodiesel é definido como um combustivel
composto de alquil-ésteres de acidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leo vegetal ou
gordura animal conforme a especificacdo contida no Regulamento Técnico ANP n°. 1/2008,
que integra a referida resolugdo (ANP, 2008). A Lei n° 11.097, publicada em 13 de janeiro de
2005, introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira e ampliou a competéncia
administrativa da ANP e esta assumiu a atribuicdo de regular e fiscalizar as atividades relativas
a producdo, controle de qualidade, distribuicdo, revenda e comercializacdo do biodiesel e da

mistura 6leo diesel/biodiesel.
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Apos quase 30 anos da criagdo do Pro-Alcool, em dezembro de 2004 foi iniciado o
Programa Nacional de Produgéo e Uso de Biodiesel (PNPB) e em janeiro do ano seguinte foi
publicada a Lei 11.097 que estabeleceu os percentuais de mistura de biodiesel no diesel, sendo
de 2005 a 2007, mistura de 2% de biodiesel no diesel em carater ndo obrigatorio resultando em
cerca de 800 milhdes de litros de biodiesel por ano; de 2008 a 2012, adicdo obrigatoria de 2%
de biodiesel correspondendo a aproximadamente 1 milhdo de litros por ano e, finalmente,
obrigatoriedade de 5% de biodiesel no diesel a partir de 2013 (MENDES et al., 2009). O
governo posteriormente reviu essas metas e antecipou para janeiro de 2010 a mistura obrigatoria
de 5% de biodiesel no diesel. Em julho deste ano, decretou-se por lei 0 aumento de 6% de
biodiesel na mistura e a partir de novembro deste ano a porcentagem foi elevada a 7% em uma
nova lei recentemente sancionada pelo governo. Estima-se que até 2021, o percentual possa
chegar a 20%. (BIODIESELBR)

Mundialmente passou-se a adotar uma nomenclatura bastante apropriada para identificar
a concentracdo e biodiesel na mistura, biodiesel BXX é a percentagem em volume do Biodiesel
a mistura. Por exemplo, o B2, B5, e B100 sdo combustiveis com uma concentracdo de 2%, 5%
e 100% de Biodisesl, respectivamente (DEMIRBAS,2009).

O biodiesel € um combustivel limpo, do ponto de vista ambiental, uma vez que é
renovavel e menos poluente. Quando queimado no motor a diesel, libera 50% menos material
particulado e 98% menos enxofre que o diesel de petrdleo, o que ndo provoca a emissdo de SO
e SOs3, poluentes danosos a qualidade do ar e responsaveis pela chamada chuva &cida. Devido
as propriedades fisico-quimicas semelhantes ao diesel de petrdleo, pode ser usado diretamente
em motores convencionais, necessitando de minimas modificacdes para operar. Também pode
ser usado puro ou em mistura, uma vez que se mistura facilmente com o diesel de petréleo,

tornando-se um aditivo e ndo requer armazenamento especial (ARANDA et al., 2003).

2.1.1 Matérias-primas para a producdo de biodiesel

Segundo Cesar (2009), o Brasil possui vantagens competitivas importantes na producéo
geral de biodiesel e é considerado uma referéncia no uso de fontes renovaveis de energia,
apresentando disponibilidade de areas agricultaveis que poderiam ser direcionadas para
atividades de agroernergia. Este fato ndo ocorre na maioria dos paises produtores de bionergia,
especialmente os da Europa.

O processo tradicionalmente utilizado para a obtencao do biodiesel € a transesterificacao,

que consiste na reacdo de triacilglicerdis contidos em 6leos e gorduras de origem animal ou
14



vegetal com &lcool de cadeia carbénica curta na presenca de um catalisador. Qualquer 6leo ou
gordura de origen animal ou vegetal que contenha triacilglicerdis formados por &cidos graxos
de cadeia longa em sua composicao pode ser transformado em biodiesel como, por exemplo,
os Oleos de soja, colza, palma, palmiste, girasol, milho, oliva, linhaga, gergelim, coco,
amendoim, carogo de algoddo, babagu, buriti, mamona, pinhdo-manso e o sebo bovino
(PARENTE, 2003). No Brasil, ha diferentes espécies de oleaginosas como fontes de dleos
vegetais das quais é possivel produzir biodiesel, entre elas mamona, dendé, girasol, babacu,
soja e algoddo (MNE, 2007). A Figura 1 mostra o atual perfil de utilizacdo de matérias-primas

com a finalidade de producdo de biodiesel.

Setembro f 2014

Outros Materiais

Oleo de Algoddo
Graxos 0,46%

4,04%

Oleo de Fritura
1,01%

Gordura de Porco
0,47%

Gordura de Frango
0,01%

Figura 1: Matérias-primas utilizadas na producéo de biodiesel no Brasil. (Fonte: ANP, 2014)

2.1.2 Rotas de obtengéo

A producédo de biodiesel pode ser realizada por 3 processos: emulsificacdo, pirélise e
transesterificacdo, onde a transesterificacdo alcalina é tradicionalmente, o processo mais
utilizado. Nessa reacdo, 6leos ou gorduras, que sdo compostos basicamente de tri-ésteres da
glicerina com &cidos graxos, sdo misturados ao metanol ou etanol e na presenca de um
catalisador, fornecem uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos e glicerina
(HAN, 2009 e SUAREZ et al. ,2009). As Figuras 2 e 3 representam o0 processo produtivo por

transesterificacédo e as reacdes envolvidas, respectivamente.
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Figura 2: Fluxograma do processo produtivo do biodiesel (Fonte: PARENTE, 2003).
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Figura 3: (a) Reacdo global de obtencdo de biodiesel por transesterificagdo (b) Reacdo de
transesterificagdo envolvendo as trés reacdes consecutivas e reversiveis de formacédo dos esteres. (Fonte:
QNINT/SBQ)

A reacdo de transesterificacdo ocorre em reatores continuos que funcionam em
temperaturas entre 60 e 250°C, sob pressédo de 0,1 a 10 MPa, de modo a garantir uma razéo de
alcool para éster produzido de 5:15 (ELLIS et al., 2008). Os catalisadores alcalinos, como
metilatos de sddio ou de potassio sdo 0s mais utilizados no Brasil. As principais vantagens deste
tipo de catalisadores sdo justificadas pela alta reatividade destes compostos, bem como a
pressdo requerida ser menor quando comparados com outros (CHEN, JU e MOU, 2007).

A reacdo de transesterificacdo ocorre em trés etapas distintas: na primeira, as moléculas
dos triglicerideos sdo atacadas por anions do alcool, formando compostos comumente
conhecidos como FAME (fatty acids methyl ester), sigla inglesa para ésteres metilados de
acidos graxos, bem como moléculas de diglicerideos. Na segunda fase da transesterificacao

ocorre ataque do anion nas moléculas de diglicerideos produzindo FAME e monoglicerideos.
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Na terceira e ultima etapa do processo, as moléculas de monoglicerideos sdo atacadas pelo
anion proveniente do alcool e novamente forma-se FAME e glicerol. Posteriormente ocorre a
separacao das fases leve e pesada por decantacéo, ja que a mistura entre o glicerol e o biodiesel
é heterogénea e as fases sdo imisciveis.

Na etapa final do processo de transesterificacdo de &cidos graxos ou de glicerideos séo
necessarias reacdes de neutralizacdo do catalisador e posterior separacao da mistura, bem como
da separacao do alcool que esta presente em excesso no sistema e do glicerol que foi formado.
A etapa de separacdo do catalisador e do alcool ocorre em colunas de destilagdo acopladas aos
reatores. Do ponto de vista ambiental, o volume de solvente aplicado, 0 gasto de energia
demandado e o grande volume de glicerina produzido, representam pontos criticos durante a
producdo de biodiesel (EEVERA et al., 2009).

2.1.3 A producéo de biodiesel no mundo e no Brasil

O mundo produz hoje muito menos biodiesel do que etanol, mas ao contrario do alcool,
cuja producéo esta concentrada no Brasil e nos EUA, a producdo de biodiesel esta distribuida
em diversos paises pelo mundo, com legislacdo prépria e estratégia comercial definida em cada
um deles. Essa proliferacdo pelos continentes facilita a entrada do produto na lista de
commodities mundiais, favorecendo o desenvolvimento de seu mercado em uma escala global
(BIODIESELBR, 2012). A evolucdo da producdo de biodisel no mundo é representada pela
Figura 4.
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Figura 4: Producdo mundial de biodiesel, 2004-2009 (Fonte: TIMILSINA et al, 2011)

No Brasil, atualmente existem 58 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP

para operagao no pais, correspondendo a uma capacidade total autorizada de 21.046,79 m®/dia.
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H& ainda 1 nova planta de biodiesel autorizada para construgdo, 1 planta autorizada para
modificacéo e 3 plantas de biodiesel autorizadas para aumento da capacidade de producdo. Com
a finalizacdo das obras e posterior autorizacdo para operacdo, a capacidade total de producéo
de biodiesel autorizada podera ser aumentada em 1.042,72 m3/dia, que representa um acréscimo
de 5% na capacidade atual (ANP, 2014). A Figura 5 mostra a evolugdo da producao de biodiesel

no Brasil.
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Figura 5: Producéo nacional de biodiesel 2005-2013
Fonte: elaboragao propria do autor com dados da ANP

Uma das consequéncias deste aumento da producéo de biodiesel decorrente do PNPB foi
0 aumento da glicerina, um coproduto da producdo de biodiesel. E possivel calcular que,
aproximadamente, 10% p/p de glicerol bruto com pureza entre 55-90%, seja produzido na
reacdo de producdo de biodiesel. O restante encontrado na glicerina consiste em triglicerideos
e metanol n&o reagidos, biodiesel, sabdo e outros contaminantes, o que torna o glicerol bruto
inadequado apara aplicacdo farmacéutica ou cosmética sem prévio tratamento. Porém, o custo
de puficacdo da glicerina é alto, o que torna o uso inviavel (MOTA et al., 2009).

Para o Brasil atender a demanda interna obrigatdria da mistura de mais de 5% de biodiesel
ao diesel comum, necessita-se uma producdo superior a 2,6 milhdes de toneladas do
biocombustivel por ano, gerando mais que 300 mil toneladas de glicerol. Ressalta-se que o
excedente de glicerol vem sendo queimado em caldeiras ou despejado no ambiente sem
tratamento previo (JOHNSON, 2007).

19



Portanto, novas aplicagdes para a glicerina precisam ser desenvolvidas para 0 consumo
do grande volume que estd sendo gerado, sendo urgente encontrar novas formas de empregar

este coproduto de reacao.

2.2 Glicerol

2.2.1 Caracteristicas gerais e propriedades fisicas

Glicerol é um dos alcoois mais simples, conhecido também como 1,2,3 propanotriol de
acordo com a IUPAC. E também comercialmente conhecido como glicerina, trihidroxipropano,
gliceritol ou alcool glicidico. O Glicerol é um liquido oleoso, viscoso, ndo possui odor e nem
cor. Glicerol contém trés grupos hidroxilas hidrofilicas responsaveis por tornar o composto
higroscopico e soluvel em dgua (RAHMAT et al., 2010; PERRY, 2007). A Figura 6 mostra sua

estrutura.

Figura 6: Estrutura molecular do glicerol (Fonte: BLIECK et al., 2005)

Glicerina é completamente miscivel em varias substancias tais como: alcool (metil, etil,
isopropil, n-butil, isobutil), etilenoglicol, propilenoglicol, fenol. Sua solubilidade em acetona é
de 5% p/p e em acetato de etil corresponde a 9%. E levemente soltvel em dioxano e acetato e
parcialmente insoltvel em alcoois superiores, acidos graxos, hidrocarbonetos e solventes
clorados, como exemplo hexano, bezeno e cloroformio (CHUNG et al., 2007). A Tabela 1

mostra as suas propriedades fisicas.
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Tabela 1: Propriedades fisicas do glicerol (FONTE: SIDS, 2002)

Propriedades Valor
Forma Fisica Liquido
Pureza 95- 99%
Densidade (20°C) 1,26 hg/m3
Vicosidade (20°C) 1410 mPa
Ponto de fuséo 18°C
Ponto de ebuli¢do (1013 hPa) 290 °C
Ponto de inflamacéo 160 °C
Calor especifico (25°C) 2,435 J/mol
Calor de evaporacéo (55°C) 88,12 J/mol
Condutividade térmica 0,28W/ (m.K)
Calor de formacéo 667,8 KJ/mol
Tensdo superficial (20°C) 63,4 mN/m
pH (solucéo) Neutro

Varios niveis e designacdes de glicerina estdo disponiveis comercialmente. Eles diferem
um pouco em seu conteddo de glicerol e em outras caracteristicas, tais como cor, odor e
impurezas. O termo glicerol aplica-se somente ao componente quimico puro 1,2,3-propanotriol.
O termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais purificados, normalmente, contendo pelo
menos 95% de glicerol. Glicerol bruto é a fase glicerinosa obtida apds o processo de producédo
de biodiesel. A chamada glicerina loira é normalmente utilizada para designar a glicerina
oriunda dos processos de producdo do biodiesel onde a fase glicerinosa sofreu um tratamento
acido para neutralizacdo do catalisador e remocao de &cidos graxos eventualmente formados no
processo. Em geral, esta glicerina contém cerca de 80% de glicerol, além de agua, metanol e
sais dissolvidos (MOTA et al., 2009).

2.2.2 Mercado

O volume de glicerol disponivel aumentou significativamente nos altimos anos,
principalmente, a partir de 2006. A producdo mundial atual € de cerca de 2 bilhdes de quilos,
equivalendo a 1 bilh&o de dolares (AYOUB et al., 2012). As principais regides produtoras de
biodiesel e consequentemente de glicerol bruto sdo a Unido Européia, os Estados Unidos e 0s
paises do sudeste asiatico (TIMILSINA et al., 2011).

O grafico apresentado na Figura 7 mostra a evolucgdo da produgdo mundial de biodiesel

em conjunto com a producéo de glicerol bruto.
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Figura 7: Evolucdo da producao mundial de biodiesel (em barras) e glicerol bruto (linha) (2000-2011)
FONTE: EIA, 2013

No Brasil, verifica-se uma situacdo similar. Com base nos dados da ANP (2014) é
possivel observar o potencial de producao anual de glicerina gerada pelas plantas de biodiesel.
A Tabela 2 apresenta a evolugédo da producdo de biodiesel no Brasil e consequentemente, o

volume de glicerina estimado gerado no processo.

Tabela 2: Evolucdo do volume de biodisel produzido no Brasil e de glicerol bruto estimado
2005 | 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

742 |69.595|407.804 | 1.177.159 | 1.622.272 | 2.406.908 | 2.695.731 | 2.740.839 | 2.942.563

Biodisel produzido
(m3)
Glicerol bruto
gerado (t)
Fonte: ANP 2014, estimativas feitas pelo proprio autor

74 6.960 | 40.780 | 117.716 | 162.227 | 240.691 | 269.573 | 274.084 | 294.256

Segundo dados da Associacdo Brasileira da Industria Quimica (ABIQUIM), a demanda
média de glicerina nos ultimos anos tem sido de aproximadamente 40 mil toneladas/ano, sendo
atendida por uma capacidade produtiva de 60 mil toneladas ano sem levar em consideracéo a
producdo gerada a partir do biodiesel. Para agravar este cendrio, estima-se que no mundo cerca
de 700 mil toneladas de glicerol por ano, j& sejam considerados excedente de mercado
(BIODIESELBR, 2008).

A falta de mercado interno para a glicerina resultante do processo de producgdo de
biodiesel levou os produtores brasileiros a procurarem a exportagédo do produto. A Tabela 3
apresenta os dados de importacao e exportacdo do glicerol bruto (NCM: 1520.00.10) nos anos
de 2007 -2013. Os dados mostram que houve um grande aumento do volume exportado e uma
queda nos precos na época da crise econdmica global de 2009. O principal destino das

exportacdes brasileiras do produto é a China. Em 2012, a China importou aproximadamente
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152 mil toneladas de glicerol bruto, ou seja, 90% do total exportado pelo Brasil. Enquanto que
em 2013 essa percentagem caiu para 83% do montante (MDIC, 2014).

Tabela 3: Volumes e precos de importacdes e exportacdes de glicerol bruto

Importacéo Exportacéo
US$ FOB L.qu,?écé 0 mdio, | USSFOB Liqi?zg () e
2007 117.110 161 728,3 1.647.919 5.434 303,3
2008 159.903 113 1.411,3 11.873.424 33.863 350,6
2009 43.190 1 1.053,4 12.073.014 101.167 119,3
2010 10.303 15 7.008,8 22.811.547 141.484 161,2
2011 25.654 3 7.545,3 41.900.529 155.941 268,7
2012 19.927 2 104879 | 46.181.448 168.712 273,7
2013 25936 34 7.628,2 63.450.126 177.942 356,6

FONTE: ALICEWERB, 2014. Elaboracéo feita pelo proprio autor.

2.2.3 Aplicacbes

O atual mercado esta saturado com glicerol bruto devido ao crescimento exponencial da
producdo biodiesel. Por isso, novas aplicacbes ao composto estdo sendo consideradas
principalmente pelos préprios produtores de biodiesel. O custo de converter e purificar o
glicerol bruto a ser aplicado em alimentos, cosméticos e farmacos tende a ser alto
(TSOBANAKIS, 2007 e BRADY et al., 2008).

A industria oleoquimica é grande fonte de destino de glicerol. O uso generalizado de
glicerol em cosméticos, sabdes, alimentos, tabaco, farmacos é representado na Figura 8. Os
mercados de higiene pessoal e farmacos somam 24%, poliéter/polidis 14%, seguido pelo uso
em alimentos com 11%. O restante é usado na fabricacdo de lacas, vernizes, tintas, adesivos,
plasticos sintéticos, celulose regenerada, explosivos e outros usos industrias. Além disso, 0
glicerol tem sido cada vez mais utilizado como substituto do propilenoglicol (HAJEK e
SKOPAL, 2010). O glicerol tornou-se um popular tema de pesquisa, e 0s pesquisadores estao
interessados em descobrir novas alternativas de aplicacdes em combustiveis e na producéo de
determinados produtos quimicos (GARCIA et al., 2010).
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Figura 8: Mercados de aplicacdo da glicerina
Fonte: Quimica Nova (2011)

O glicerol possui uma vasta gama de aplicacdes, desde a barras alimentares energéticas
até xaropes e até mesmo revestimento para embarcac6es. Segundo relatério da DAS, o glicerol
possui mais de 1500 aplicacdes. O glicerol bruto pode ser utilizado para estas aplicacfes
somente apos varios processos de purificagdo. Assim, o desenvolvimento de novos mercados
para o glicerol bruto é essencial para o presente e mercados futuros. Igualmente importante, é
o0 desenvolvimento de novos processos de refino sustentaveis como também o de plantas mais
econémicas (YOU et al., 2010).

Uma das formas de valorizacdo do glicerol é sua bioconversdo a produtos de interesse
industrial, aonde tem sido utilizado com sucesso como uma Unica fonte de carbono para a
producdo de alguns produtos de maior valor agregado por vérias bactérias, leveduras, fungos
filamentosos e microalgas, sob condicdes aerdbicas e anaerdbicas. A substituicdo de uma fonte
de carbono tradicional, como a glicose, para fontes menos onerosas tem um impacto positivo
na economia do bioprocesso. A reducdo do custo dos meios de crescimento com o minimo de
efeitos indesejaveis é fundamental para uma potencial aplicacdo industrial. Neste cenario, o
glicerol bruto como um subproduto industrial disponivel em grandes quantidades parece ser
uma utilizacéo ideal (DA SILVA et al., 2009).

O glicerol é uma versatil fonte de carbono e energia com diversas aplicacdes em processos
fermentativos. O glicerol bruto proveniente da producéo de biodiesel diverge do glicerol puro,
principalmente no teor de sais, tais como: calcio, potassio, magnésio, fosforo, enxofre, sodio e
outros contaminantes como o metanol, o etanol e sabdes, podendendo ter efeito positivos ou
negativos dependendo do processo aplicado e do micro-organismo utilizado. O metanol, por

exemplo, tem efeito negativo, inibindo o crescimento celular e com isso, reduzindo a produgao
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de alguns compostos tais como acidos graxos poli-insaturados. Por essa razdo, precisa ser
eliminado do processo. Contaminacdes de etanol no glicerol podem ser benéficas, uma vez que
estimulam o crescimento dos micro-organismos que dedicam a producdo do composto de
interesse. Dependendo da matéria-prima utilizada, o biodiesel obtido a partir de 6leos vegetais
gera glicerol rico em &cidos palmitico, oleico e linoleico. Alguns micro-organismos podem usar
estes &cidos como fonte de carbono (ABAD et al., 2012).

Diferentes produtos quimicos também podem ser obtidos por bioprocessos a partir de
glicerol. O propilenoglicol porde ser produzido por rota bioquimica conforme relatado por
Wendisch et al. (2011). A literatura aponta que varios micro-organismos sao produtores
naturais de propilenoglicol como a bactéria Escherichia coli, Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum, Bacteroides ruminicola, Salmonella typhimurium e Klebsiella
pneumoniae, e também algumas leveduras. A fermentacédo do glicerol por Klebsiella sp.também
produz acido acético, succinico e etanol (JOHNSON et al., 2007). Acido latico também pode
ser obtido a partir de glicerol pela fermentacdo com Escherichia coli (FAN et al., 2010). O
hidrogénio pode ser obtido a partir de glicerol pelo processo de fotofermentacdo usando a
bactéria Rhodopseudomonas palustres, obtendo-se conversdo tedrica de 75% (LEONETI et al.,
2012). De acordo com Dobson et al. (2012), glicerol bruto pode ser convertido a etanol por
fermentacdo utilizando a bactéria E. coli. Considerando que a reacao de transesterificacdo para
a producdo de biodiesel pode se dar com a utilizagdo de etanol, esse alcool produzido pode
retornar ao processo, contribuindo assim para a reducdo de custo na producdo do biodiesel
(MILLI et al., 2011).

Outros micro-organismos tém sido estudados para a conversao de glicerol bruto gerado
na fabricacdo de biodiesel para a producio de etanol. E o caso de Enterobacter aerogenes que,
segundo Nwachukwu et al. (2012), apresentou um rendimento superior ao obtido pela bactéria
Escherichia coli. O glicerol pode ser convertido em &cido succinico pelo micro-organismo
Anaerobiospirillum succiniciproducens. Koutinas et al. (2007) também reportaram resultados
positivos na obtencdo de acido succicinico utilizando Escherichia coli. Assim como também
por Koutinas et al. (2007) foi relatado o uso da levedura Yarrowia lipolytica na bioconversao
de obtencdode &cido citrico.

Atualmente a principal técnica de valorizacdo biotecnoldgica de glicerol residual é sua
biotransformacéo a 1, 3-propanodiol, um composto de grande importancia para a industria téxtil
e quimica. Além do propanodiol, o glicerol também tem sido utilizado como substrato para
producdo por micro-organismos de outros metabolitos de importancia industrial, tais como

o6leos por micro-organismos oleaginosos (PAPANIKOLAOU e AGGELLIS, 2009).
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2.3 Lipideo Intracelular

Oleos microbianos, comumente nomeados de single cell oils (SCO), sdo lipideos
intracelulares produzidos por micro-organismos oleaginosos. Estes, tém sido de grande
interesse em potencial para muitos pesquisadores nas Ultimas décadas devido as suas funcdes
significativas e caracteristicas especificas. Tradicionalmente, os micro-organismos que incluem
as bactérias, leveduras, fungos filamentosos e microalgas, e que podem acumular lipideos em
mais de 20% do seu peso seco sdo considerados micro-organismos oleaginosos (HUANG et
al., 2013).

Em comparagdo com outros 6leos vegetais, os 6leos microbianos tém muitas vantagens,
tais como um cultivo com ciclo de vida curto, menos trabalho requerido para sua obtencéo, séo
menos afetados pelo local, clima, e seu micro-organismo produtor possui rapido crescimento.
Com a répida expansao do biodiesel, a producdo de lipideo intracelular pode se tornar uma das
matérias-primas com potencial para producao de biodiesel no futuro, embora muitos estudos
ainda precisem ser realizados (LI et al., 2008).

A ocorréncia de lipideos, como compostos de reserva, € difundida entre varios
organismos, como em fungos, plantas e animais, e bactérias. A capacidade de acimulo de
lipideos é determinada pela constituicdo genética, sendo que os teores méaximos de lipideos
atingiveis podem variar enormemente entre espécies e até entre cepas individuais. De acordo
com diferentes micro-organismos e condi¢des de cultura (tais como temperatura, pH, tempo de
cultura, etc), o contetdo e a composi¢do do 6leo sdo varidveis (ROSSI et al., 2011).

Os lipideos microbianos sdo compostos principalmente de triacilgliceréis (TAGS), mas
também podem ser encontrados acidos graxos livres, outros lipideos neutros (tais como
monoacilgliceréis, diacilglicerois), esterois e fracGes polares (por exemplo, fosfolipideos,
esfingolipideos, glicolipideos) (FAKAS et al., 2009).

Uma alternativa para destino e valorizacdo de coprodutos e residuos industriais € a
conversdo desses substratos em lipideo intracelular. Bialy, Gomaa e Azab (2011) utilizaram
residuo de 6leo de fritura de produtos carneos e vegetais para crescimento de leveduras e
producéo de &cidos graxos. Huang et al. (2009) utilizaram o hidrolisado da palha de arroz para
a producéo de lipideos por Trichosporon fermentans. Angerbauer et al. (2008) pesquisaram o
potencial da producdo de lipideo intracelular por Lipomyces starkeyi crecendo em lodo de
esgoto em diferentes condigdes. J& Papanikolau e Anggelis (2002) estudaram o crescimento e

a producdo de material graxo por Yarrowia lipolytica.
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Algumas linhagens de Cryptococcus ja sdo reconhecidas como boas produtoras de
lipideos, destacando-se C. curvatus (Figura 9) que vem sendo amplamente estudada em
fermentacdes utilizando diferentes substratos, como hidrolisado e bagaco de sorgo (LIANG et
al., 2012), hidrolisado de palha de trigo (YU et al., 2011), glicose (ZHANG et al., 2011), acidos
graxos volateis derivados da producdo de hidrogénio por bactérias (CHI et al., 2011) e glicerol
bruto (THIRU; SANKH; RANGASWAMY, 2011). C. albidus também foi avaliada quanto ao

acumulo de lipideos utilizando acidos graxos volateis como fonte de carbono (FEI et al., 2011)

Figura 9: Acimulo de lipideo intracelular pela levedura Cryptococcus curvatus
Fonte: Karlsruche Istitute of Technology (KIT)

Lipideos intracelulares podem contribuir para suprir a demanda por 6leos e gorduras, em
geral, sua estrutura e composicdo sdo similares aquelas de Oleos vegetais comuns
(PAPANIKOLAU e AGGELLIS, 2002).

2.4 Sintese de lipideos intracelulares em leveduras

O acumulo de lipideos depende primeiramente da fisiologia do micro-organismo,
limitacdo de nutrientes e condi¢fes ambientais, assim como temperatura e pH. Também pode
ser afetada pela producdo de metabolitos secundarios, bem como citrato e etanol
(BEOPOULOS et al., 2009).

A formagdo de lipideos comega durante a fase exponencial tardia e continua durante a
fase estacionaria (RASCHKE e KNORR, 2009). O mesmo se inicia quando um elemento do
meio torna-se limitante e a fonte de carbono esta presente em excesso. Muitos elementos podem
induzir acimulo de lipideos. A limitacdo de nitrogénio é geralmente utilizada nos estudos de

acumulacgdo de lipideos em micro-organismos, sendo a condi¢do mais facil de controlar e é
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geralmente o tipo mais eficiente de limitacdo para induzir a acumulagéo de lipideos em micro-
organismos (RYWINSKA et al., 2012).

Leveduras sob limitacdo de nutrientes passam por trés fases de crescimento: a primeira é
a fase de proliferacdo celular (fase exponencial de crescimento), entdo o crescimento é reduzido
quando os nutrientes tornam-se limitantes e as células comecam a produzir lipideos, e,
finalmente, células entram na fase estaciondria onde o acumulo de lipideos continua
(BEOPOULOS; NICAUD; GAILLARDIN, 2011).

Durante o processo de crescimento microbiano, o fenbmeno dominante que define a
composic¢do do lipideo intracelular é, em primeiro passo, o processo especifico de incorporacao
do &cido graxo dentros das células microbianas e, em segundo, as mudancas endocelulares dos
acidos graxos, definida pela capacidade enzimatica do micro-organismo. Os acidos graxos
também serdo degradados por necessidade de crescimento ou como substrato dos processos de
biosintese, levando a mudanga de concentragdo e producdo de “novos” acidos graxos, os quais
ndo existiam previamente no substrato (AGGELIS et al., 1995).

O acumulo de lipideos pode ocorrer em duas vias metabdlicas diferentes: (1) sintese de
lipideos ‘de novo’ envolvendo a produgdo, em condicdes definidas, de acidos graxos
precursores, como acetil e malonil-CoA e sua integracdo dentro da via biossintética de estoque
de lipideos onde o graxo acil-CoA, que se reunem para formar trialcilglicerdis (TAGS) e esteril
ésteres (EE). Os lipideos neutros sdo armazenados dentro de corpusculos lipidicos (CL) para
servir como reserva de energia. (2) sintese de lipideos ‘ex novo’ via metabolica envolvendo a
quebra de acidos graxos, 6leos e triglicerideos a partir de meio de cultura e seu acimulo em
uma formacdo alterada ou modificada dentro da célula. Esta via requer hidrolise de substrato
hidrofobico e incorporacéo/transporte de acidos graxos na forma de tioésteres-CoA dentro da
célula, os quais alimentam as vias de estoque de lipideos dentro dos corpusculos lipidicos (CL),
para acumular lipideos neutros (BEOPOULOS et al.,, 2009; BEOPOULOS; NICAUD;
GAILLARDIN, 2011).

2.5 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um micro-organismo estritamente aerobio, eucariético, pertencente
a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos, anteriormente conhecida como Candida
lipolytica. Foi originalmente classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como
Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica. Esta

levedura pode ser isolada de substratos ricos em proteinas e lipideos, como produtos das
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indUstrias de laticinios, de shoyu, produtos de saladas que contém carne ou camardo (BARTH
E GAILLARDIN, 1997), queijos ou salsichas, lingticas e chouri¢os (FICKERS et al., 2005) e
também em produtos avicolas crus (ISMAIL et al., 2001). Yarrowia lipolytica é uma das
espécies predominantes em queijos Camembert e blue-veined. Seu crescimento nestes
substratos esta relacionado com as suas atividades extracelulares proteoliticas e lipoliticas e
com a sua capacidade de crescer nas temperaturas de 5-10°C. Algumas cepas também tém sido
isoladas de solos, &gua de esgoto e outros ambientes poluidos (como a Baia de Guanabara (RJ))
(FICKERS et al., 2005; KIM et al., 2000).

Um grupo designado de leveduras “ndo-convencionais” foi adotado para diferenciar as
leveduras pertencentes a este grupo das leveduras mais comumente utilizadas como, por
exemplo, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, que sdo, portanto,
consideradas leveduras “convencionais”. Estes dois grupos se diferenciam em relagdo a
fisiologia, genética, biologia molecular e aplicacdo biotecnoldgica. A levedura Yarrowia
lipolytica é a espécie mais estudada do grupo das leveduras ‘“ndo-convencionais”
principalmente por ndo apresentar patogenicidade e proporcionar diversos produtos de interesse
industrial (BARTH E GAILLARDIN, 1997; FICKERS et al., 2005). A Tabela 4 apresenta 0s

produtos que a levedura é capaz de sintetizar na presenca de glicerol como fonte de carbono:

Tabela 4: Estudos realizados de produgdo de metabdlitos por Yarrowia lipolytica utilizando glicerol com
fonte de carbono. (FONTE: RYWINSKA, 2013)

Produto Referéncia

Substrato
Glicerol Puro

Acido alfa-cetoglutarico
Acido citrico e invertase
Acido piravico
Acido succinico

YU et al (2012)
LAZAR et al (2011)
MORGUNOV et al. (2004)
YUZBASHEYV et al. (2010)

A-Amilase CHANG et al. (1997)
Lipase LEE et al. (2007)
Biosurfactante FONTES et al. (2010)
Glicerol residual Acido citrico RYWINSKA et al. (2010)
Acido citrico e Eritritol RIMOWICS et al. (2009)
Eritritol RIMOWICS et al. (2009)
Manitol TOMASZEWSKA et al. (2012)

Manitol e Acido acético

Acido graxo poliinsaturado

Lipideos
Biomassa

CHATZIFRAGKOU et al. (2011)
SCOTT et al (2011)
PAPANIKOLAU et al (2002)
TACCARI et al (2012)

Em relacdo a producéo de lipideos pela levedura, em alguns casos, em vez de acumular

lipideos ou simultaneamente a isso, Yarrowia lipolytica também pode secretar acido citrico para
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0 meio de cultura. E interessante notar que muitas publicages confirmaram que o aumento da
producdo de &cido citrico por cepas da levedura ocorre apenas em meios limitados em
nitrogénio nos quais o pH é superior a 4,5 (RYWINSKA, 2013).

Linhagens de Y. lipolytica sdo consideradas como agentes promissores na producdo de
6leo intracelular. Papanikolau et al. (2002) investigaram a influéncia das condicdes de cultivo,
sobre o crescimento e a producdo de lipideos pela levedura usando como substrato um derivado
da gordura animal industrial, composto por &cidos graxos saturados livres. Yarrowia lipolytica
exibiu expressivo crescimento e producdo de reservas lipidicas, na presenca de gorduras

saturadas. A Figura 10 mostra o acumulo de lipideo intracelular pela levedura.

Figura 10: Fluorescéncia do aciimulo de lipideo intracelular em Yarrowia lipolytica
Fonte: elaboracédo do proprio autor

Sob condigbes limitadas de nitrogénio em meio utilizando glicerol, os lipideos da
levedura Yarrowia lipolytica sdo representados principalmente por acidos oléico, linoléico,

palmitico e &cido palmitoléico (MAKRI et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais

O meio de cultivo YPD, cuja composicdo é apresentada na Tabela 5, foi utilizado para

preservacao e proliferacdo celular.

Tabela 5 — Composi¢do do meio de cultivo YPD

Meio YPD* Composicao
(9/L)
Extrato de Iévedo (Vetec) 10
Peptona (Merck) 20
Glicose (Isofar) 20

*YPD: “Yeast Extract, Peptone, Dextrose”
3.2 Micro-organismo

A levedura utilizada neste trabalho foi uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica 583
IMUFRJ 50682 (Figura 11) selecionada de um estuério da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro,
Brasil (HAEGLER e MENDONCA-HAEGLER,1981) e identificada pelo Instituto de
Microbiologia do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Figura 11: Moforlogia microscépica da levedura Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 (aumento de
1000x) Fonte: FONTES (2008)
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3.3 Preservagao

As células foram conservadas a 4°C ap0s 48 horas de crescimento em tubos de ensaio
inclinados com meio YPD — agar (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em p/v):

extrato de 1évedo 1%, peptona 2%, glicose 2% e Agar-agar 3%

3.4 Pré-in6culo

Para proliferagdo das células, a partir dos tubos contendo as células preservadas em
gelose inclinada, estas foram transferidas, de forma estéril, com uma alca de platina para
Erlenmeyers de 500 mL. Os frascos continham 200 mL de meio de cultivo YPD (cuja
composicao descrita no item 3.1), e foram agitados a 160 rpm a 28° C por 72 horas em agitador
rotatorio (shaker). A absorvancia (570 nm) de uma amostra deste cultivo era determinada e, em
seguida as células eram centrifugadas de forma estéril a 3.000 g por 10 minutos. O volume
centrifugado desse pré-indculo era suficiente para se obter uma concentracao inicial de células
de, aproximadamente, 1,0 + 0,1 mg p.s. cel/mL a ser utilizada para inocular o meio de producéo

de 6leo intracelular.

3.5 Estudo das varédveis que influenciam no processo de produgdo de lipideo

intracelular

A producdo de lipideo intracelular foi realizada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL
com 200 mL de meio de producdo em shaker sob agitacdo de 250 rpm a 28° C por 54 horas.

Inicialmente, a producdo de lipideo intracelular foi realizada em meio mineral
tamponado (PAPANIKOLAU et al, 2002), como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 - Composi¢do do meio mineral do meio de producao

Meio Mineral Composicao
(g/L)
KH2PO4 7,0
Na;HPO4 2,5
MgS04.7H20 1,5
CaCl2.2H.0 0,20
FeCls.6H.0 0,15
MnSO4.H20 0,06
ZnS04.7H,0 0,02
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As concentragdes de extrato de Iévedo (fonte de nitrogénio e vitaminas), sulfato de
amonia (fonte de nitrogénio), peptona (fonte de nitrogénio) e glicerol puro e bruto (fonte de
carbono) utilizadas no meio de producéo, foram avaliadas em um planejamento experimental.

O glicerol bruto (glicerina loira residual) utilizado, gentilmente fornecido pelo
CENPES/PETROBRAS, é proveniente de uma planta piloto de producgdo de biodiesel a partir
de uma transesterificacdo alcalina (KOH) de 6leo de soja com metanol e apresenta pureza de
82%.

3.5.1 Planejamento experimental

Para selecionar a melhor composi¢do do meio de cultivo para a producdo de lipideo
intracelular foi aplicado o método do planejamento fatorial fracionado em dois niveis, 2%, com
k (numero de fatores) = 4, utilizando o programa de computacao de estatistica, Statistica versao
7.0 para analise dos resultados. Os fatores fixados e adotados como variaveis independentes
foram a concentracdo de glicerol PA, a concentracdo de extrato de Iévedo, a concentracdo de
peptona e a concentragdo de sulfato de amonio. A Tabela 7 apresenta os limites de cada

parametro avaliado.

Tabela 7 - Fatores e niveis do planejamento experimental 2k
Niveis
-1 0 1
Glicerol PA (g/L) 50 100 150
Extrato de Iévedo (g/L) 0,1 1,3 2,5
Peptona (g/L) 0 10 20
(NH4)2SO4 (g/L) 0 05 10

Variaveis

Os experimentos foram realizados em erlenmeyer de 500 mL contendo 200 mL de meio
de producéo durante 54 horas a 28°C em incubador rotatério (shaker) sob agitacdo de 250 rpm.
A concentracdo inicial de células foi 1,0 g/L. A Tabela 8 mostra os experimentos realizados no
planejamento experimental. Em todos os experimentos realizados para producgdo de lipideo
intracelular foram realizadas duas amostragens por dia durante trés dias de cultivo. O
procedimento consistia em retirar duas amostras do meio de producdo: uma para determinacao

da concentragdo celular, e outra para analise de indice lipidico por fluorimetria.
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O crescimento celular foi acompanhado atraves de medidas de densidade dptica a 570
nm e esses valores foram convertidos para mg p.s. cél/ mL utilizando-se o fator de converséo

obtido por curvas de peso seco.

Tabela 8 - Experimentos gerados pelo software Statistica 7.0
Glicerol PA Extrato de lévedo Peptona (NH4)2SOa4

SNS0S T g (g/L) L) (L)
1 50 0,1 0 0
2 150 0,1 0 1,0
3 50 2,5 0 1,0
4 150 2,5 0 0
5 50 0,1 2,0 1,0
6 150 0,1 2,0 0
7 50 2,5 2,0 0
8 150 2,5 2,0 1,0
9 100 1,3 1,0 0,5
10 100 1,3 1,0 0,5
11 100 1,3 1,0 0,5

3.6 Andlise do indice de Corpusculo Lipidico

Para quantificar a intensidade de lipideos intracelulares presente nas leveduras, estas
foram fixadas utilizando formaldeido para posterior utilizacdo do método fluorimétrico de
MORAIS et al. (2010) empregando o corante lipofilico fluorescente BODIPY® (4,4-difluoro-

3a,4a,-diaza-s-indaceno).

3.6.1 Fixacao das células

As amostras retiradas do cultivo foram fixadas adicionando 1/9 do volume de formaldeido
e incubadas por 15 minutos. Em seguida, as células foram centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos, e entdo lavadas com agua destilada com posterior centrifugacdo. As células foram
novamente suspensas em agua destilada e a densidade 6tica a 600 nm (D.O.s00nm) ajustada para
5 D.0.600 nm/mL.
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3.6.2 Determinacdo do Indice de Corpusculo Lipidico (ICL)

O teor do corpusculo lipidico (CL) foi determinado pela recuperacdo da fluorescéncia
neutralizada do BODIPY ap0s a adicdo das células fixadas. A neutralizacdo é realizada para
preservar a fluorescéncia da sonda e permitir que a emisséo detectada seja apenas das sondas
que estejam ligadas aos corpusculos lipidicos. Isso é feito utilizando um neutralizador
hidrofilico que impede a emissdo de fluorescéncia do BODIPY quando o mesmo esta presente
em solucdo, permitindo que a emissdo ocorra apenas quando o fluoréforo esta localizado no
interior do corpusculo lipidico (Figura 12). O neutralizador utilizado foi o iodeto de potassio
(K.

Figura 12: Representacgéo da recuperacdo de fluorescéncia. A fluorescéncia do BODIPY ¢ inibida
em solucdo pelo KI e recuperada quando as células séo adicionadas. O BODIPY se junta ao corpusculo
lipidico no interior da célula, no qual o inibidor é excluido (MORAIS et al., 2010).

Em uma placa de poliestireno de 96 pocos preta de fundo transparente (Costar) foram
adicionados 200 pl de uma solugéo contendo Bodipy 5 uM e KI 500 mM. No fluorimetro
configuracBes foram ajustadas para que o equipamento realizasse o procedimento em 480 nm
de excitacdo, 510 nm de emissdo e corte de filtro & 495 nm. A cada leitura de fluorescéncia
realizou-se concomitantemente a determinagdo da concentracdo de células determinada pela
D.0O.600nm. Cada amostra foi lida quatro vezes a subsequente adi¢do da aliquota de 5 uL da
suspensdo de células fixadas em formaldeido. Leituras do branco foram realizadas antes da
adicdo de células.

A qualidade dos dados foi analisada atraves da avaliacéo da linearidade das medi¢fes em
comparacdo com a concentracao de células. A partir desta curva, o coeficiente angular da curva
de fluorescéncia por concentracéo de células foi determinado e denotado o indice de corpusculo

lipidico (ICL) exemplo demonstrado pela Figura 13. Se R? < 0,9, os dados eram descartados.
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Figura 13: Exemplificacio de obtengdo do ICL a partir do coeficiente angular da curva de
fluorescencia versus absorvancia (FONTE: LOPES, 2014)

3.7 Estudo da extracédo do lipideo intracelular

3.7.1 Estudo do tratamento das células antes da extracdo

A partir de uma amostra de 1,0 g de células cultivadas em meio YPD, analisaram-se trés

procedimentos de tratamento das células para realizar a extragdo dos lipideos:

1) Centrifugacdo (3000 g) da amostra, descarte do meio de cultivo, banho-maria por 30
minutos, congelamento a -50°C e liofilizacéo.

2) Centrifugacao (3000 g) da amostra, descarte do meio de cultivo e secagem em estufa a
90°C.

3) Centrifugacdo (3000 g) da amostra, descarte do meio de cultivo, congelamento a -50°C e
liofilizac&o.

3.7.2 Extragdo dos lipideos

Apb6s o tratamento das células descrito anteriormente, foi realizado o seguinte

procedimento, apresentado também na Figura 14.
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Figura 14: Representagdo esquematica do processo de extracdo de lipideos
Fonte: elaboragéo do préprio autor

1) Rompimento da parede celular: Tubo de ensaio contendo 1g de células, 20 g de pérolas
de vidro e 20 mL da mistura de Cloroférmio e Metanol 2:1 segundo Folch et al. (1957) foi
submetido a agitacdo intensa em vortex por trés minutos.

2) Filtracdo para a retirada de residuos celulares;

3) Adicéo de solugéo salina 0,9% p/v para separacéo de fases;

4) Evaporacdo do solvente;

5) Pesagem gravimétrica;

6) Quantificacdo gravimétrica: O percentual lipidico foi calculado conforme a seguinte

equacéo:
PL(%) = —* x 100
Mc

onde: PL — percentual lipidico
MI= massa de lipideos obtida na pesagem gravimétrica

Mc = massa de células secas utilizada na extracao
3.7.3 Otimizacao da extracédo de lipideos

A partir da melhor condicdo de cultivo para 0o acimulo de 6leo intracelular foram
avaliadas as influéncias dos pardmetros da extragdo como quantidade de pérolas de vidro,
volume de solvente adicionado, adicdo da solucdo salina e numero de repeticdes do

processamento.
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3.8 Metodos Analiticos
3.8.1 Quantificagéo celular

A concentracdo celular foi acompanhada através de medidas de densidade Otica em
espectrofotdbmetro Shimadzu a 570 nm e esses valores foram convertidos para mg de massa seca
de células/mL usando-se o fator de conversdo previamente determinado através da realizacdo
da curva de peso seco, que € apresentada na Figura 15. A curva de peso seco versus absorvancia
¢ obtida usando-se uma suspensdo de células em solucéo 0,9% p/v de NaCl. Desta suspensdo
retira-se uma amostra de 2 mL que é filtrada em membrana Milipore 0,45 um. Posteriormente,
seca-se a membrana através de fonte luminosa de infravermelho, até a mesma atingir peso
constante. Da mesma suspensdo sdo feitas diferentes diluicdes de modo a se obter
concentracdes celulares distintas e, entdo, o valor de absorvancia para cada concentracdo €

obtida em espectrofotémetro a 570 nm.
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Figura 15 - Curva de peso seco para quantificagdo do crescimento celular de Yarrowia lipolytica
através de medidas de absorvancia em espectrofotémetro. Fonte: MARTINS, 2011
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo das variadveis que influenciam no processo de producdo de lipideo

intracelular

Para identificar a presenca de corpusculos lipidicos no interior das células de Y.
lipolytica foi utilizado um método de fluorimetria através da adigdo de um fluorocromo
(BODIPY), que se adere as particulas lipidicas, na amostra contendo as células a serem
analisadas. A fluorescéncia é medida em concentracgdes celulares crescentes da mesma amostra
em quantidade constante de BODIPY. Como quanto maior a concentracdo de células, maior é
a fluorescéncia, a inclinacdo da curva de fluorescéncia versus a concentracao de células, resulta
no Indice de Corpusculo Lipidico (ICL). Quanto maior o ICL, maior é a quantidade de lipidios

no interior da célula. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 9: Resultados dos ICLs maximos obtidos a partir do planejamento experimental
Ensaio Glicerol PA Extrato de Iévedo Peptona (NH4).SOs ICLméx* ICL/tempo

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
1 50 0,1 0 0 4621,9 85,6
2 150 0,1 0 1,0 19459 36,0
3 50 25 0 1,0 1900,0 79,2
4 150 25 0 0 3061,9 510,3
5 50 0,1 2,0 1,0 3893,1 81,1
6 150 0,1 2,0 0 3061,2 102,0
7 50 25 2,0 0 1698,9 70,8
8 150 25 2.0 1,0 2196,0 45,7
9 100 1,3 1,0 0,5 1883,9 39,2
10 100 1,3 1,0 0,5 2409,8 44,6
11 100 1,3 1,0 0,5 2492,6 44,2

*ICLmax: maximo de Indice de Corpusculo Lipidico encontrado para uma cinética de 54

horas

E possivel identificar na Tabela 9 que maiores ICLs foram encontrados nos ensaios 1,
4,5 e 6. Os ensaios 1 e 5, que foram realizados com menor concentracdo de glicerol e extrato
de lévedo, apresentaram os maiores valores de ICL. A diferenca entre eles é a presenca de

sulfato de amoénio e peptona no ensaio 5. O ensaio 4 apresentou a maior produtividade
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(ICL/tempo), em um meio contendo as maiores quantidades de glicerol e extrato de 1évedo.
Como inicialmente o objetivo é produzir uma célula com maior contetdo lipidico os ensaios 1
e 5 foram considerados os melhores.

A Figura 16 apresenta o gréafico de pareto que indica que o extrato de Iévedo e o sulfato
de aménia foram as variaveis que tiveram efeito estatisticamente significativo (considerando
95 % de confianca) sobre o ICL, ambas com efeito negativo. A interagéo entre o glicerol e 0
extrato de Iévedo também apresentou efeito significativo. Isso significa que o extrato de Iévedo
e o sulfato de aménia devem ser utilizados em baixa concentragéo e, reduzindo-se o extrato de

Iévedo, a concentracgdo de glicerol deve ser reduzida também.

1bvZ2 |-"31. 19027
(2)Extrato de 1&veds | |—28, 1629
(41Sulf. de amonia [ i |—15, 1443
(1)ySliceral | |—1 1;.1:51 1

H
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H
Thw= P |7,119|6 E
!
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Efeitc Padronizado Estimadoe (Walor Absoluto)

Figura 16- Diagrama de Pareto gerado pelo software Statistica 7.0 para analizar méximo indice de
corpusculo lipidico com diferentes variaveis que influenciam na producao de lipideo intracelular.

Com base nesses resultados, optou-se por utilizar as condi¢cdes dos melhores ensaios
(E1 e E5) e testar um meio ndo tamponado. A utilizacdo do meio tamponado foi sugerida por
Papanikolaou et al. (2002) devido a maior obtencdo de acido citrico por Yarrowia lipolytica.
No entanto, como o objetivo ndo € produzir este &cido, optou-se por testar um meio sem o
tamponamento, reduzindo, assim, o custo de producdo. As analises foram também realizadas

por fluorimetria. A Figura 17 apresenta os perfis de ICL para esses experimentos.
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Figura 17 — Cinética do indice de corpusculo lipidico dos experimentos do planejamento experimental em
meio tamponado e ndo tamponado.

Conforme mostra a Figura 17, o ndo tamponamento do meio foi benéfico apenas para o
Ensaio 1. E possivel que na presenca de peptona (Ensaio 5) a formacdo de aménia pelo
metabolismo possa aumentar muito o pH do meio, prejudicando a producdo de lipideos e,
portanto, esse ensaio tenha sido beneficiado pelo tamponamento. O Ensaio 1 ndo apresenta essa
fonte de nitrogénio, portanto, a presenca dos sais em maior quantidade pode ter prejudicado o
acumulo de éleo intracelular. Como o Ensaio 1 em meio ndo tamponado tem o maior valor de
ICL e menor gasto de reagentes, esse foi considerado o melhor para producgdo de lipideo
intracelular. Com esta defini¢cdo de melhor meio de acimulo de lipideo intracelular foi realizada
a substituicdo do glicerol puro pelo glicerol bruto como fonte de carbono no meio de producéo.

As analises fluorimetria foram realizadas e a Figura 18 apresenta o0 comportamento obtido.
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Figura 18 — Cinética do indice de corpusculo lipidico dos experimentos contendo glicerol puro e bruto.

Segundo BEOPOULOS et al. (2009), a transi¢do do crescimento celular para o acimulo
de lipidios geralmente ocorre quando o excesso de carbono no meio esta associado a uma
limitacdo de nutrientes. Nestas condicOes, a levedura Y. lipolytica produz grandes quantidades
de metabolitos secundarios como o &cido citrico, isocitrico, &cido 2-cetoglutarico e acido
pirlvico e também pode converter o carbono em triacilglicerol. Dependendo da relacdo
carbono/nitrogénio (C/N), diferentes caminhos metabdlicos podem ser observados. O primeiro
corresponde a maxima taxa de crescimento com o consumo das fontes em concentragcfes 6timas
de carbono e nitrogénio. Isto resulta numa produgdo méaxima de biomassa. O segundo
corresponde a um excesso de carbono no meio, o qual tem uma elevada relagdo C/N, resultando
numa diminuicdo na producdo de biomassa e altos niveis de producéo de lipideos. E o terceiro
é resultado de uma relacdo C/N ainda maior, levando a diminui¢do do acimulo de lipidios a
favor da producdo de metabolitos secundarios. Conforme a Figura 22 demonstra, o glicerol
bruto proporcionou 0 um aumento do acumulo de lipideo intracelular superior ao glicerol puro
como fonte de carbono. O que pode indicar que houve uma possivel menor produgédo de
metabdlitos secundarios devido a uma relacdo C/N elevada que propicia o acimulo e/ou devido

aos outros compostos contidos no glicerol bruto.
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4.2 Estudo da extracéo do Gleo intracelular
4.2.1 Pré-Tratamento das Células

Foram realizados diferentes procedimentos de tratamento das células, seguido do
processo tradicional de extracdo (descrito na secdo de materiais e métodos) com o objetivo de
preservar o acimulo de 6leo no interior das células. Os resultados estéo apresentados na Tabela
9.

Tabela 9: Percentuais lipidicos obtidos para cada diferente pré-tratamento das células

Pré-tratamento das células Percentual Lipidico (%0)*
Células centrifugadas, imersas em banho-maria, 0,81
congeladas a -50°C e liofilizadas
Células centrifugadas e secas em estufa a 90°C 1,65
Células centrifugadas, congeladas a -50°C e liofilizadas 1,81

*: Percentual lipidico calculado com a massa de lipideo por 100 g de células secas.

Como observado na Tabela 9, o tratamento das células com centrifugacdo, congelamento
e posteriormente liofilizacdo, mostrou ser o melhor para a preservacdo do acimulo de lipideo

intracelular possibilitando o maior rendimento no processamento da extracéo.

4.2.2 Avaliacdo de parametros da extracdo dos lipideos

Para o estudo da extracdo dos lipideos as células cultivadas por 54 horas em meio mineral
tamponado com 50 g/L de glicerol puro e 0,1 g/L de extrato de lévedo (Ensaio 1), foram
centrifugadas, congeladas a — 50° C e liofilizadas foram submetidas ao processo de extragdo,

variando-se alguns parametros como mostra a Tabela 10.

Tabela 10: Percentuais lipidicos obtidos da varia¢édo de paradmetros no processo de extragéo

Amostras Pérolas Solvente Solucéo Repeticbes da Percentual
(9) (mL) salina (mL) extracao? Lipidico (%0)
I 20 20 20 3 3,01
I 20 40 20 3 3,03
i 10 20 0 3 11,12
v 10 20 0 5 14,48

a Quantas vezes esse volume de solvente foi adicionada a mistura células tratadas/pérola de vidro para exaustdo
da extragdo.

E possivel observar na Tabela 10 que aumentando a quantidade de solvente (comparando

as amostras | e 1) ndo houve melhora no percentual de extracdo. Comparando as amostras | e
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111, é possivel identificar que reduzindo a proporg¢éo de perolas para células e retirando a solucao
salina, houve uma melhora de 8% na extracdo. Além disso, aumentando o nimero de repeticdes

da extracdo, um aumento de 3% na extracdo foi atingido (amostras Il e V).

5 PROJETO DE PLANTA

De acordo com os experimentos realizados e os resultados obtidos neste trabalho que
demostram um grande potencial da producao e posterior aplicacao de lipideo intracelular, neste
capitulo é apresentado uma proposta e simulacdo de um projeto de planta para obtencdo do
composto de interesse.

O micro-organismo para esse processo € uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica
obtida do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para estocagem
é utilizado o meio YPD. Esse meio é composto por 20g/L de glicose, 10g/L de extrato de Iévedo,
20g/L de peptona e 30g/L de agar. A cultura deve ser armazenada a 4°C.

Para reativacdo do indculo neste trabalho, utiliza-se 0 mesmo meio YPD, porém sem a
presenca do agar. A reativacdo e a propagacao das células devem ser realizadas a 28°C por 72h.
Porém, para proposta de planta, € sugerido o uso do préprio glicerol bruto como fonte de
carbono, de acordo com Lopes (2014), cuja composicdo é de 20,8g/L de glicerol bruto, 10g/L
de extrato de lIévedo e 20g/L de peptona onde em 48h obteve-se uma concentracdo de células
de, aproximadamente, 5,0 g/L.

Para a producdo de lipideo intracelular, é utilizado o meio de producao cujo meio mineral
esta descrito no item 3.5 adicionado a uma concentracdo de glicerol bruto de 66,7g/L. A
producdo de obtencdo méaxima de corplsculos lipidicos dura 54 h sem necessidade de

alimentacdes da fonte de carbono no processo.

5.1 Equac0es para a previsdo da planta de produgéo

O tempo de producgdo de lipideo intracelular é superior ao tempo de propagacdo de
células. E proposto entdo, uma planta com apenas um reator de pré-fermentacio para que o
reator de producdo de lipideos seja utilizado continuamente, apenas com interrupgdo para
limpeza, carga e descarga. Os calculos foram baseados em Soares (2014).

Inicialmente, deve ser calculado o numero de bateladas anuais para se obter a producéo

anual desejada. Para esse célculo deve ser levado em considera¢do o numero de dias e de horas
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por dia de funcionamento da planta, e os tempos de producéo do 6leo intracelular e de carga e
descarga do reator de producdo. Sendo assim, o nimero de bateladas é encontrado pela equacao:
Dfx H
=L ®
ty + tean
Onde:
e B é o0 namero de bateladas anuais
e D €0 numero de dias de funcionamento da planta
e H € 0o nimero de horas de funcionamento da planta
e t, € otempo de producdo de lipideo intracelular

e t.4; €0 tempo de carga, descarga e limpeza do reator de produgdo

Para o célculo do volume de producéo do éleo microbiano, deve ser considerado o niUmero
de bateladas anuais, a quantidade anual a ser produzida e a concentracdo do produto de interesse

em cada batelada. Esse volume pode ser calculado pela equacdo a seguir:

v, My 2
1= 5. P (2)

Onde:
e V, é 0 volume da producéo de lipideo;
e M, éamassa de lipideo a ser produzida por ano;

e P éaconcentracdo do lipideo na saida do processo

Para os volumes de propagacdo: o volume de propagacdo do in6culo anterior ao reator de
producdo é de 10% do volume de producdo do lipideo. Esse é o reator de pré-fermentacéo.

Vz = V1 * 0,1 (3)
Onde:

e I, é o volume do pré fermentador.
Como dito anteriormente, foi considerada uma planta com um reator de pré-fermentacéo

para que o biorreator de producéo de lipideo intracelular ndo fique parado (exceto durante a

limpeza, esterilizagdo, carga e descarga). Para verificacdo e confirmagdo da necessidade de
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apenas 1 pré-fermentador, calcula-se 0 numero de pré-fermentadores necessarios, calculado
pela Equacdo (4), adapatada de Borzani et al (2001).

ti +teaui

b= ty + teay S
Onde:
e D é 0 numero de pré-fermentadores;
e t; € 0tempo de preparo do indculo no reator de pré-fermentacgéo;

e t.q;; €0tempo de carga, descarga e limpeza do reator de pre-fermentacéo

Todos os reatores seguintes devem ter 10% do volume do proximo reator para que o
crescimento do indculo seja feito adequadamente. Essa reducdo de escala deve ser feita até que
0 volume do meio no reator de reativacdo do inoculo seja de, no maximo, 500mL, para que essa
etapa inicial possa ser feita em Erlenmeyer e shaker.

Ve = Ve *10% )

Onde:

e 1, é o volume do reator de propagacdo do indculo anterior, que devera ser no
maximo 500 mL;

e V,_, é 0volume do reator posterior;

Todos os volumes calculados sdo os volumes de meios de reatores. O volume do reator a

ser utilizado pode ser considerado 20% maior que o volume do meio. Sendo assim:
VR = VM * 1,2 (6)

Onde:
e Vg €0 volume do reator;

e 1y €0 volume do meio total.

Para o caso da utilizacdo de Erlenmeyers para reativacdo e/ou propagacgéo do inoculo, é

considerado que o volume do meio deve ser aproximadamente 40% da capacidade do
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Erlenmeyer para boas condigdes de aeragéo e agitacdo do meio. Sendo assim, a equagao para o

calculo do volume do Erlenmeyer é:

—_ V, =100 7
Ry — 40 ( )
Onde:

e Vg, €0 volume do Erlenmeyer;

e 1}, €0 volume do meio.
5.2 Calculos para a planta de Producéo de Lipideo Intracelular

Segundo as equacOes ja descritas anteriormente, foi possivel calcular o nimero de
bateladas anuais e o0 volume de meio para cada reator, supondo uma producdo anual de 100
toneladas de oleo intracelular.

A equacdo (1) seré utilizada para calcular o nimero de bateladas necessarias por ano para
se atingir a producéo de 6leo intracelular desejada. Para ese célculo, foram feitas as seguintes

consideracdes:

e A planta funciona 330 dias ao ano;
e A planta funciona 24 horas por dia;
e O tempo de producdo de 6leo intracelular é de 54 h

e O tempo de carga, descarga e de limpeza é de 6 horas (Adaptado de Borzani et al.
(2001)).

Tty + teqr 5446

B = 132 bateladas / ano

Ent&o poderiam ser realizadas 132 bateladas por ano.

Pela equacgdo (2), foi encontrado o volume final do meio para a producéo de lipideo
intracelular. Em seguida, pela equag&o (6), sera possivel calcular o volume do reator para essa
producéo. As seguintes consideracOes foram feitas:
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e Segundo a ABIOVE (Associacio Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais) o volume
de 6leo de soja para consumo doméstico no Brasil em 2010 foi 5,4 milhdes de toneladas.
Destes, 1,9 milhdes de toneladas de dleo de soja foram destinadas para a producéo de
biodiesel. Supondo um suprimento de 0,0005% dessa matéria-prima, a massa de lipideo
intracelular necessaria seria de 100 toneladas por ano.

e Foram consideradas 132 bateladas por ano;

e Considerando que no trabalho experimental, o maior percentual lipidico obtido foi de
14 g de lipideo em 100 g de células secas e que a concentracdo celular obtida nesse
cultivo é de 10 g/L, a concentracdo no final de cada batelada é de 1,4g/L de Gleo

intracelular bruto.

. M, 1000000
17 BxP ™ 132x1,4
V, =5411L

VR,l = VM,l * 1,2 = 6493 L

Entdo ao final de cada batelada, s&o obtidos aproximadamente 5.500 litros de solucdo de
6leo intracelular a 1,4 g/L. O reator para esta producdo deve ter um volume aproximado de
6.500 litros. Para o célculo dos volumes dos pré-fermentadores, foi utilizada a equacéo (3) e

novamente a equacdo (6) para a capacidade do reator.

V, =V, 10 % = 5.411 = 10%
V, =541L
Vez = Vio* 1,2 = 541 % 1,2
Ve = 649,3 ~ 650 L

Entdo o pré-fermentador devera ter a capacidade nominal de 650 litros, para o volume
de mosto igual a 541 litros.

Para que o biorreator de producéo néo fique parado € necessario calcular a necessidade
de apenas 1 ou mais de um pré-fermentador. O tempo de crescimento do pré-inoculo é de 48
horas e 0 tempo da produgdo de lipideointracelular é de 54 horas. Para o calculo do nimero de
pré-fermentadores necessarios, foi utilizada a equacdo (4), levando em consideracdo as

seguintes hipotesis:
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e Tempo de preparo do inéculo: t; = 48 horas
e Tempo de carga, descarga e limpeza do pré-fermentador: t. 4 ,; = 6 horas
e Tempo de producéo de lipideo intracelular: t,, = 54 horas

e Tempo de carga, descarga e limpeza do reator de producéo: t. 4; = 6 horas

ti+teqr;  48+6
ty+ teqs 54+6

D = 0,9 ~1dorna

E necessaria apenas uma dorna de pré-fermentacéo para que o biorreator de producio de
lipideo ndo fique parado (exceto durante a limpeza, esterilizacéo, carga e descarga).

A equacéo (5) calcula o volume do mosto no reator de propagacao antes do reator de
pré-fermentacdo. Novamente a equacao (6) € utilizada para o célculo do volume do reator:

Vs = V, * 10% = 541 * 10%
Vs = 541L
Vs = Vis * 1,2 = 54,1 % 1,2
Vis = 64,9 L ~ 651

O biorretor anterior ao pré-fermentador, deve ter capacidade de 65 litros para suportar

54 litros de mosto.

Novamente utilizando a equacao (5), calcula-se o volume no bioreator anterior ao

bioreator Vr;3. E a equacdo (6) calcula o volume do reator:

V4 = V3 * 10%
V, = 54,1+ 10%

V4 = 5,4‘L
VR,4- = VMA- * 1,2 = 5,4‘ * 1,2
VRA- = 6,5 L
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Essa propagacéo deve ser realizada em um biorreator de 6,5 litros sendo que o volume a ser
utlizado de mosto sera 5,4 litros.
Como ainda ndo foi atingido o volume de, no maximo 500 mL, para reativacdo do indculo, é

necessario pelo menos mais um reator de propagacaode indculo que deve ser calculado pela

equacao (5):

Ve = V, * 10%
V5 = 5,4‘ * 10%
Ve = 0,54 L ~0,5L

Esse volume ja é suficiente para o inicio da reativacao do inéculo em Erlenmeyer e

shaker. Segundo a equacdo (8), o volume doErlenmeyer devera ser:

v 0,5 * 100
RS ™ 40
Ves = 1,3L~1L

Portanto, a primeira etapa do proceso de producdo de lipideo intracelular seré a reativacao
do ino6culo iniciada em um Erlenmeyer de 1 litro. A Figura 19 demostra a representacdo do
processo produtivo juntamente com os célculos da concentracdo de reagentes e de células

obtidas ao final do processo:
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Figura 19: Fluxograma representativo do processo de producéo de lipideo intracelular.
Fonte: COHEN, RATLEDGE (2005) adaptado pelo autor
Para a extracdo de células, como o melhor resultado obtido (descrito no item 4.4.2)
obteve-se com 20 mL na escala de laboratério. Portanto, o volume necessario de solvente para

aplicar o processo de extracdo na producdo de 27.055 g de células produzidas na escala
industrial sera:

1,0 g de células ----------=-=-==mmnmno- 0,02 L de solvente
27.055 g de células ----------=-=-==-=--- X L de solvente
X =541 Lde solvente

Aplicando a equacéo (7) para saber o volume do reator necessario:

Ve =V 1,2 = 541 % 1,2
Ve = 650 L

Obtém-se um reator de 650 L de volume de forma a este, ser responsavel pela

homogeinizacao das células. Em seguida, a proposta é que essa solucao de células resultante no
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reator de mistura, passe por um equipamento conhecido como desruptor de células para o
rompimento da parede celular, liberando o corpusculo lipidico para que este solubilize no
solvente.

Em seguida, devera ocorrer uma separacdo solido-liquido de forma que a corrente imida
contendo sélidos remanescente de células rompidas, va para um secador e porteriomente sendo
estocado como residuo sélido. E a corrente liquida contendo o lipideo entre em um evaporador
para recuperacdo do solvente e concentracdo do 6leo obtido no processo. A Figura 20 demostra

a representacéo do processo de extracgao:

V4

L)
stoque
de
biomassa -~
 —— Tanque | =
541 L de de ) |
solvente solvente condensador
Reator de
mistura E
650 L Oleo
e evaporador _| ™Y
Separador
r— sélido/liquido
Desruptor
de células 1
secador  rasiduo

Figura 20: Fluxograma representativo do processo de extragdo lipideo intracelular.
Fonte: COHEN & RATLEDGE (2005) adaptado pelo autor
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CONCLUSOES

1. Foi possivel obter lipideo intracelular em Y. lipolytica na presenca de glicerol bruto
como fonte de carbono. Através do planejamento experimental foi possivel obter uma melhor
composicao de meio de cultivo, que apresenta menor quantidade de reagentes, reduzindo, assim

0 custo de producéo.

2. O meio de producéo de lipideos apresentou elevada relacdo carbono/nitrogénio, e uma
grande diminuicdo no pH do meio de cultura, esta podendo ser justificada pela producéo de

metabolitos secundarios como o acido citrico.

3. Através da avaliacdo do processamento de extracdo do 6leo intracelular, incluindo pré-
tratamento das células, foi possivel aumentar o percentual lipidico extraido, atingindo 14,5%

de lipideos em células secas.

4. O projeto de planta para uma producdo industrial apresenta uma demanda de grandes
volumes de meios e consequentemente o nimero de reatores necessarios, que pode resultar em
elevado custo de producédo. Portanto, incrementos no percentual lipidico e no rendimento de
extracdo devem ser aperfeicoados para um novo célculo utilizando as equac@es e fluxogramas

apresentados.
5. O glicerol bruto mostrou-se importante em relagdo a producao de lipideo intracelular

podendo ser um destino apropriado para 0 composto ja que é um grande excendente da producéo

de biodiesel.
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