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RESUMO

CASTRO, F. C. F.. Estudo da influéncia do k;a inicial na producio de B-caroteno por
Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusdao de Curso (Graduagdao em
Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, 2023.

O P-caroteno ¢ uma molécula de interesse tecnoldgico pela sua acdo antioxidante e
participacdo na formacdo de vitamina A em organismos vivos. Através de uma modificagdo
genética, a cepa da levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 ¢ capaz de
realizar sua sintese. Além disso, esse micro-organismo consegue produzir o carotenoide em
meios de cultivo compostos por subprodutos industriais, como a glicerina loira e a milhocina.
Estes subprodutos ainda possuem uma gama de nutrientes que podem ser aproveitados pelo
micro-organismo, validando o seu uso por interesse econdmico e ambiental. Como Y.
lipolytica ¢ um microrganismo estritamente aerdbio, a transferéncia de oxigénio durante a
fermentagdo ¢ vital para seu crescimento e, consequentemente, terd influéncia na quantidade
de B-caroteno que a levedura produz e acumula. Logo, ¢ importante caracterizar e analisar a
influéncia do coeficiente global de transferéncia de oxigénio, k;a, no crescimento e na
produgdo do B-caroteno. Neste contexto, o presente trabalho de conclusdo de curso teve como
objetivo empregar um meio de cultivo composto por glicerina loira ¢ milhocina para a
producao de B-caroteno pela levedura Y. lipolytica IMUFRJ 50682 geneticamente modificada,
além de caracterizar e determinar a influéncia do k;a na producdo do carotenoide em um
biorreator de bancada. Apos a caracterizagdo do k;a, foram propostas duas condi¢des de
agitacdo/aeracdo para o cultivo: 400 RPM e 1 vvm; e 600 RPM e 1,5 vvm. Obteve-se em 400
RPM e 1 vvm: 13,80 +2,10 mg.L"' de concentrac¢do de B-caroteno, Xy, de 21,95+ 1,20 g.L”!
e Ypx de 0,63. Ja em 600 RPM e 1,5 vvm: 77,73 + 0,66 mg.L' de B-caroteno, Xy, de 19,35 +
0,78 g.L'e Ypx de 4,10. Esses resultados evidenciam que um k; a inicial maior acarreta numa
maior produg¢do e acumulo celular do carotenoide. Além disso, menores valores de k;a
revelaram um potencial de produgdo voltado para o licopeno, precursor direto do -caroteno e

que também possui potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave: B-caroteno, subprodutos industriais, transferéncia de oxigénio.



ABSTRACT

CASTRO, F. C. F.. Estudo da influéncia do k;a inicial na producio de B-caroteno por
Yarrowia lipolytica. Rio de Janeiro, 2023. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em
Engenharia de Bioprocessos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, 2023.

-carotene is a molecule of technological appeal due to its antioxidant activity and role in the
vitamin A biosynthesis. Through genetic modification the oleaginous yeast Yarrowia
lipolytica strain IMUFRJ 50682 can produce it. Furthermore, this microorganism can utilize
culture media with industrial byproducts in their composition, namely crude glycerin and corn
steep liquor (CSL) for this pathway. These byproducts still retain an array of nutrients that
may still be used by microorganisms validating an interest in their potential use for
economical and environmental interest. Being a strictly aerobic organism, oxygen transfer
plays a fundamental role in the growth of Y. lipolytica, and consequently, in the B-carotene
production and storage by the yeast. Thus, characterization and analysis of the global oxygen
transfer rate (k;a) and its influence on cell growth and B-carotene yield is critical. In this
context, the following work had the objective of utilizing a culture medium with crude
glycerin and CSL for B-carotene production by the yeast genetically modified Y. lipolytica
IMUFR]J 50682 CRP23 on a lab-scale bioreactor, while characterizing and determining k;a’s
influence on the carotenoid’s production. After obtaining different k;a values using various
aeration/agitation pairings, two settings were chosen: 400 RPM e 1 vvm; e 600 RPM e 1.5
vvm. Using 400 RPM e 1 vvm yielded 13.80 £ 2.10 mg.L"' of B-carotene, Xy, 0f 21.95 £ 1.20
g.L!' and Y, x de 0.63. While 77.73 + 0.66 mg.L™", 19.35 + 0.78 g.L" and 4.10 were obtained
for B-carotene, Xy, and Ypx respectively in a 600 RPM e 1.5 vvm combination. These results
highlight that a higher initial k;a returns a higher B-carotene output and cells with bigger
stocks of the carotenoid. Moreover, the lower aeration/agitation pairing unveiled a potential
use of this strain for lycopene production as well being the direct precursor of B-carotene on
the pathway, another carotenoid with biotechnological uses, thus revealing the versatility and

potential of this Y. lipolytica strain.

Keywords: B-carotene, industrial byproducts, oxygen transfer.
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1 INTRODUCAO

Carotenoides sdao pigmentos lipossoliiveis naturais com agdo antioxidante, sendo
metabolizados naturalmente por uma variedade de microalgas, plantas e fungos filamentosos
(ZHANG, 2020). Um componente de destaque deste grupo € o B-caroteno, carotenoide de
coloragdo alaranjada caracteristica. E naturalmente sintetizado por vegetais como cenoura e
tomate, ¢ por microrganismos como algas do género Dunaliella, as leveduras do género
Rhodotorula e o fungo filamentoso Blakeslea trispora (BOGACZ-RADOMSKA, 2018).
Além de sua acdo antioxidante, o B-caroteno também tem fun¢do em organismos como
corante ¢ como precursor do retinol, a vitamina A. Comercialmente, o B-caroteno pode ser
empregado em suplementos alimentares, como corante para dietas alimentares de peixes e
para cosméticos de uso topico. Em 2022, o mercado de B-caroteno movimentou cerca de US$
350-575 milhdes, com expectativa de crescimento em especial na alimentagdo humana
(GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2022).

Globalmente, a produ¢ao industrial de B-caroteno se da de maneira majoritaria pela via
sintética. Contudo, o aumento da conscientizagdo ambiental junto de novas legislacdes fazem
com que a produgdo bioldgica esteja em ascensdo. A extracdo de P-caroteno em plantas,
microalgas e fungos filamentosos ainda ¢ limitada por alguns fatores como: competi¢do com a
industria alimenticia, baixa produtividade em cepas naturalmente produtoras e matrizes
complexas com outros carotenoides que dificultam a extragdo. Portanto, a utilizacdo de
transformagao heterdloga ¢ uma via promissora que permite a implementagao da produgao do
carotenoide em larga escala (DE SOUZA, 2020).

Analisando a natureza lipossoluvel do B-caroteno, uma espécie ideal para servir de
plataforma de produgdo ¢ a levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica. Com o alto acumulo de
lipideos, especificamente em estruturas em seu citoplasma chamadas de corptsculos lipidicos
(BEOPOULOS, 2011), a solvatagdo do B-caroteno pode ser facilitada, aumentando o acimulo
intracelular (SABIROVA, 2011; XU, 2016). Seu genoma e metabolismo ja estdo descritos na
literatura (GUO, et al. 2014, MAGNAN et al. 2016, DEVILLERS et al. 2016), ¢ mostra-se
uma espécie versatil e adaptavel em diversas condi¢des de ambiente. Por possuir status GRAS
(do inglés, Generally Recognized as Safe) concedido pelo orgdo estadunidense FDA, ha uma
garantia de ndo-patogenicidade a humanos. Isso permite sua ampla manipulagdo e a seguranga

no consumo de seus produtos. Ademais, a Y. lipolytica é capaz de metabolizar uma diversa
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variedade de fontes de carbono. Também pode se desenvolver em subprodutos industriais, em
especial de origem na industria alimenticia (DA SILVA, 2012; CARVALHO, 2023).

A Y. lipolytica ¢ um microrganismo estritamente aerébio. Logo, a transferéncia de O,
para um meio de cultivo inoculado com a levedura ¢ primordial para a concretizagdo de seu
crescimento, e, consequentemente, de um bioprocesso. Entretanto, a baixa solubilidade do O,
em meios aquosos ¢ limitante para o metabolismo aerdbico. Assim, estabelecer parametros de
controle da transferéncia de massa de O, se torna necessario para a otimizagao de um cultivo
com células que utilizam respiragdo celular exclusivamente. Um parametro que traduz a
transferéncia de massa de O, ¢ o para o k; a, coeficiente global de transferéncia de O,. O valor
de k,a varia com o progresso de uma fermentagdo, devido a modificacdo da composi¢do do
sistema, por consumo dos componentes do meio e geragao de metabolitos, e do crescimento
celular (GALACTION, 2004; SCHAEPE, 2013). Porém, ter seu valor inicial estabelecido e
conhecido ¢ essencial para compreender a disponibilidade do gas para as células
(SCHMIDELL, 2001).

Durante toda a linha de producdo para qualquer tipo de industria, sdo gerados
subprodutos que, ou ndo possuem um valor agregado alto, ou requerem um alto custo
energético ou existe uma limitagdo tecnoldgica que ndo compensa a transformagdo. Somente
no setor industrial agro-alimenticio, cerca de 1,3 bilhdes de toneladas de residuos e
subprodutos sdo gerados (FAO, 2019).

A glicerina loira € o principal subproduto da producdo do biodiesel, com 10% de toda
a geracdo do biocombustivel sendo composta pelo subproduto (KUMAR, 2019). A inclusdo
de biodiesel na composi¢cdo do diesel ¢ definida pela Resolugdo N° 16, de 29 de Outubro de
2018 do Conselho Nacional de Politica Energética, onde, a partir do ano de 2023, o diesel
deve ser composto por 12% de biodiesel. A producdo nacional de biodiesel em 2022 foi de
6,3 bilhdes de litros, com expectativa de aumento para 7,4 bilhdes de litros em 2023
(TOOGE, 2023). Ou seja, a geragdo de glicerina loira ird acompanhar essa tendéncia, podendo
gerar mais oportunidades para a pesquisa de sua utilizagdo. A composi¢do da glicerina loira
varia dependendo do 6leo de origem utilizado na transesterificagdo, mas geralmente ¢
majoritariamente composto por volta de 60-80% de glicerol. O glicerol pode ser usado como
fonte de carbono por algumas espécies microbianas, podendo ser transformado em acetil-CoA
para sua inser¢ao na rota de producao do B-caroteno, contornando o longo processo da via
glicolitica. A glicerina loira ja ¢ descrita como um substituto de fontes de carbono de baixo
custo para a producdo de diversos produtos sintetizados por uma variedade de

microrganismos.
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Anélogo a glicerina loira, a milhocina também ¢ um subproduto industrial (em inglés
denominado de corn steep liquor), oriundo do beneficiamento do milho. cuja colheita mundial
passa de 1 bilhdo de toneladas anualmente, representando cerca de 35% da produgdo de graos
global (ZHOU, 2022). Apesar do principal grdo de origem brasileira ser a soja, o Brasil
representou na safra de 2020/21 cerca de 87 milhdes de toneladas de milho, sendo 7,7% da
produgdo global (DERAL-PR, 2021). Possuidor de potencial biotecnologico tal qual a
glicerina loira, a milhocina possui uma variedade de nutrientes que podem complementar o
meio de cultivo ao mesmo tempo que reduz o custo do processo (RIVAS, 2004; BARROS,
2016).

Assim, com a utilizagdo de um meio que se utiliza destes subprodutos industriais para
a producao de B-caroteno por um transformante de Y. lipolytica, se torna necessario um estudo
para verificar a influéncia de diferentes valores de transferéncia de O, na biossintese. Através
da observagao em diversas condigdes e seus respectivos valores de k; a, pode-se chegar a uma
otimizagdo da produgdo de B-caroteno, enquanto ha a transformacao de subprodutos de baixo

valor agregado.
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O PB-caroteno ¢ um terpeno do grupo dos carotenoides, assim como licopeno,

cantaxantina e astaxantina, € possui uma coloragdo alaranjada caracteristica. Sua principal

atuacdo no ambiente intracelular ¢ como antioxidante. Ou seja, ¢ um alvo de ataques de

moléculas reativas, como radicais livres e espécies reativas de oxigénio, € energia ionizante,

como a radiacdo ultravioleta, protegendo outros compostos celulares importantes para o

metabolismo celular (LI, SWOFFORD & SINSKEY, 2020). Ademais, sua mais conhecida

fun¢d@o no metabolismo humano é como o precursor do retinol, a vitamina A. Devido a essa

caracteristica antioxidante, esta molécula é consideravelmente instavel termicamente e na

presenca prolongada ao oxigénio. Isso leva a pesquisas por algum mecanismo de protegao,

como microencapsulamento (DANG, 2017). Ou mesmo utilizar a propria estrutura celular das

espécies que o sintetizam naturalmente.

Figura 2.1 - Estruturas moleculares de: (A) p-caroteno; (B) licopeno;

(C) cantaxantina e (D) astaxantina
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Fonte: Clinton, 2009.
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Além do uso terapéutico, o B-caroteno também pode ser utilizado como corante. Uma
utilizacao com esta finalidade € na industria cosmética, onde o apelo por ser considerado um
composto natural podem ser um diferencial. Além disso, sua fun¢do antioxidante pode trazer
beneficios durante sua utilizagdo topica. Uma outra possibilidade de destaque € sua inclusdo
na dieta de peixes ornamentais. Pois sua aplicagdo na alimentacdo de alguns animais
aquaticos traz uma melhora no desenvolvimento e aspecto destes (DE CARVALHO &
CARAMUIJO, 2017). Apesar deste potencial, o carotenoide mais amplamente utilizado para
este fim, ¢ a astaxantina, com um mercado ja estabelecido no melhoramento visual de peixes
em aquicultura (TUAN HARITH, 2022).

Em termos financeiros, o B-caroteno movimentou cerca de US$350-575 milhdes no
ano de 2022, com sua principal aplicacdo na quimica sintética. A expectativa, no entanto, ¢
que o mercado mude essa distribuicdo para focar na alimentagdo humana, suplementacdo e
produtos naturais, com um crescimento projetado de 5% até 2032 (GLOBAL MARKET
INSIGHTS, 2022).

2.2 PRODUGAO DE [-CAROTENO

Atualmente, a principal obten¢do do p-caroteno ¢ através da rota sintética,
contribuindo para cerca de 90% de sua origem global (YANG, 2014). Contudo, com
preocupacoes e leis sanitarias sobre o uso de compostos de origem sintética, sua obtencao via
produtores naturais vem ascendendo. Neste caminho, o B-caroteno pode ser obtido através de
algumas espécies de plantas, como cenoura, tomate e abobora. Porém, este processo ndo ¢
favoravel pela sazonalidade e alto custo de extragio (BOGACZ-RADOMSKA, 2018), além
da competicao com a industria alimenticia. Isso traz em destaque a rota microbiologica, como
as algas do género Dunaliella, as leveduras do género Rhodotorula e o fungo filamentoso
Blakeslea trispora (BOGACZ-RADOMSKA, 2018). Contudo, a matriz complexa de
carotenoides sintetizados por esses microrganismos ¢ a baixa produtividade em microalgas e
fungos filamentosos limitam sua possibilidade de comercializagdo em larga escala. Assim, a
via de produgdo heterdloga se mostra promissora, podendo se utilizar de microrganismos
modelos, cujas caracteristicas no meio cientifico ja sdo disseminadas e conhecidas, como a
bactéria Escherichia coli e a levedura Saccharomyces cerevisiae. Isso abre caminhos para
uma melhor producdo de B-caroteno, como ja descrito na literatura (YOON, 2009; LANGE
AND STEINBUCHEL, 2011).
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Alguns exemplos desenvolvidos na literatura com diversos microrganismos € suas
producdes estdo ilustrados na Tabela 2.1. Nela, ¢ possivel notar a diversidade de
microrganismos, desde cepas naturalmente produtoras, até transformantes com expressao
heterdloga. Além disso, em clones superprodutores, ou seja, que possuem multiplas copias de
genes que codificam enzimas que participam do metabolismo de produgdo do B-caroteno,
possuem os maiores valores de producdo. Comparando-as com as cepas selvagens
naturalmente produtoras, que tem uma escala de menos de 1 g.L"!, os clones superprodutores
conseguiram produzir acima de 3 gL' Esses resultados demonstram o potencial da
modificacdo genética, em especial, para microrganismos com um maquindrio e estrutura

celular que favorecem o metabolismo de um produto que eles geralmente ndo produzem.
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Tabela 2.1 - Producio de B-caroteno por diferentes microrganismos, fontes de carbono e

métodos de producao divulgados na literatura

Glicose e parafina Blakeslea trispora
HU et al. (2013) em Frasco Agitado 715 mg.L"! ATCC14271
de 500 mL ATCC14272%*

Glicerol em Batelada Escherichia coli

YANG et al. (2014) Alimentada em 32gL" a
Biorreator de 5 L YJM49

Extrato Acido de Rhodotorula
BAGY etal. (2016) Cebola em Frasco 204,29 mg.L! glutinis
Agitado de 250 mL KU550702*
Milhocina e Oleo de
NANOU et al. Fritura em Batelada 695.8 mo ! Blakeslea trispora
(2017) Simples em -0 Mg ATCC14271 *
Biorreator de 0,7 L
Glicerol em Frasco 1 Escherichia coli
WU et al. (2017) 268 mg.L ATCC 8739%*

Agitado de 100 mL

Glicose em Batelada Yarrowia livolvtica
GAO etal. (2017) Alimentada em 4gL! POty

. CIBTS2112%*
Biorreatorde 5 L

Glicose em Batelada Yarrowia lipolytica
. -1
Bromotor de S 1 o ob-CHCTHCTEer

LARROUDE et al.
(2017)

Xilose em Frasco Saccharomyces

-1
SUNetal. (2020) Agitado de 250 mL 772,8 mg L cerevisiae SR8**
Glicerina Loira e Yarrowia lipolytica
DE S(()zl(g(lg ctal. Milhocina em Frasco 154,7 mg.L™! IMUFRJ 506282
Agitado de 125 mL CRP23**

Glicose em Batelada Yarrowia livolvtica
Alimentada em 45 ¢! XK19]’?"*y
Biorreatorde 5 L

ZHANG et al.
(2020)

*Cepa selvagem que produz p-caroteno naturalmente
**Cepa com expressdo heterologa

Fonte: elaboragdo propria.
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Analisando a estrutura do B-caroteno pela Figura 2.1, conclui-se que ¢ uma molécula
muito pouco polar, fazendo com que seu armazenamento e producdo sejam facilitados se o
microrganismo escolhido possui corpos que acumulem moléculas também de alta
hidrofobicidade. A levedura Yarrowia lipolytica tem esse potencial, pois ¢ uma espécie de
levedura oleaginosa. Com o alto acimulo de lipideos, especificamente em estruturas em seu
citoplasma chamadas de corpusculos lipidicos (BEOPOULOS, 2011), a solvatagao do
B-caroteno pode ser facilitada, aumentando o acumulo intracelular, levando a uma maior
produgdo por massa de células do que em E. coli ou S. cerevisiae (SABIROVA, 2011; XU,
2016).

2.3 YARROWIA LIPOLYTICA

A Y. lipolytica é uma levedura oleaginosa nao-convencional (leveduras convencionais
sdo das espécies Saccharomyces cerevisiae ou Schizosaccharomyces pombe, leveduras
utilizadas e caracterizadas hé mais tempo (SPENCER, 2002)), cujas diversas linhagens ja tém
genoma e metabolismo descritos na literatura (GUO, et al. 2014, MAGNAN et al. 2016,
DEVILLERS et al. 2016), mostrando-se uma espécie versatil e adaptivel em diversas
condi¢des de ambiente. Também ¢ capaz de metabolizar uma vasta gama de compostos como
fonte de carbono, que vao desde glicidios e lipideos com padrao de cultivo laboratorial, como
glicose e glicerol, até subprodutos industriais mais complexos de variadas origens, em
especial da industria alimenticia, como a glicerina bruta e a milhocina. Com este
conhecimento, viu-se que esta espécie ¢ capaz de se tornar uma fabrica celular para variados
produtos de interesse biotecnoldgico como: acidos organicos (PAPANIKOLAOU, 2002;
BEOPOULOS, 2014), enzimas (GOMES, 2007; NASCIMENTO, 2022; CARVALHO, 2023),
e mesmo carotenoides como licopeno (MATTHAUS, 2014) e o proprio p-caroteno (GAO,
2017; LARROUDE, 2018; DE SOUZA, 2020; JACOBSEN, 2020; ZHANG, 2020).

Outro fator que encoraja a pesquisa e desenvolvimento com a Y. /ipolytica como chassi
celular ¢ seu status GRAS (do inglés, Generally Recognized as Safe, Amplamente
Reconhecida como Segura) concedido pelo o6rgdo estadunidense FDA (Food and Drug
Administration) e como segura pelo 6rgao europeu EFSA (European Food and Safety
Authority) garantindo que esta ¢ uma espécie ndo-patoldgica a seres humanos, e que ndo ha
riscos durante a satide para a realizacdo de pesquisas € para uso alimenticio dos produtos

gerados (EFSA BIOHAZ PANEL, 2018).
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Existe mais de uma via de produgdo bioldgica de B-caroteno (YANG, 2014), mas a que
se utiliza da ramificacdo da lipogénese pela sintese do mevalonato (JACOBSEN, 2020) ¢ a
mais conhecida e utilizada em expressdes heterologas pela Y. lipolytica. Isso pois a via
requisita enzimas especificas, disponibilidade de coenzimas como NADP/NADPH e
fosforilagdes para transformacdes, ou seja, uso de adenosina trifosfato (ATP) (YANG, 2014),
que s3o regeneradas durante a respiracdo celular em espécies aerdbias, e um metabolismo
propicio para o acimulo de lipideos, caracteristicas encontradas na levedura.

A Figura 2.2 ilustra a sintese metabolica do B-caroteno a partir da glicose, onde a Y.
lipolytica consegue produzir naturalmente o geranil-geranil pirofosfato (GGPP), composto
que estd bem proximo da transformacao a -caroteno na via. Ademais, a Y. lipolytica produz
altas quantidades de acetil-CoA, outro precursor dessa mesma via. O acetil-CoA ¢
transformado em acetoacetil-CoA e em seguida em HMG-CoA, respectivamente pelas
enzimas acetoacetil-CoA tiolase ¢ HMG-CoA sintase (cada uma codificada pelos genes
ERGI0 e ERGI13). O HMG-CoA entdo ¢ reduzido se utilizando de 2 moléculas de NADPH
pela enzima HMG-CoA redutase, codificada pelo gene por HMGI, resultando em uma
molécula de mevalonato (MVA). Apds uma série de reagdes que utilizam 3 ATP no total, o
MVA ¢ levado a isopentenil pirofosfato (IPP), podendo ser isomerizado a pirofosfato de
dimetilalilo (DMAPP) pela enzima codificada pelo gene IDI. A condensacdo de duas
moléculas de IPP a uma de DMAPP gera farnesil pirofosfato (FPP), que gera GGPP com a
adi¢cdo de mais uma molécula de IPP, catalisada pela GGPP sintase, codificada pelo gene

GGS1 (DE SOUZA, 2020).
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Figura 2.2 - Via metabdlica do B-caroteno a partir da glicose em uma célula de

Y. lipolytica modificada com os genes CarRP e CarB
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TCA: acido tricarboxilico; IPP: isopentenil pirofosfato; DMAPP: pirofosfato de dimetilalilo; FPP: farnesil
pirofosfato; GGPP: geranil geranil pirofosfato; TAG: triacilglicerol.
Fonte: de Souza (2020).

Com a inser¢ao dos genes que codificam a enzima de dupla fungdo fitoeno
sintase/licopeno ciclase (CarRP), que leva o GGPP a fitoeno e licopeno a B-caroteno, e os que
codificam a enzima fitoeno desaturase (CarB), que leva fitoeno a licopeno, ambos do fungo
filamentoso Mucor circinelloides, a biossintese B-caroteno pela Y. lipolytica é viabilizada.
Através de uma inser¢ao de mais uma copia do gene GGS1, da Y. lipolytica, observou-se uma
producao consideravel de B-caroteno (GAO, 2017; LARROUDE, 2018; JACOBSEN, 2020).

DE SOUZA (2020) realizou uma clonagem utilizando uma cepa selvagem nacional.
Isolada da Baia de Guanabara, Rio de Janeiro (HAGLER & MENDONCA-HAGLER, 1981),

a cepa IMUFRJ 50682 possui um fator diferencial por ser uma linhagem brasileira, isolada e
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descrita por pesquisadores da propria UFRJ. Utilizando da técnica CRISPR/Cas9 (do inglés,
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), o gene URA3 foi nocauteado,
seguido de inser¢des de uma copia dos genes CarRP, CarB e GGSI, gerando o clone
designado como CRP23. Com uma produgio de 154,7 mg.L™" de B-caroteno e rendimento de
-caroteno por massa de célula (Ypy) de 11,6 com apenas estas modificagdes genéticas, em
um meio composto somente por glicerina bruta e milhocina, o clone se mostrou comparavel a
outros transformantes de Y. lipolytica com essa mesma modificacdo genética na literatura.

Com isso, ele foi selecionado como agente de biotransformagao do presente trabalho.
2.4 TRANSFERENCIA DE MAssA DE OXIGENIO EM UM MEIO DE CULTIVO

Para espécies estritamente aerdbias, ou seja, que utilizam exclusivamente O, no seu
metabolismo aerdbio, como a levedura Y. lipolytica, sendo o suprimento constante desse gas
para seu crescimento imprescindivel. A molécula de O, contudo, possui uma baixa
solubilidade em meio aquoso e sua utilizacdo por microrganismos aerébios € permanente e
cresce conforme a concentracdo da biomassa (X) no meio fermentativo aumenta. Na Tabela
2.2, observa-se que a solubilidade do O, sofre uma diminui¢do com a reducdo de pressao,
aumento da temperatura e da concentragdo de solutos no meio. Logo, a massa de O, que ¢
transferida para o meio, ou a Taxa de Transferéncia de Oxigénio (TTO), dependera dos
parametros adotados para a fermentagdo. Com o oxigénio solubilizado no meio, as células
poderdo utilizd-lo em seu metabolismo, através de uma taxa correspondente ao consumo do
oxigénio dissolvido pelas células, ou Taxa de Consumo de Oxigénio (TCO). A Equacao 2.1
descreve a variagdo da concentracdo de O, em solugdo (C;) com o tempo, que depende dos
valores de TTO e TCO. A TCO ird depender da concentragcdo de X no meio e da taxa

especifica de consumo de O, (qq,), demonstrado pela Equacgao 2.2.
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Tabela 2.2 - Concentracdes de saturacio de O, em diferentes condicdes de temperatura,

pressao e concentracio de soluto

o Concentracio NaCl | Pressao Parcial O, Concentrz:g:ao de
Temperatura (°C) (0,5 mol.L™) i) Saturacao O,
’ ' (mg/L)
25 - 0,209 8,10
35 - 0,209 6,99
25 - 1,0 40,3
25 0,5 1,0 34,2
25 1,0 1,0 28,5
25 2,0 1,0 22,7
Fonte: Schmidell (2001).
dc,
- =1T0 —TCO (2.1)
TCO0 =q,,* X (2.2)

Devido a baixa solubilidade do oxigénio, ¢ possivel afirmar que existem diversas

resisténcias durante o processo de transferéncia de massa da fase gasosa para uma fase liquida

e subsequente incorporacdo para o interior celular. Logo, para descrever a TTO, primeiro

deve-se entender o caminho que uma molécula gasosa faz até poder ser utilizada por uma

célula, como descrito na Figura 2.3, representando as etapas de transferéncia para a utilizacao

do O, no citoplasma celular (BAYLEY & OLLIS, 1986). Em relagdo as resisténcias de cada

etapa, primeiramente pode-se desprezar a que se refere a etapa 4, pois, em uma fermentagao

submersa em um meio pouco viscoso, a fase liquida deve estar suficientemente agitada para

garantir a homogeneidade e transporte adequado de solutos para o entorno celular.
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Figura 2.3 - Caminho de uma molécula gasosa desde a bolha de ar, passando pelo meio

de cultivo até chegar no ambiente intracelular
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pelicula de liquido estagnada ao redor da bolha de gas; 4) movimentag&o pelo seio do meio de cultivo; 5) difuséo
por uma pelicula de liquido estagnada ao redor da célula; 6) transferéncia através da membrana celular; 7)
difusédo pelo citoplasma; 8) utilizagdo em uma reagdo e consumo celular na mitocondria

Fonte: Schmidell (2001)

Em relacdo as resisténcias na regido gas-liquido, considera-se que as etapas 1 e 2
podem ser desprezadas, devido a intensa movimentagdo das moléculas de oxigénio na fase
gasosa e a baixa resisténcia da interface géas liquido, respectivamente. Contudo, existem
espécies que podem alterar a resisténcia interfacial, como antiespumantes, causando uma
maior interferéncia desta etapa para a TTO. Portanto, na regido gas-liquido, pode-se
considerar que a resisténcia da etapa 3 ¢ quem tera mais influéncia na transferéncia de O,,
sendo fun¢do da difusividade do géas na fase liquida, assim como da espessura da pelicula
estagnada. Com relacdo a regido liquido-célula, devido as dimensdes muito menores da célula
quando comparada a uma bolha de ar, a razdo darea-superficial/'volume da célula ¢
significativamente maior, além do transporte através da membrana ser controlado por difusao
simples, considera-se que toda esta regido pode ser desprezada. Em conclusdo, a transferéncia
de massa de oxigénio em um sistema aerado ¢ controlado majoritariamente nas proximidades
da interface géas-liquido, principalmente pela resisténcia na regidao 3 (AMARAL, 2007).

Através da Figura 2.4, tem-se uma representacdo da teoria de Whitman, ou teoria das
duas peliculas, ao redor da interface géas-liquido. Admitindo-se uma pressao parcial constante
no seio da fase gasosa, p,, em estado estacionario e solu¢do homogénea, as pressdes parciais €

concentragdes de O, solubilizado se comportam da seguinte forma: partindo de p,, a pressdo
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parcial vai decrescendo conforme se atravessa o filme de gas estagnado com comprimento J,
nas imediacdes da interface, atingindo o minimo com a pressdo parcial na interface, p;.
Atravessando a interface, o gds comeca a ser solubilizado, tendo a maior concentragao
imediatamente apds a interface, C;, atravessando toda a barreira de liquido estagnado, de
comprimento §;, chegando a um valor minimo que ¢ a concentragdo de O, no meio, C;. A
transferéncia entre fases ¢ dada pelo fluxo de O, por unidade interfacial da fase gasosa e¢ da
fase liquida, No, g € N, 1, respectivamente, dados pela Equacdo 2.3 e Equacdo 2.4, onde kg e
k; sdo os coeficientes de transferéncia locais de transferéncia de O, na fase gasosa e na fase

liquida, respectivamente.

Figura 2.4 - Configuracio da Teoria de Whitman, com uma aproximacao da interface

gas-liquido para a transferéncia de massa de um gas
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il
|
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() | D, |
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| i | é
| I '
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Fonte: Amaral (2007)
Nppe=%;* ®,—p) (2.3)

Noz,L = kL i (Ci B CL) (2.4)
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Em uma solu¢do diluida, com p; e C; em equilibrio termodinamico, pode-se definir a

Equagdo 2.5, a Equacao de Henry, onde H ¢ a constante de Henry.

p,=H*C (2.5)

Contudo, ndo ¢ possivel mensurar as concentragdes interfaciais, sendo necessario
utilizar o coeficiente global de transferéncia, K;, dado pela equagdao de fluxo global de
oxigénio, No,, definido pela Equagdo 2.6. O termo C’; ¢ a concentragdo de satura¢do de O, no

meio, caracterizada pela Equacao 2.7.

N, =K *(C,—C) (2.6)
* _ pg
C =4 2.7)

Com a admissao de um estado estaciondrio, os fluxos da fase liquida, da fase gasosa e

global sao iguais. Assim, substituindo as Equagdes 2.5 e 2.7 em 2.3, tem-se a Equagao 2.8:

1 1 1
* =t (2.8)
T G L

Como mencionado, a resisténcia da fase liquida a transferéncia de massa de moléculas
gasosas ¢ muito maior do que a da fase gasosa. Logo, pode-se admitir que k; ¢ muito maior
que k;, ou seja, o termo da fase gasosa na Equagdo 2.8 tende a 0. Portanto, K € igual a k;, ou
seja, a transferéncia de massa de O, pode ser descrita somente considerando-se a fase liquida.
Contudo, o fluxo Ny, estd definido por area interfacial das bolhas de gas, cuja medicao ¢ de
dificil obtengdo. Para contornar este problema, considera-se a area interfacial especifica, a,

definida pela Equacdo 2.9.

2
__ areainterfacial de transferéncia de massa (m")
a= 2.9)

volume total da bolha de ar (m3)
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Por fim, pode-se definir TTO pela Equagado 2.10, onde o termo k; a define o coeficiente
global de transferéncia de O, e sua obtencao depende apenas de conhecer a concentracao de

saturacao de O, no meio e sua concentrac¢ao instantanea.

ac *
TTO = —~ =N, *a = kLa *(€, - C) (2.10)

O valor de k;a ndo ¢ fixo para um tipo de meio ou de uma configuragdo de biorreator.
O valor de transferéncia varia com a vazao de gas alimentada, a velocidade de rotagdo e tipos
de impelidores utilizados, o tipo de célula que estd atuando como agente de transformacao,
bem como as reagdes especificas que a espécie utiliza, entre outros (GALACTION, 2004;
SCHAEPE, 2013).

O principal fator que ird influenciar na transferéncia de O, ¢ a combinacdo
aeragdo/agitacdo utilizada. Para a aeragdo, esta ¢ a forma de fornecer gas ao meio, ¢
consequentemente, as c€lulas. Inicialmente, quanto maior o fluxo de gas alimentado ao reator,
maior serd a TTO, garantindo um maior k;a. Contudo, uma vazao muito alta de ar pode
retornar um k;a menor, pois afeta o tempo de residéncia das bolhas, ou seja, quanto tempo
elas ficam em contato com a solugdo. Apesar de ter maior oferta de moléculas de O,, elas
terdo menos tempo para realizar a transferéncia devido ao alto fluxo, diminuindo a TTO. Em
termos de agitagdo, uma maior agitacdo além de garantir uma melhor homogeneizagdao do
meio, terd maior forca de cisalhamento, induzindo maior quebra de bolhas. Com as bolhas
tendo menor didmetro, maior sera o termo a, levando mais uma vez ao aumento do k;a. O
didmetro de abertura e localizacdo do sparger e o tipo de impelidor também tém papel
importante na transferéncia de massa, modificando o tamanho das bolhas, o tempo de
residéncia, as for¢as de cisalhamento e perfil de homogeneizacdo do meio (GOMES, 2007,
MICHELIN, 2013; SCHAEPE, 2013).

Em termos de meio de cultivo, quanto maior for a complexidade do meio, menor sera
o k;a relativo, em especial pela redugao do fator k;. Isso ocorre também pela menor
solubilidade do O, com o aumento da concentragdo de outros solutos no meio utilizado.
Ademais, a viscosidade do meio também tem papel importante, por atuar no tempo de
residéncia das bolhas, gerando um maior tempo de residéncia, e, por consequéncia, maior

TTO. Contudo, a viscosidade pode o termo k; ocasionando uma reducgdo da transferéncia de
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0,, sendo o efeito global dependente da extensdo dos dois efeitos mencionados
(JAMNONGWONG, 2010).

Durante a fermentacdo, existe a possibilidade de formag¢ao de espuma na regido da
superficie do liquido, podendo ser ocasionado pela propria aeracdo, liberacdo gasosa pelo
metabolismo celular, pela alta carga proteica do meio, e outros fendmenos. Essa espuma pode
causar problemas ao processo, principalmente pela deposi¢do de células na superficie,
retirando contato com o meio e afetando o rendimento do processo, e também por
potencialmente ocupar o volume do headspace, aumentando a pressdo interna do biorreator
ou entrar em contato com sensores e rotores, levando a danos materiais. Consequentemente, a
utilizacdo de antiespumantes se tornou indispensavel para preven¢do desses contratempos.
Contudo, assim como na modificacdo dos componentes do meio, a adicdo desses produtos
acarreta na modificacdo do k;a. Em baixas concentracdes de antiespumante, esse efeito ¢
negativo, diminuindo as taxas de transferéncia de O,. As principais modificagdes descritas sao
em k;, afetando a pelicula interfacial e a difusdo gasosa pela mesma, assim como o termo a,
ao causar maior coalescéncia das bolhas, diminuindo a razdo area superficial/volume. Em
maiores concentragdes de antiespumante, foram observados efeitos que na verdade aumentam
o valor de k;a, principalmente por aumentarem o tempo de residéncia das bolhas. Apesar
disso, a adi¢do de antiespumante em concentragdes elevadas acarreta num maior gasto
material, ndo compensando a diminui¢do de k;a causada em concentragdes baixas (MORAO,
1999; SCHAEPE, 2013).

O valor de k;a inicial ¢ influenciado pelos fatores citados. Porém, durante um
bioprocesso, a taxa de transferéncia de O, ¢ afetada por um elemento crucial na TCO: as
células. Conforme ocorre o crescimento celular, a demanda por O, cresce, necessitando cada
vez mais do fornecimento do gés para atender a demanda. Além disso, o aumento de biomassa
modifica a reologia do meio, alterando a composicdo do meio pelo consumo dos substratos,
excre¢ao de metabolitos, modificagdo da viscosidade e interagdao com as bolhas de ar, entre
outros. Portanto, a chamada taxa de transferéncia ideal, que ¢ o valor de TTO 6timo para o
crescimento celular méximo (em outras palavras, TCO), vai aumentando com o tempo de
fermentacdo. Até que atinge um ponto em que o consumo se sobressai a demanda, ou seja, o
crescimento passa da fase exponencial para a fase estacionaria. Assim, a taxa ideal vai
diminuindo, até que o crescimento atinja o ponto de morte celular. Além disso, o tipo de
célula utilizada como agente de transformagdo também vai influenciar no comportamento do
k;a durante o bioprocesso, com certas espécies podendo aumentar a taxa de transferéncia com

o crescimento celular. A modificagdo do k;a se da principalmente pelo bloqueio da superficie
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das bolhas pela adsorcdo celular, com sua magnitude dependendo do tipo de célula utilizada
(GALACTION, 2004; MOUNSEF, 2015).

Como o suprimento de O, ¢ essencial para o crescimento celular de células aerdbias, o
valor de k;a terd efeito sobre a quantidade de produto planejada, seja o produto a prépria
biomassa ou metabolitos sintetizados pelas células, através da disponibilizacdo de O, para
regeneragdo de coenzimas, como NADP'/NADPH e obtengdo de ATP através da fosforilagido
oxidativa.

Contudo, o O, também traz um problema que ¢ a possibilidade de formacdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Essas EROs sdo geradas naturalmente pela utilizagdo
do gas na respiragdo celular, pela exposicdo a radiagdes ionizantes, entre outros. A principal
molécula gerada ¢ o peroxido de hidrogénio, que pode gerar radicais livres e causar danos a
diversas estruturas celulares, comprometendo o funcionamento ¢ podendo levar a morte das
células. Uma via de sintese importante que combate estas EROs e regenera a coenzima
NADP/NADPH ¢ a via das pentoses-fosfato. Como ilustrado pela Figura 2.5, a glutationa
reduzida (GSH) reage com o H,0, através da enzima glutationa peroxidase, gerando agua e
glutationa oxidada (GSSG), assim prevenindo a formagdo de radicais livres. Para produzir
uma nova molécula de GSH, a enzima glutationa-redutase oxida uma molécula de NADPH,

restaurando a glutationa a sua forma reduzida (NELSON, 2014).



Figura 2.5 - Ciclos de mecanismo de combate 2 EROs utilizando GSH e NADPH e suas

formas de regeneracio
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Para reduzir o NADP", este entra na fase oxidativa da via das pentoses-fosfato,
ilustrado pela Figura 2.6. Através da enzima glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD), ocorre
a reducdo a NADPH e a glicose-6-fosfato (G6P) ¢ transformada em 6-fosfogliconato. Este
composto pode ser um agente redutor para uma outra coenzima NADP", totalizando 2
moléculas de NADPH geradas pela via das pentoses-fosfato. A ribulose-5-fosfato gerada na
oxidagdo do 6-fosfogliconato pode ser transformada em GO6P através das enzimas

transcetolase e transaldolase, reiniciando a via e podendo gerar mais coenzimas reduzidas

(NELSON, 2014).



32

Figura 2.6 - Representacio esquematica da via das pentoses-fosfato, com destaque para

a reducio de 2 moléculas de NADP* a NADPH
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No contexto geral, uma maior taxa de transferéncia acarreta numa maior producdo de
diversas espécies, como enzimas, carboidratos, carotenoides e até mesmo [-caroteno
(GOMES, 2007; WANG, 2009; MICHELIN, 2013; HU, 2013). Contudo, em certas
circunstancias maiores valores de k;a foram prejudiciais para o crescimento e sintese dos
produtos desejados, sendo esse efeito atribuido ao estresse oxidativo ao qual as células sdo
submetidas em altas taxas de transferéncia. Uma forma de contornar isso ¢ através da
metodologia DO-stat, isto ¢é, trabalhar para que a concentragdo de O, dissolvido seja
constante, variando agitagdo e aeracao, ou seja, TTO para que se adeque ao aumento de TCO

durante o bioprocesso (LV, 2020).
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2.5 UriLizAcAo DE GLICERINA LOIRA E MILHOCINA

O reuso de subprodutos industriais ¢ uma necessidade inescapavel com o avango
tecnologico industrial e a conscientizacdo dos problemas ambientais que consequentemente
podem ser gerados. A preocupacdo com o descarte indevido e a elaboragdo de legislagdes para
minimizar o impacto levam a necessidade de tratamento dos efluentes, que podem acarretar
num gasto energético e financeiro alto. Em outro sentido, a busca pela economia circular
também ¢ de interesse econdmico buscando baratear o processo com fontes alternativas e que
seriam descartadas para reutilizacdo, uma vez que as substancias do meio de cultivo
representam uma boa fatia do gasto de produgdo na induistria biotecnoldgica.

A glicerina loira ¢ o principal subproduto gerado no processo de transesterificacao de
Oleos durante a producao do biodiesel, gerando cerca de 1 kg de glicerina loira para cada 10
kg de biodiesel produzido (KUMAR, 2019). A inclusdo de biodiesel na composicao do diesel
¢ definida pela Resolugdo N° 16, de 29 de Outubro de 2018 do Conselho Nacional de Politica
Energética, onde, a partir do ano de 2023, o diesel deve ser composto por 12% de biodiesel. A
composi¢do da glicerina loira varia dependendo do oOleo de origem utilizado na
transesterificagdo, mas geralmente ¢ majoritariamente composto por volta de 60-80% de
glicerol, com triacilglicerdis (TAGs), sais, proteinas e agua sendo os outros componentes de
maior expressdo. Devido ao alto teor de glicerol, a glicerina loira ja é descrita como um
substituto de fontes de carbono de baixo custo para a produgdo de diversos produtos
sintetizados por uma variedade de microrganismos. Alguns destes produtos sdo: etanol
(BAUTISTA, 2023), lipideos (KUMAR, 2019; DE SOUZA, 2020), acido citrico
(PAPANIKOLAOU, 2002), acido succinico (BLANKSCHEIN, 2010; YUZBASHEYV, 2010),
eritritol (DA SILVA, 2018).

A milhocina (em inglés, Corn Steep Liquor (CSL)) ¢é o principal subproduto gerado na
moagem umida do milho, cuja colheita mundial passa de 1 bilhdo de toneladas anualmente,
representando cerca de 35% da produ¢do de graos global (ZHOU, 2022). Apesar do principal
grao de origem brasileira ser a soja, o Brasil representou na safra de 2020/21 cerca de 87
milhdes de toneladas de milho, sendo 7,7% da producdo global (DERAL-PR, 2021). A
milhocina tem uma composi¢do bastante complexa e que varia com o tipo e safra do milho,
mas geralmente possui um alto teor de aminoécidos, agucares e também de micronutrientes,
como vitaminas (KIM, 2022). A milhocina também ¢é composta por muitos sulfetos e tem um
alto teor &cido, tornando descarte imediato custoso em dgua ao gerar o efluente e

potencialmente ser muito danoso ao meio ambiente (ZHOU, 2022). Devido a complexidade e
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vasta disponibilidade de nutrientes da milhocina, assim como para glicerina loira, sua
utilizacdo como componente para meios de cultivo como substituto de reagentes de alto valor
agregado ja ¢ divulgada. Trabalhos que envolvem a produgao de alcoois (MADDIPATI, 2011;
CHOI, 2013), biossurfactantes (ALMEIDA, 2015, DE SOUZA, 2020), uso como
bioestimulante (OBAYORI, 2010).

A utilizagdo da combinagdo glicerina loira/milhocina pode ter um impacto ainda maior
na diminuicao de custos e reutilizacao de subprodutos industriais, unindo a fonte de carbono
oriunda da glicerina com a variedade de nutrientes e fonte proteica da milhocina. Essa
combina¢do ainda ndo foi muito explorada, mas j& existem trabalho que utilizam esses
compostos na formulacdo do meio de cultivo, para a produg¢do de 1,3-propanodiol por
Clostridium beijerinckii (WISCHRAL, 2016) de -carotenoides, como o licopeno por
Deinococcus radiodurans (KANG, 2020) e B-caroteno por Y. lipolytica (DE SOUZA, 2020),

sendo este ultimo estudo o que originou este trabalho de conclusio de curso.
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3 OBJETIVOS

Este Trabalho de Conclusao de Curso teve como objetivos:

e (aracterizar os valores de k; a em diferentes combinagdes aeragdo/agitagao;

e Verificar a influéncia de k; a inicial na producao de B-caroteno.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para a composicao dos meios foram: extrato de 1&€vedo (Sigma),
peptona (Oxoid), Glicerol (Isofar), Agar-agar (Sigma), complexo YNB (Sigma), milhocina
(cedido pela Ingredion) e Glicerina Loira (cedido pela BS Bio).

Os demais compostos utilizados nas analises foram: Na,CO; (Isofar), acetato de etila
(Vetec), P-caroteno (Sigma), CuSO, (Vetec), NaOH (Synth), H,SO, (Synth), acetonitrila
(Sigma) e Antifoam 204 (Sigma).

4.2  EQUIPAMENTOS

Os equipamentos que utilizados no trabalho foram: centrifuga (Eppendorf modelo
5804R), espectrofotometro (Spectramax M2°), aparelhos de HPLC (Shimadzu modelos LC-20
e LC-40), incubadoras orbitais (7ecnal TE-420), redbmetro rotativo (74 Instruments modelo
AR-G2), biorreator de bancada (/nfors Multifors). Os parametros utilizados e razdes de

interesse do biorreator se encontram nas Tabelas 4.1 € 4.2.



Tabela 4.1 - Parametros utilizados no biorreator

36

Parametro Simbolo Comprimento (mm)
Diametro impelidor d 30
Diametro eletrodo 02 d 12
Diametro biorreator 70
Altura biorreator H 195
Distancia impelidores h, 35
Distancia impelidor inf. h, 55
ao fundo do biorreator
Comprimento pas impelidor 1 8
Comprimento de imersao 1, 60
eletrodo O,
Comprimento chicana S 9
Altura lamina impelidor w 8

Fonte: elaboracdo propria.

Tabela 4.2 - Razoes de interesse entre parametros e dimensées do biorreator

Razao Valor Razio
d/T 0,43
H/T 2,79
w/d 0,27

I/d 0,27
h,/d 1,17
h,/d 1,83

s/d 0,30
d'/d 0,40
I'/d 2,00

Fonte: elaboracdo propria.
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4.3  MICRORGANISMOS

O clone de Y. lipolytica utilizado no trabalho foi o transformante denominado CRP23
(DE SOUZA, 2020), que foi construido a partir da cepa IMUFRJ 50682 isolada da Baia de
Guanabara, Rio de Janeiro (HAGLER & MENDONCA-HAGLER, 1981). Este clone teve o
gene URA3 deletado como marca de auxotrofia, e a integragdo dos genes CarB e CarRP, do
fungo filamentoso Mucor circinelloides, ¢ do gene GGS1, de Y. lipolytica, obtido no INRAE
(Institut national de recherche pour l'agriculture, l'alimentation et ['environnement), na

Franga, em parceria prévia com o Dr. Jean-Marc Nicaud.
4.4 Cuctivos
Foram utilizados trés meios de cultivo:

e Yeast Nitrogen Base (YNB) s6lido: padrao YNB 1% (m/v), glicose 1% (m/v), NH,Cl
1% (m/v), agar-agar 0,5% (m/v), como meio de conservacao de células;

e Yeast Peptone Glycerol (YPG): extrato de lévedo 1% (m/v), peptona 2% (m/v),
glicerol 2% (m/v), como pré-indculo;

e MMB30 (DE SOUZA, 2020): glicerina loira 42,17 g.L"', milhocina 15 g.L"!, como meio

para a fermentacao.

O meio MM30 apresentou um alto grau de sélidos suspensos. Com isto, foi necessario
realizar uma filtragdo simples para remog¢ao dos solidos antes de realizar sua esterilizacdo. O
meio YNB foi esterilizado através de filtracdo com filtros de 0,22 um. Os meios YPG e

MM30 foram esterilizados através de autoclavagao a 121°C, 1 atm por 15 minutos.

Durante os estudos, verificou-se a necessidade de adicdo de antiespumante durante as

fermentagdes. Assim, o meio MM30 teve a adi¢do em 0,03 % (m/v) de Antifoam 204.

Uma aliquota de células de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 CRP23 foi inoculada em meio
YNB so6lido, mantendo o cultivo a 28 °C por 72 h. Apds o crescimento das células, o meio foi
armazenado a 4 °C para estocagem das células. Ap0s isso, foi retirada uma colonia de células
que foi cultivada em um pré-indculo em frasco agitado de 125 mL com 25 mL de meio YPG,
permanecendo por 72 h a 28 °C, 160 RPM. Em seguida, uma aliquota foi retirada com um
volume ajustado para 0,1 de absorvancia a 750 nm (DE SOUZA, 2020) em 500 mL de meio
MM30 no biorreator de bancada. Foram utilizadas duas combinagdes agitacdo/aeracao,

selecionadas arbitrariamente, para os cultivos:
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e 2) 400 RPM, 0,5 L.min" (1 vvm) de ar comprimido;
e b) 600 RPM, 0,75 L.min™" (1,5 vvm) de ar comprimido.

Para ambas as condi¢des, além da vazao de ar comprimido e da velocidade de rotagao,
somente a temperatura foi controlada, em 28 °C, havendo apenas monitoramento da pressao
parcial de oxigénio (pO,) e do pH. Os cultivos foram mantidos até¢ que o valor de pO,

ultrapassasse a faixa de 80% de saturacao.
4.5 ANALISE DO COEFICIENTE GLOBAL DE TRANSFERENCIA DE OXIGENIO

Para a obtencdo dos valores de k;a inicial, utilizou-se o método da desgaseificacao.
Este método consiste na purga de O, solubilizado nos meios através do borbulhamento de N,,
até a leitura de pO, chegar a 0%. Em seguida, o meio foi aerado com ar comprimido até
atingir a saturagcdo de O, dissolvido, compilando os valores de pO, em intervalos de tempo

observados. Este processo ¢ ilustrado pela Figura 4.1.

Figura 4.1 - Grafico tempo x O, dissolvido durante o método da desgaseificacio
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A partir da Equagdo 2.10, integram-se os dois lados da mesma e, ao reorganiza-la,
obtém-se a Equacdo 4.3, que associa a razdo C;/C",, que é a concentragio de oxigénio
dissolvido em relacdo a concentracdo de saturagdo, ou seja, pO,, com o valor de k;a da

condicao estudada.
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CL dC t
[——=[ka*dt 4.1
o €,=C) 0 L

¢,=C,
- ln(c—z) = kLa *t (4.2)

c
In(1 - C—) =—ka*t (4.3)
L

Por fim, plotou-se um grafico tempo x In(1-(C;/C",)), obtendo o valor de coeficiente

angular, que ¢ igual a - k; a, ilustrado pela Figura 4.2.

Figura 4.2 - Grafico destacando que o coeficiente angular do grafico é o valor de - k; a
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Fonte: elaboracdo propria.

Esse estudo foi feito nas agitagcdes de 300, 400, 500 e 600 RPM, combinando com as
vazdes de aeragdo de 0,25; 0,5; 0,75 € 1,0 L.min™ de ar comprimido, correspondendo a 0,5;

1,0; 1,5 e 2,0 vvm, respectivamente.
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A caracterizagdo do k; a foi realizada para os meios:
e H,O destilada;
e MM3O0;
e MM30 com 0,03% de antiespumante;
e MM30 com 0,3 g.L"! de células mortas.

Para os meios com células mortas, realizou-se um pré-indculo seguindo o
procedimento descrito nos meios de cultivo. No momento seguinte a inoculagdo em MM30, o
meio inoculado foi autoclavado a 0,5 atm por 30 minutos. Retirou-se uma aliquota que foi
levada a um microscopio para verificar a integridade e atividade celular, utilizando o reagente

azul de metileno para confirmacao.
4.6 METODOS ANALITICOS

46.1 Quantificacdo de Crescimento Celular

Os valores de concentracao de biomassa foram monitorados através do peso seco de
células (DCW, do inglés Dry Cell Weight). Durante a fermentacdo, foram retiradas aliquotas
de 1 mL do meio em microtubos de 2 mL previamente pesados. Levou-se estas amostras para
centrifugacdo a 8000 RPM por 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante, que foi armazenado
para andlise de glicerol e proteinas remanescentes, ¢ o pellet foi levado a uma estufa a 60 °C,

realizando pesagens até que o valor de massa se mantenha constante entre as pesagens.

4.6.2 Quantificacdo de Glicerol

Utilizando o sobrenadante obtido na centrifugacdo do meio de cultivo durante a
quantificagdo de massa celular, esta amostra foi injetada em um aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High-Performance Liquid Chromatography),
utilizando uma coluna Aminex HPX-87H a 50 °C e fase mdvel H,SO, 5 mmol.L"!' com fluxo
de 0,5 mL.min"', com detec¢do por indice de refragdo (RID, do inglés Refractive Index
Detector). As leituras obtidas foram comparadas com uma curva de calibragdao previamente

obtida utilizando solu¢des com concentragdes conhecidas de glicerol, que se encontra no

Apéndice A.
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46.3 Extracio e Quantificacao de -caroteno

Assim como na quantificagdo da concentracdo de crescimento celular, foram retiradas
aliquotas de 1 mL do meio em microtubos de 2 mL ao longo da fermentacdo. Estas amostras
foram centrifugadas a 8000 RPM por 5 minutos, descartando o sobrenadante. Os pellets
formados foram ressuspendidos com 1,0 mL de tampao PBS (do inglés, Phosphate-buffered
saline) pH 7,0, separando 500 pL em dois microtubos de 2 mL, que foram centrifugados a
5000 RPM, 4 °C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e um dos microtubos foi
armazenado como reserva. Ao microtubo remanescente, foram adicionados aproximadamente
500 pL. de micropérolas de vidro e 500 pL de acetato de etila com 0,01% de

butilhidroxitolueno (BHT). A figura 4.3 ilustra o procedimento de extracao do -caroteno:

Figura 4.3 - Ciclo de etapas para extracio do p-caroteno

Caso o pellst s
NAO apresente Adicao de 500 LiL de Acetato de

coloracao branca Etila com 0,01% de BHT e 500 pL
/ de micropérolas de vidro \

2 ciclos de 400 RPM,
60 s em um disruptor de
células

\ Centrifugagéo 5000 RPM, /
a

°C por 3 min

Armazenamento do
sobrenadante para analise

Iniciando com a adig¢@o de acetato de etila com 0,01% de BHT, seguindo para os ciclos no disruptor de células,
centrifugacdo e retirada do sobrenadante. Caso o pellet ainda apresentasse colorag¢do alaranjada, o ciclo era
reiniciado.

Fonte: elaboragdo propria.

Os extratos foram analisados por HPLC utilizando como fase estacionaria uma coluna
Zorbax Eclipse Plus C18 a 30 °C e como fase movel uma mistura acetato de etila/acetonitrila
(3:7) com fluxo de 0,6 mL.min"', com detec¢do por um Detector por Arranjo de Diodos

(PDA, do inglés Photo Diode Array). As leituras obtidas foram comparadas com uma curva
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de calibracdo previamente obtida utilizando solugdes com concentragdes conhecidas de

[-caroteno, que se encontra no Apéndice B.

4.6.4 Analise de Viscosidade
Para avaliar as diferengas de viscosidade entre os meios, foi feita uma rampa de taxa
de cisalhamento utilizando um redmetro rotativo. Variou-se a taxa de cisalhamento de 1 a 100
s”', a uma temperatura de 28 °C, utilizando cinco valores randdomicos da taxa a cada multiplo
de 10 e sua viscosidade dindmica (p) correspondente. Foi feita uma média dos valores para
encontrar pu de cada meio. A geometria utilizada foi de cilindros concéntricos lisos. Este
ensaio foi feito em parceria com o Professor Associado da Escola de Quimica, Marcio Nele
de Souza, do grupo do laboratorio EngPol (Laboratério de Engenharia de Polimerizacao, na
COPPE-UFRI.
Os testes foram realizados com os seguintes meios:
e H,O destilada;
e MM30 sem antiespumante;
e MM30 com 0,03% de antiespumante;
e MM30 com 0,3 g.L"! de células mortas;
e MM30 com 6,3 g.L" de células mortas.
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5 RESULTADOS
5.1 Estupo pE K; A

A Figura 5.1 ilustra os resultados observados para a variacdo dos valores de k;a nas
diversas combinagdes aeragdo/agitagcdo. Observa-se que os coeficientes globais de
transferéncia de oxigénio dissolvido apresentam maiores valores nas condi¢des de maior
agitacdo e aeracdo, sendo os maiores valores de k;a em torno de 125 h™', obtidos em todos os
sistemas a 600 RPM, 2 vvm. Esses valores de k;a mostraram um comportamento esperado,
pois quando ocorre um aumento da agitagdo, ha um aumento da quebra de bolhas, diminuindo
a razao area/volume. Em conjunto com um aumento da turbuléncia do meio, isso possibilita
uma melhor transferéncia de massa e homogeneidade. Para a aeragdo, seu aumento dard uma
maior disponibilidade de O, a ser transferido ao meio, atingindo a concentracao de saturagao

do gés mais rapidamente, com os valores de k; a também aumentando por consequéncia.

Figura 5.1 - Distribuicao dos valores de k;a (h™)
em agua, MM30 e MM30 com 0,3 g.L.' de células mortas com a variacio da rotacio

(RPM): (A) 0,5 vvm; (B) 1 vvm; (C) 1,5 vvm; (D) 2 vvim
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Fonte: elaboragdo propria.
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Além disso, existe uma reducdo da transferéncia de O, conforme se aumenta a
complexidade de solutos dos meios estudados, com os maiores valores sendo obtidos, em sua
maioria, com H,O destilada, € os menores valores para o0 meio MM30 com células mortas.
Essa tendéncia também foi dentro do esperado, pois mesmo com as células mortas, mas ainda
preservadas, causam uma perturbacdo e o bloqueio em partes da superficie das bolhas,
afetando a transferéncia de massa e, por conseguinte, o k; a.

O meio MM30 sem células apresentou resultados intermediarios, € em certos pontos
com valores de k;a equivalentes aos valores relativos a H,O destilada, com essa tendéncia
destacada na condi¢@o de 2 vvm. Esse comportamento demonstrou a influéncia da adicao de
solutos ao meio para a transferéncia de massa de O,. Ainda, no maior valor da combinagao
aeracao/agitacao (600 RPM, 2 vvm) os valores de k;a sdao idénticas, independente do meio
estudado, provavelmente atribuido a maior turbuléncia e disponibilidade de O, se
sobressaindo as forcas que dificultam a solubilizagdo do mesmo nos meios.

O intuito de realizar o estudo com células mortas, mas tentando preservar a integridade
da estrutura celular, ¢ deixar o meio o mais proximo possivel do momento inicial de
fermentagdo. Pois, como mencionado anteriormente ¢ comprovado com os resultados, as
células tém grande influéncia na transferéncia de massa de O,. A esterilizacdo ¢ uma garantia
para que os microrganismos nao causem modificagdes na reologia do meio entre as variagdes
das condicdes durante o estudo. Pois, como se demandam horas de trabalho para o estudo em
todas as condigOes, as células com esse intervalo de tempo em um meio de cultivo com
aeracdo e agitacdo cresceriam. O que causaria uma mudanga nas condi¢des do meio e
concentragdo celular, levando a diferentes valores de k; a.

Em testes iniciais para a fermentagdo, observou-se que ocorria formagdo excessiva de
bolhas no meio, inviabilizando o processo sem a adigdo de antiespumante. Com isso,
realizou-se um estudo de k;a do meio MM30 com antiespumante a uma concentracdo de
0,03% (m/v) em duas combinagdes agitagao/aera¢ao nas quais seriam utilizadas para o estudo
do bioprocesso (400 RPM 1 vvm e 600 RPM 1,5 vvm) para avaliar a influéncia que este fator
teria para a transferéncia de massa. A Figura 5.2 demonstra que a adicao de antiespumante
causou uma reducdo de aproximadamente 30 % nos valores de k;a em ambas as condicdes,
passando de 34,70 + 1,31 h' para 23,86 + 1,50 h"! em 400 RPM 1 vvm, e de 89,43 +£328 h!
para 58,67 + 1,65 h”' em 600 RPM 1,5 vvm.
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Figura 5.2 - Grafico comparativo entre os valores de k;a (h) no meio MM30 nas
condi¢coes de 400 RPM 1 vvin e 600 RPM 1,5 vvin com e sem adi¢io de antiespumante a

uma concentrac¢ao de 0,03%
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Fonte: elaboracdo propria.

Essa reducdo pode ser atribuida ao maior fator de coalescéncia causado pelo
antiespumante nesta concentracio, ocasionando uma diminuicdo da razdo area/volume em
bolhas maiores comparadas a bolhas de menor didmetro. Como a utilizacao de antiespumante
se mostra indispensavel para o processo, um estudo valido para o futuro ¢ a otimizacdo da
concentragdo de antiespumante, pois em concentracdes mais altas o fator de influéncia no k;
se sobressai, afetando menos a transferéncia de O,, mas tendo um aumento de gastos para sua
utilizacdo. No lado contrario, em menor concentracdo, o antiespumante tera uma menor
influéncia no k;a; contudo, em concentragdes mais baixas, existe a possibilidade da espuma
voltar a inviabilizar o processo.

A fim de avaliar a variagdo de viscosidade e sua possivel influéncia para a
transferéncia de massa entre as diferentes condi¢des dos meios e em diferentes concentragdes
de célula, realizou-se um teste comparativo, ilustrado pela Tabela 5.1. As diferentes condi¢des
estudadas sdo relativas a influéncia do meio MM30, do antiespumante, e das células em

concentragdes inicial (0,3 g.L"') e em uma concentragdo arbitraria durante a fermentagio (6,3

gL,
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Tabela 5.1 - Valores de viscosidade relativos a cada sistema estudado a 28 °C

Meio Viscosidade (Pa.s)
H,O 6,57 x 10*+2,55x 10°
MM30 sem antiespumante 7,48 x 10*+£3,44x 107
MM30 com antiespumante 726x10%+4,19x 10°
MM30 com 0,3 g.L! de célula 7,23 x 10+ 7,05 x 107
MM30 com 6,3 g.L"! de célula 7,40 x 10*+3,41 x 107

Fonte: elaboracdo propria.

Comparando os valores de viscosidade, a viscosidade da H,O destilada se apresentou
menor do que os valores relativos aos meios estudados, o que pode ser um dos fatores que
leva aos valores maiores de k;a observados. Realizou-se um teste ¢, e foi comprovado que a
viscosidade da 4gua ¢ considerada estatisticamente diferente, portanto, menor que os valores
das variacdes de meio MM30. Entre as diferentes amostras de meio MM30, os valores de
viscosidade foram similares, comprovados por um teste ¢z, mesmo com adicdo de
antiespumante ou com diferentes concentragdes de célula. Esse comportamento indica que a
viscosidade ndo pode ser atribuida como um fator de influéncia nos diferentes valores de k; a
entre os sistemas estudados, sendo o rompimento das células e o efeito do antiespumante,

fendmenos com maior peso para o estudo.
5.2 PRODUGAO DE -CAROTENO

Em termos de crescimento celular, a Figura 5.3 ilustra que a condi¢do de maior
combinac¢do aeragdo/agitagdo, ou seja, maior k;a (600 RPM e 1,5 vvm), apresentou o valor
mais elevado de concentracdo maxima de biomassa (Xy,,) igual a 19,35 £ 0,78 g.L-1 em 52 h,
enquanto em um menor kLa (400 RPM e 1 vvm) este valor (Xy,,) foi de 21,95 = 1,20 g.L-1
em 96 h de cultivo. Através de um teste estatistico #, a diferenca entre estes valores foram
considerada estatisticamente significativa. Ou seja, um menor k; a retornou um maior Xy,,. Ja
em termos de substrato (S), ambas as condigdes consumiram totalmente o glicerol, com a
condi¢do de 600 RPM 1,5 vvm atingindo o consumo total em 48 h, e a condi¢ao de 400 RPM
1 vvm em 72 h. Observa-se que a condi¢gao de 600 RPM e 1,5 vvm teve uma maior valores
absolutos de taxa de consumo de S (dS/dt) e taxa de crescimento de X (dX/dt). Porém, as

células conseguiram atingir um valor de X,,,, maior na condi¢do de menor k; a.
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Figura 5.3 - Produc¢iao de biomassa, concentracio de glicerol e evolugdes de pO, e

pH durante o processo fermentativo em: (A) 400 RPM e 1 vvim; (B) 600 RPM e 1,5 vvim
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Fonte: elaboragdo propria.

Ademais, ¢ possivel observar que o comportamento de pO, para a condi¢ao de 600
RPM e 1,5 vvm atinge um valor minimo de pO, menor do que em 400 RPM e 1 vvm, com
4,45 + 3,04 % em 24 h e 15,57 = 1,99 % em 48 h, respectivamente. As fases de crescimento e

sua relacdo com o consumo de O, ficam evidenciadas, com as células passando pela fase

100

100
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exponencial durante os valores minimos de pO,, e conforme o crescimento atinge um platd, a
concentracdo de O, solubilizado aumenta. Esta combinagdo de fatores indica que as células
diminuiram a atividade aerdbica, ou seja, entraram em fase estacionaria. Os valores minimos
de pO, serem menores a 600 RPM e 1,5 vvm fazem sentido, pois dX/dt e dS/dt sdo maiores.
Isso ¢ indicado pelos maiores aclive na curva de crescimento e declive na curva de substrato
para o maior valor de k;a inicial, na faixa de 24 h de tempo de fermentagdo. Em outras
palavras, era esperado que a TCO fosse maior, pois nessa condi¢do tanto o crescimento
celular quanto o consumo de substrato se ddo de maneira mais rapida.

Os valores de pH acompanharam a tendéncia de pO,, sendo mais 4cidos durante a fase
exponencial e gradualmente se tornando mais alcalinos conforme as células atingiam a fase
estaciondria. Em outras palavras, os valores de pH comecaram a ficar mais altos apds o
consumo total da fonte de carbono. Esse comportamento também foi observado na literatura
(SILVA, 2012; EGERMEIER, 2017; OTERO, 2019; DE SOUZA, 2020), com outras espécies
naturalmente carotenogénicas e com Y. lipolytica, e parece estar associado com utilizagdo de
metabolitos apds o esgotamento de glicerol.

Para a producdo de B-caroteno, ilustrada pela Figura 5.4, a condicdo de 400 RPM e 1
vvm levou a um valor de concentragdo maxima de [-caroteno (P,,) igual a 13,80 = 2,10
mg.L"' em 96 h, enquanto que em 600 RPM ¢ 1,5 vvm, este valor foi de 77,73 + 0,66 mg.L"!
em 72 h. Os valores de B-caroteno iniciam a partir de 24 h pois em tempos anteriores as
respostas do método de quantificagdo foram menores que o minimo detectavel. Em ambas as
condi¢des o B-caroteno demonstrou ser um produto associado ao crescimento celular. Isto ¢, a
taxa de produgdo do produto acompanha o aumento de X, comportamento também descrito na
literatura (GAO, 2017, LARROUDE 2018). Em termos de transferéncia de O,, os resultados
demonstraram que um maior valor de k;a inicial levou a uma maior producdo de B-caroteno.
Este fenomeno pode ser atribuido a rota de sintese do PB-caroteno, que requer o uso de
NADP/NADPH (na transformagdo de HMG-CoA em MVA) e ATP (nas reagdes de MVA a
IPP). E estas moléculas sdo regeneradas através da via das pentoses e da respiragao celular,
respectivamente. E ambas as vias sdo reguladas por uma maior presenga de O, no meio. Desse
modo, uma configuragdo que permitiu um maior k;a inicial levou ao fornecimento de
oxigénio dissolvido para regeneracdo das substancias participantes da rota e produgdo do

-caroteno.
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Figura 5.4 - Produciao de biomassa e p-caroteno* durante o processo fermentativo nas

condic¢oes: (A) 400 RPM e 1 vvm; (B) 600 RPM e 1,5 vvin
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Fonte: elaboracdo propria.

Deve-se lembrar, no entanto, que os valores de k;a variam conforme ocorre a
fermentagao, por diversos fatores, como aumento de TCO e efeito de adsor¢ao pela membrana
celular com o aumento de biomassa, modifica¢do da reologia do meio com o consumo de seus
componentes durante o metabolismo celular e formacao de metabolitos. Nesse contexto, com

o aumento da disponibilidade de O, dissolvido quando as células comecam a atingir a fase
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estacionaria, a producao de B-caroteno ainda pode estar ativa e a concentragdo no meio ainda
continuar subindo mesmo com o X atingindo um platd. Esse fendmeno pode ser observado
ainda na Figura 5.4 com a concentracdo de P-caroteno ainda crescente apos as células
atingirem a fase estaciondria de crescimento em ambas as condi¢des. Sendo uma levedura
oleaginosa, a Y. lipolytica é capaz de utilizar seus lipideos acumulados como fonte de carbono
apos o esgotamento de glicerol no meio. Isso possibilita a rota carotenogénica nessa condi¢ao
e, consequentemente, o aumento da concentracdo de P-caroteno apds S ser totalmente
consumido. Logo, ¢ provavel que os cultivos poderiam ter continuado além do critério de
parada assim que atingisse a fase estacionaria.

Através da tabela 5.2, conclui-se que o k; a inicial relativo a condigdo de 600 RPM e
1,5 vvm apresentou resultados significativamente melhores que em 400 RPM e 1 vvm,
alcancando uma concentragdo de produto no meio aproximadamente 5,9 vezes maior.
Também para os pardmetros de rendimento de B-caroteno por substrato consumido (Yp),
rendimento de B-caroteno por massa de célula (Ypx) e produtividade de produto, houve um
aumento em 6,5; 5,4 ¢ 7,9 vezes, respectivamente. O consumo de substrato também foi maior
para a condicao de maior TTO, explicitado pelos valores de taxa de consumo de substrato
(Qg) no tempo de 48 h e no tempo final de fermentagdo (72 h para 600 RPM e 1,5 vvm; 96 h
para 400 RPM e 1 vvm). No que tange a biomassa, as duas condi¢gdes apresentaram valores
proximos nos parametros de produtividade e rendimento de células por substrato consumido
(Yxss), podendo ser atribuidos ao maior valor de Xy, a 400 RPM e 1 vvm com seu menor

estresse oxidativo pela menor TTO.

Tabela 5.2 - Comparativo entre produtividades, rendimentos de biomassa e produto, e

taxas de consumo de substrato entre as condi¢coes de cultivo estudadas

Produti- Produti- .
Condicio | vidade X Yy * vidade P Y5 * Yot Qs48h | QsFinal

(g.L'l.h'l) (mg.L-l.h-l) (g.L .h ) (g.L .h )
4010V13£1M 0,23 0,60 0,14 0,37 0,63 0,77 0,52
6{"; 55{24 0.26 0.52 111 2,08 4,10 0,49 0.38

*Em base massica

Fonte: elaboragdo propria.
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Durante as andlises da produ¢ao de B-caroteno, observou-se um fendmeno que vale ser
destacado. Observando a Figura 5.5, percebe-se uma diferenca de produtos gerados entre as
duas condi¢des nos cromatogramas: a 600 RPM e 1,5 vvm ¢ produzido majoritariamente
-caroteno, caracterizado pelo pico em aproximadamente 27,5 min e absorvancia 455 nm com
o método utilizado. A mesma produgdo também ocorreu a 400 RPM e 1 vvm, como pode ser
visto pelo sinal observado no mesmo tempo de reten¢do, porém em menor intensidade.
Contudo, entre os tempos de 72 e 96 h de fermentagdo, na condigao de 400 RPM e 1 vvm
outros sinais comecaram a aparecer em intensidade que se sobressairam ao do B-caroteno,
indicando a possivel produgdo de outros compostos durante este intervalo da fermentagao.
Estes picos foram observados em tempos aproximados de 7, 10 ¢ 16 min durante a analise por
HPLC, destacados no item (C) da Figura 5.5. Em um estudo mais aprofundado através dos
espectros de absorvancia gerados por esses picos, ilustrado pela Figura 5.6, nota-se que os trés
apresentam perfis idénticos, variando apenas na intensidade, com picos de absorvancia
aproximadamente em 448, 471 ¢ 502 nm. Esse perfil difere do padrdo de B-caroteno, com

comprimento de absorvancia maximo em 453 nm.
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Figura 5.5 - Cromatogramas obtidos durante a analise por HPLC para quantificacio de
p-caroteno: (A) 600 RPM 1,5 vvim em 72 h; (B) 400 RPM 1 vvim 72 h;
(C)400 RPM 1 vvm 96 h
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Figura 5.6 - Espectros de absorvancia obtidos para as fracdes destacadas
na Figura 5.5 (C) e comparadas com padrao de B-caroteno:

(A) p-caroteno, (B) 7 min, (C) 10 min, (D) 16 min
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Fonte: elaboracdo propria.

Considerando a similaridade dos perfis de absorvancia entre os compostos, pode-se
assumir que sejam isdmeros ou espécies com estrutura proxima. Ao procurar na literatura
moléculas que poderiam estar sendo produzidas, chegou-se ao licopeno (Figura 2.1 (B)), que
possui um espectro caracteristico quando solubilizado em acetona com um triplete de picos de
absorvancia por volta de 446, 472 e¢ 505 nm (BUTNARIU, 2011), sendo bastante
caracteristico quando comparado com outros carotenoides. Ademais, durante os cultivos, no
intervalo de tempo de 72 para 96 h, o meio assim como os pellets obtidos passaram de uma
coloragdo alaranjada para um tom mais avermelhado, cores caracteristicas do -caroteno e do
licopeno, respectivamente. Esta diferenga de coloracdo ¢ ilustrada pela Figura 5.7. Por fim,
observando a rota de biossintese do PB-caroteno (Figura 2.2), o licopeno ¢ o precursor

imediatamente anterior. Através destes fatos, ¢ grande a possibilidade de os compostos



54

observados nos cromatogramas serem o licopeno. Como mencionado, a diferenga entre os
tempos de retencdo pode estar relacionada com diferentes isdmeros do licopeno, gerado por
modificacdes nas ligacdes duplas. Apesar de ndo ter sido possivel realizar um ensaio de
identificagdo utilizando um padrdo para confirmar essa possibilidade, o potencial de
desenvolver duas condigdes diferentes que resultam em dois produtos de interesse tecnoldgico
diferentes revela a versatilidade do clone CRP23 e uma perspectiva de um outro projeto

focando na produgdo de licopeno.

Figura 5.7 - Diferenca de coloracio entre os pellets obtidos nas condicoes: (A) 400

RPM e 1 vvim, com uma coloracao avermelhada; (B) 600 RPM e 1,5 vvim, com uma

coloracgao alaranjada

Fonte: elaboracdo propria.

Este fendmeno pode estar acontecendo também pela variagdo de TTO entre as
condi¢cdes estudadas. Entre 72 e 96 h de cultivo, ou seja, quando comeca a atingir a fase
estacionaria em 400 RPM e 1 vvm, observa-se na Figura 5.3 que a subida de pO, ¢ mais suave
que na condi¢do de 600 RPM e 1,5 vvm, indicando uma menor disponibilidade de O,. Com
essa menor disponibilidade, hd uma maior competicdo para sua utilizagdo no maquinario
celular, afetando a regeneragdo NADP'/NADPH e produgdo de ATP. Isso pode acarretar que o
metabolismo de sintese do B-caroteno ndo seja priorizado, com a rota parando no licopeno,
indicado pelos picos com um nivel de intensidade consideravelmente maior que o do

-caroteno na Figura 5.6.
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A Tabela 5.3 ilustra um comparativo dos valores de produgdo obtidos neste trabalho
com outros que utilizam Y. /ipolytica para produgao de B-caroteno ja com escala de biorreator
de bancada, e o trabalho de de Souza et al. (2020) que foi anterior e trabalhou em frascos
agitados. Observa-se que os valores deste trabalho foram consideravelmente menores, com
todos os parametros apresentando uma reducdo. Isso pode ter ocorrido devido ao
encerramento do cultivo antes que as células atingissem um maximo de producdo B-caroteno,
ja que na Figura 5.4 ainda observa-se um perfil ascendente nos valores de concentragao. Outra
possibilidade ¢ que na condi¢do de 600 RPM e 1,5 vvm chegue-se a um valor de TTO
prejudicial ao crescimento celular se comparado a combinagdes agitagdo/aeragdo menores,
indicando que mais estudos para encontrar o k; a inicial 6timo sdo necessarios. Em relacdo aos
demais estudos na literatura, todos os clones descritos t€m numeros de modificagdes em seu
genoma que superam em muito o clone CPR23, sendo miltiplas inser¢des de genes
codificantes das enzimas da via metabolica do B-caroteno ou ainda para genes que estimulam
o acumulo de lipideos. Em outras palavras, o clone CPR23 ¢ mais simples em termos de

transformagado génica, assim sendo esperado que os resultados fossem menores.



Tabela 5.3 - Comparativo entre os parametros de producio de f-caroteno por

Y. lipolytica modificada entre este Trabalho de Conclusido de Curso

e outros trabalhos da literatura
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MM30 com Agitaq?;f)/Aerac;ﬁo
Este Trabalho 0,03% de Bi 1xa 77,73 1,11 4,10
. 10orreator
antiespumante de05L
de Souza et al. Frasco agitado
(2020) MM30 de 125 mL 154,7 1,6 7,59
1 0,
Glicose (2%) dC,/dt fixo
Gao et al. Peptona (2%) Biorreator 3968 14
* [\ -
(2017) EL (1%) de 5L
1 o,
Larroude et al PGelll)iglslz ((11 O//(:))) dC,/dt fixo
’ Biorreator 6500 53,27 89,6
* V) > >
(2018) EL (1%) s
Glicose (2%) dC,/dt fixo
I ac‘(’;’ggg)it al | (NH,),80,(05 | Biorreator 407.96 ; 20
%) delL
Glicose (4%) dC,/dt fixo
le;‘(‘)%g)tfl' Peptona (4%) Biorreator 4500 24,85 57,5
EL (2%) de5L

*Trabalhos em que as transformantes utilizadas sdo super produtoras, ou seja, possuem multiplas copias de genes
codificantes de enzimas da rota biossintética do B-caroteno ou de acumulo de lipideos.
**Em base massica.

Fonte: elaboragio propria.

Além disso, os meios utilizados pelos outros trabalhos tém composi¢do de reagentes
de alto teor de pureza, diferente do meio MM30 composto apenas de milhocina e glicerina
loira. Logo, em termos econdmicos, apdés uma etapa de otimizagdo do processo, a utilizacao
dos subprodutos pode compensar uma producdo menor. Outro fator a se destacar sdo os tipos
de aeragdo diferentes quando comparado a outros trabalhos. Neste trabalho, a TTO foi fixada,
ou seja, a combinacdo aeracdo/agitacdo se manteve constante durante todo o cultivo. Nos
trabalhos da literatura, o procedimento foi de manter a taxa dC,/dt constante, através da
programac¢do de um pO, alvo para os controles do biorreator. Ou seja, os parametros de
aeragdo e agitacdo do meio eram varidveis para se adaptar ao crescimento de TCO com o

aumento da biomassa. Com essa compensacao, a disponibilidade de O, ndo ¢é tdo limitante
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durante o cultivo como no método de TTO fixada, permitindo uma melhor produgdo de
-caroteno.

Por fim, outros parametros de cultivo também podem ter influéncia no crescimento
celular e na produgdo de B-caroteno, a exemplo do pH, que, mesmo nio sendo um interferente
em termos de k;a, sua variagdo pode ter grande peso no metabolismo das células, e
consequentemente, na producdo de [-caroteno. Outro fator importante e que
comprovadamente com este trabalho modifica a transferéncia de massa de O, ¢ a presenca de
antiespumante. Como sua presenca no meio se mostrou indispensavel, vale a investigagdo do
minimo de concentracdo que maximize a producdo, a fim de perturbar o minimo possivel a

disponibilidade do oxigénio dissolvido e também reduzir um possivel gasto de recursos.
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6 CONCLUSOES

O ka inicial € um fator importante durante o desenvolvimento e engenharia de um
bioprocesso, determinando a taxa de transferéncia de O, e, consequentemente, a
disponibilidade do gas para ser utilizado em diversas reagdes pelas células. Porém, ele
depende de diversos fatores como aeragdo, agitacdo, configuragdo do vaso reacional,
composi¢ao do meio, concentracdo celular, uso de antiespumante, entre outros. Em situagdes
de baixa combinagdo aeragdo/agitagdo, observou-se que a influéncia da composicao do meio,
e em especial, a presenca de células para a TTO ¢ grande, sendo indispensavel ser levado em
conta durante o desenvolvimento do bioprocesso. Estes efeitos, contudo, sdo minimizados em
situacdes de alta combinagdo aeragdo/agitagdo. A adicdo de antiespumante se mostrou
necessaria e sua presenga na composicdo do meio modificou o valor de k;a inicial em cerca
de 30% para as duas condi¢cdes estudadas em meio sem células, tendo influéncia na
disponibilidade de O, mesmo no maior valor de k;a. Para otimiza¢dao da produgdo, torna-se
necessario futuramente um estudo do kja com células mortas na concentragdo de
antiespumante utilizada de 0,03% e também variando sua concentragdo, a fim de minimizar a
perda de TTO aliado a prevengao de problemas relacionados a formagao de espuma.

O k;a inicial mostrou realmente ter influéncia na produgdo de B-caroteno pela levedura
Y. lipolytica, pois na condi¢ao de maior TTO (600 RPM e 1,5 vvm) a produgdo atingiu 77,73
+ 0,66 mg.L"', comparado com 13,80 + 2,10 mg.L"' a uma menor TTO (400 RPM ¢ 1 vvm).
Esta diferenga pode se tornar maior com uma extensao do tempo de fermentacao, ja que existe
uma tendéncia de acimulo de B-caroteno mesmo depois das células atingirem a fase
estacionaria, sendo um aspecto a ser avaliado para a continuidade do projeto. Mais importante
¢ a investigagdo da influéncia de outras combinacdes aeracdo/agitacdo, pois o maior k;a
inicial estudado pode ter sido prejudicial & producdo em comparagdo a valores ligeiramente
menores.

Mesmo com uma menor producio de -caroteno, observou-se que a linhagem CRP23
tem o potencial de se tornar uma fabrica celular ndo somente do carotenoide em destaque,
mas também do licopeno, com a suspeita de um deslocamento para sua sintese em condig¢des
de k;a inicial menor. E ¢ animador ter a possibilidade de usar um mesmo clone para a
produ¢do de dois compostos de interesse biotecnoldgico, bastando apenas modificar as
condig¢des de aeragdo/agitagao.

Em comparacdo com os resultados da literatura descritos em frascos agitados e em

outros tipos de biorreatores de bancada, a produg¢do se mostrou menor. Isso mostra que as
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condi¢des ainda ndo foram otimizadas para essa escala e, mais uma vez, o tempo de reagdo
pode ser ajustado. Entretanto, o clone CRP23 ndo possui tantas copias exdgenas em seu
genoma em comparagao com as cepas de alta produgdo de B-caroteno da literatura. Além
disso, os cultivos utilizados eram em batelada alimentada ou em DO-stat, condi¢des com mais
controle do crescimento celular do que em uma batelada simples como deste trabalho, sendo
uma possibilidade de adogdo para futuros estudos. Por ultimo, o projeto se utiliza de
subprodutos industriais, que certamente barateiam o processo € tem um escopo de producdo
em larga escala melhor do que em relacdo aos comparativos da literatura, que usam meios

complexos e com reagentes purificados.
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APENDICE A — Curva analitica para o calculo da concentracio de glicerol
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Fonte: elaboracdo propria.

APENDICE B — Curva analitica para o calculo da concentracio de B-caroteno
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Fonte: elaboracdo propria.
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