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RESUMO: (Avaliagao da sintese de lipideo pela levedura Candida zeylanoides QU 33 em meio de cultura com glicose e sulfato
de aménio). Oleo microbiano pode ser considerado uma fonte de 4cidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e poli-insaturados
(PUFAs). Em trabalhos prévios, foi demonstrado que a levedura Candida zeylanoides QU 33 produziu uma grande quantidade
de MUFAs e PUFAs em meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono e (NH,),SO, como fonte de nitrogénio. O
presente trabalho objetivou determinar os melhores parametros para o acimulo de lipideos pela levedura C. zeylanoides QU
33, sabendo-se que a razao carbono nitrogénio (C:N) nos meios de cultivo, assim como o pH ¢ a temperatura de incubagio
530 os parametros que mais influenciam a produgéo de lipidios microbianos. Para a otimizacao, foi aplicada a Metodologia de
Superficie de Resposta, aplicando os niveis das variaveis temperatura (20 a 28 °C), pH (6,0 a 8,0) e concentragéo de glicose (8
a20 % p/v). Apesar de nenhuma das variaveis ter tido influéncia significativa, houve tendéncia a um maior acimulo de lipideos
em altas concentragdes do aglicar (acima de 16%), temperaturas medianas (23-26 °C) e pH neutro.

Palavras-chave: Sulfato de amonio, 6leo microbiano, delineamento composto central.

ABSTRACT: (Evaluation of lipid synthesis by yeast Candida zeylanoides QU 33 in culture medium with glucose and am-
monium sulfate). Microbial oil can be considered a source of monounsaturated (MUFAs) and polyunsaturated (PUFAs) fatty
acids. Previous research has shown that the yeast Candida zeylanoides QU 33 produces large amounts of MUFAs and PUFAs
in culture media containing glucose as carbon source and (NH4)2S04 as nitrogen source. This study aimed to determine the
best parameters for the accumulation of lipids by C. zeylanoides QU 33, knowing that the carbon-to-nitrogen ratio (C:N) in
the culture media, as well as pH and temperature, are the parameters that most aftect the production of microbial lipids. For
optimization, the Response Surface Methodology was applied, using levels of the variables temperature (20-28 °C), pH (6.0 to
8.0), and glucose concentration (08-20 % w/v). Although no variable showed significant influence, there was a tendency towards
lipid accumulation under conditions of high sugar concentrations (above 16%), mid temperatures (23-26° C) and neutral pH.
Keywords: ammonium sulfate, central composite design, microbial oil.

INTRODUCAO

O efeito benéfico dos acidos graxos monoinsaturados
(MUFAS) e poli-insaturados (PUFAs) encontrados no
azeite de oliva, 6leo de soja, canola, entre outros, ¢ a
contribui¢do para a diminui¢do do risco de doengas
cardiovasculares. Uma dieta rica em MUFAs (acido
oleico, por exemplo) conduz a uma reducdo da glicose
e da pressdo arterial e aumenta os niveis do colesterol
HDL (Gillingham et al. 2011). Os acidos graxos 6mega-3
(PUFAs) podem proteger contra varias doencas, como
cardiovasculares, psiquiatricas, neurologicas, dermato-
logicas e reumatologicas (Assy et al. 2009). Atualmente,
os organismos marinhos (peixes, frutos do mar ¢ algas)
sdo considerados uma importante fonte de PUFAs, mas
possuem o inconveniente de poderem conter varios con-
taminantes ambientais, como metais pesados (mercurio,
especialmente, e cadmio), pesticidas e outras substancias
perigosas a que estdo expostos na agua do mar (Stroescu
etal 2013).

As leveduras sdo microrganismos tradicionalmente
utilizados em processos fermentativos. Algumas espécies,

como Lipomyces starkeyi, acumulam até aproximada-
mente 70% do peso seco em lipideos (Angerbauer et al.
2008). O alto teor de lipideos produzidos, aliado a grande
produtividade em biomassa, torna as leveduras excelen-
tes candidatas para a produ¢ao de 6leo microbiano para
diversas finalidades (Poli ef al. 2013, 2014, Mattana et
al. 2014), tais como surfactantes naturais, nutracéuticos,
biocombustiveis, insumos na industria de alimentos e de
cosméticos de modo geral (Vasudevan & Briggs 2008).
Dessa forma, estudos estdo focados na maximizagao
da produg¢do do 6leo por esses microrganismos (Tai &
Stephanopoulos 2013).

De cerca de 600 espécies de leveduras, apenas 5 %
foram relatadas como capazes de acumular mais do que
25% da sua biomassa seca como lipideos (Dey & Maiti
2013). Entre elas, a mais extensivamente estudada é a
levedura oleaginosa Yarrowia lipolytica, que é capaz de
acumular grandes quantidades de lipideos (em alguns
casos, mais de 50% do seu peso seco) (Beopoulos et al.
2009). A sintese de lipideos também tem sido estudada
em outras leveduras oleaginosas, como Rhodosporidium
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toruloides (Zhu et al. 2012) e Rhodotorula glacialis
(Amaretti et al. 2010), além da levedura ndo oleaginosa
Saccharomyces cerevisiae (Daum et al. 2007). Porém a
expansdo do numero de espécies estudadas é necessaria
para que haja um melhor conhecimento do metabolismo
associado a sintese de lipideos em leveduras.

Apesar da espécie Candida zeylanoides nao ser repor-
tada na literatura como oleaginosa, em trabalhos prévios
foi observado que a cepa QU33 produziu uma grande
quantidade de acidos graxos mono e poli-insaturados
em meio de cultura contendo (NH,),SO, como fonte de
nitrogénio (Rosa ef al. 2014). Neste contexto, o objeti-
vo do trabalho foi otimizar a produgdo de lipideo pela
levedura C. zeylanoides QU33, utilizando glicose como
fonte de carbono e (NH,),SO, como fonte de nitrogénio.
Para tanto, foi aplicada a Metodologia de Superficie de
Resposta em um planejamento fatorial completo com
trés variaveis independentes.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

Alevedura C. zeylanoides QU 33 (UFMG-CM-Y331),
utilizada no presente trabalho, foi isolada de queijo co-
lonial da regido litoranea do estado do Rio Grande do
Sul (Landell ef al. 2006). A cepa foi mantida por meio
de sub-cultivo mensal em tubos com agar GYP (glicose
2%, peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, agar 2%).

Pré-inoculo

Para obtengdo de biomassa metabolicamente ativa, as
leveduras foram cultivadas em placas de agar GYP, com
incubagdo por 24h a 25 °C. A partir deste cultivo, as célu-
las foram inoculadas em 50 mL de meio A (10% Glicose,
0,1% (NH,),S0O,, 0,1% KH,PO,, 0,05% de MgCl,.6H,0
p/v), em Erlenmeyers de 125 mL. Esse pré-indculo foi
incubado a 25 °C e 150 rpm por 40h e o crescimento
celular foi avaliado por meio da absorbancia a 600nm.

Condigoes de Cultura

O experimento foi conduzido em frascos de Erlen-
meyer com capacidade de 250 mL, contendo 100 mL de
meio S (Glicose conforme a Tab. 1, 0,05% (NH,),SO,,
0,1% KH,PO,, 0,05% MgCl,.6H,0 p/v). Neste meio de
cultura foi adicionado 10% do pré-inoculo, que foi incu-
bado em agitador horizontal (IKA, KS 4000), a 25 °C ¢
150 rpm, durante 120 horas. A razdo C:N foi calculada
a partir quantidade de gramas de glicose em relagdo a
quantidade de gramas de sulfato de amonio.

Tabela 1. Valores reais e codificados das variaveis independentes e
seus diferentes niveis utilizados para a otimizagdo da produgdo de
6leo microbiano pela levedura Candida zeylanoides QU33.

Niveis
Varidveis Codigos
-1,68 -1 [1} 1 1,68
Temperatura (°C) X1 20 21,6 24 26,4 28
pH X2 6 6,4 7 7,6 8
Glicose (%) X3 8 11,6 14 16,5 20

Metodologia de Superficie de Resposta

Para identificar as condigdes ideais para o acumulo
de lipideo na levedura QU33 em meio S, foi aplicada a
metodologia de superficie de resposta (MSR) com de-
lineamento composto central (DCC). Para a realizagdo
do DCC, foi utilizado um planejamento fatorial 23, com
adi¢do de pontos axiais e pontos centrais, totalizando 5
niveis analisados para cada um dos trés fatores testados.
Os fatores avaliados (variaveis independentes) foram
diferentes condi¢des de temperatura (20 a 28 °C), pH (6,0
a 8,0) e concentracao de glicose (8 220 % p/v), enquanto
as variaveis de resposta foram producdo de biomassa e
contetdo de lipidios. As variaveis independentes tempe-
ratura, pH e concentracdo de glicose foram selecionadas
apos experimentos preliminares nos quais foram testadas
em conjunto com outros fatores, como agitagdo e tempo
de incubagdo, e demonstraram ter uma maior influéncia
no acimulo de lipideo (dados ndo mostrados).

Os experimentos foram projetados usando o Programa
STATISTICA Trial version 7.0, sendo que cada variavel
foi testada em cinco niveis diferentes codificados: -a
(1,68), baixo (1), médio (0), e alta (1), +a (1,68) (Tab.
1). Foram realizados 17 experimentos (Tab. 2), com cin-
co repeti¢des no ponto central. Para predicao do ponto
otimo, um modelo de segunda ordem foi ajustado para
correlacionar as variaveis independentes e as respostas
(Equagéo 1, abaixo),

3 3 3-1 3
y=75 +Z/Bixi + Zﬁixiz +ZZﬂjxixj
i=1 i=1 i#l j>i
onde Y ¢ a resposta predita, 3 € o intercepto, € B, B, €
B, sdo os coeficientes linear, quadratico e de interagao,
respectivamente. x, e X, representam as variaveis inde-
pendentes.

Assignificancia estatistica do modelo foi verificada pela
analise de variancia (ANOVA) e teste de Fisher (teste F).
A qualidade da equagdo do modelo gerado foi avaliada
estatisticamente pelo coeficiente R2. A equagao polino-
mial ajustada foi entdo expressa na forma de graficos de
contorno tridimensionais, para ilustrar a relagdo entre
as respostas e os niveis experimentais de cada variavel
independente.

Determina¢des da biomassa

Para a analise gravimétrica, 100 mL de culturas foram
transferidos para um tubo conico com capacidade de 50
mL e centrifugados a 6.000 rpm durante 5 minutos para
remover o sobrenadante. Em seguida, foi realizada a lava-
gem com 15 mL de dgua estéril, repetindo o processo por
duas vezes. As amostras de biomassa foram armazenadas
durante 24 h, a - 30 °C no freezer Indrel ® CLC300DAF
e liofilizadas no Liotop L 1001, a - 48 °C, durante 24 h.
Os sedimentos de células liofilizadas foram pesados em
balanca analitica Shimadzu AY220.

Extragdo de lipideo

Os lipideos foram extraidos a partir da biomassa
liofilizada das leveduras de acordo com Bligh & Dyer
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Tabela 2. Matriz do desenho experimental com as respostas observadas para biomassa ¢ lipideos, preditas para lipideo, rendimento de biomassa
e de lipideo a partir da conversdo de glicose.

Glicose

X Observado

L Observado L Predito Lipideo Residual

Exp. T (°C) pH % (a/L) (g/1) (g/1) (g/1) L/X (g/g) Y X/Gle (g/g) Y L/Gle (g/g)
1 -1 -1 -1 2,97 0,017 0,065 -0,048 0,006 0,0256 0,0001
2 1 -1 -1 3,05 0,070 0,080 -0,010 0,023 0,0265 0,0006
3 -1 1 -1 3,23 0,020 0,070 -0,050 0,006 0,0279 0,0002
4 1 1 -1 3,28 0,076 0,096 -0,019 0,023 0,0285 0,0007
5 -1 -1 1 3,40 0,043 0,056 -0,013 0,013 0,0206 0,0003
6 1 -1 1 3,05 0,108 0,092 0,016 0,035 0,0185 0,0007
7 -1 1 1 3,45 0,077 0,100 -0,022 0,022 0,0209 0,0005
8 1 1 1 3,68 0,162 0,148 0,015 0,044 0,0223 0,001
9 1,68 0 0 4,02 0,114 0,051 0,063 0,028 0,0288 0,0008
10 1,68 0 0 2,67 0,086 0,103 -0,017 0,032 0,0191 0,0006
11 0 -1,68 0 2,53 0,061 0,044 0,017 0,024 0,0181 0,0004
12 0 1,68 0 2,99 0,123 0,093 0,030 0,041 0,0374 0,0015
13 0 0 1,68 3,00 0,135 0,135 0,100 0,045 0,015 0,0007
14 0 0 1,68 3,93 0,138 0,138 0,152 0,035 0,0281 0,001
15 0 0 0 3,25 0,140 0,140 0,126 0,043 0,0232 0,001
16 0 0 0 3,05 0,125 0,125 0,126 0,041 0,0218 0,0009
17 0 0 0 3,23 0,130 0,130 0,126 0,040 0,0231 0,0009

Abreviaturas: Exp., experimento; X, biomassa (g/L); L, quantidade de lipideos (g/L); L/X, Lipideo/Biomassa (g/g); YX, Rendimento de bio-

massa a partir de glicose (X/Glc); YL, Rendimento de lipideo a partir de glicose (L/Glc).

(1959). A biomassa foi ressuspendida em cloroférmio/
metanol (2:1, v/v), e a lise celular foi obtida com auxilio
do homogeneizador T 18 BASIC ULTRA- TURRAX
® / IKA por 3 min, com intervalos a cada minuto para
refrigeracdo em gelo de forma a evitar o aquecimento
dos lipideos. A lise foi seguida por filtragdo em papel
filtro (MN - 615, Macherey - Nagel) e os solventes foram
removidos utilizando um Rotaevaporador (Laborota
4000eco, Heidolph) a 60 ° C. As amostras foram secas
a 60°C por 24h até peso constante e pesadas em balanga
analitica Shimadzu AY220.

Dosagens da glicose residual

A concentracgdo de glicose residual foi medida utili-
zando o kit Labtest Glicose-GOD em OD505 com um
espectrofotdometro (UV-VIS UV SP2000, Spectrum).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Em trabalhos anteriores com a levedura C. zeylanoides
QU33, foi observado que havia produg¢ao de lipideos com
alto teor de acidos graxos insaturados em meio contendo
(NH,),SO, como fonte de nitrogénio (meio S), predomi-
nando os acidos oleico (18:1) e linoleico (18:2) (Rosa
et al. 2014). Infelizmente, o rendimento de biomassa e
de lipideos ndo foram adequados. No presente trabalho,
foi utilizada a metodologia de superficie de resposta
para otimizar as condigdes de cultivo (temperatura),
composi¢do do meio de cultura (razdo C:N, decorrente
de alteragdo na concentragdo de glicose utilizada) e pH,
com o objetivo de melhorar o rendimento de biomassa
e lipideos produzidos por esta levedura. Estes fatores
foram selecionados porque sdo reportados na literatura
como sendo influentes para a producdo de lipideos (e.g.
Zhang et al. 2011, Sitepu et al. 2013).

Metodologia de Superficie de Resposta

Inicialmente, foi utilizado um modelo de 1* ordem para

avaliar a relac@o entre as variaveis respostas e as variaveis
independentes, porém ndo houve ajuste do modelo (dados
nao mostrados). Sendo assim, foi avaliado um modelo
de superficie de resposta de segunda ordem, conforme
a Equacdo 1. A Tabela 2 apresenta a matriz do desenho
experimental com as respostas observadas e preditas para
os lipideos, os valores observados para biomassa, além
dos rendimentos de biomassa e de lipideo em relagdo
ao substrato (glicose) disponibilizado. As produgdes
maximas de biomassa e de lipideo pela levedura C.
zeylanoides QU33 obtidas experimentalmente foram
4,02 g/L (experimento 9) e 0,16 g/L (experimento 8),
respectivamente. Tivemos uma varia¢do na produgdo
de biomassa de 2,53 g/L a 4,02 g/L, enquanto a quan-
tidade de lipideo variou de 0,02 g/L a 0,16 g/L entre os
experimentos; esses valores equivalem a um incremento
de mais de 60% na producdo de biomassa e 700% na
producao de lipideos. As condigdes do experimento 8
(26,4 °C, pH 7,6 e 16,5% de glicose) foram as melhores
observadas para acimulo de lipideos, apresentando um
valor residual de 0,015g/L de lipideos em relac@o ao valor
predito com a metodologia de superficie de resposta. Os
pontos centrais, que sdo uma triplicata, tiveram uma pe-
quena diferenca dos seus valores residuais, sendo minima
a diferenga do valor experimental em relagdo ao teérico
do planejamento, confirmando que os valores obtidos
sdo confidveis (Tab. 2).

Os efeitos dos pardmetros testados (temperatura, pH
e concentragdo de glicose) na produgdo de biomassa e
de lipideos podem ser vistos nas Tabelas 3 e 4, respecti-
vamente. Nestas tabelas estdo demonstrados os efeitos
lineares, quadraticos e da interagdo entre os fatores,
segundo a equacao 1, além da significancia estatistica de
cada efeito. Como nenhum dos efeitos apresentou p<0,05,
pode-se concluir que, apesar de termos tido acréscimo
na quantidade de biomassa e de lipideos em alguns dos
experimentos, nenhum dos parametros avaliados apre-
sentou efeito significativo ao nivel de significancia de
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Tabela 3. Dados experimentais para a produgdo de biomassa e valo-
res reais para as variaveis independentes utilizados no planejamento
fatorial completo.

Fator SS2 ET MSS® F I
f\‘/ls Temperatura 0.37 1,00 0.37 383 0,09
inear

X1: Temperatura

quadratica 0,07 1,00 0,07 0,75 0,42
X2: pH linear 0,28 1,00 0,28 2,83 0,14

X2: pH quadratica 0,16 1,00 0,16 1,69 0,23
X3: Glicose linear 0,56 1,00 0,56 5,80 0,05

X3: Glicose

quadratica 0,11 1,00 0,11 1,15 0,32
XixXx2 0,04 1,00 0,04 0,38 0,56
XIxX3 0,01 1,00 0,01 0,07 0,79
X2xX3 0,00 1,00 0,00 0,04 0,84
Erro 0,68 7,00 0,10
w247 1600

ANOVA; Var.:Biomassa (g/L); R>=0,72416; 17 experimentos; MS
Residual=,0972782

SS# Soma dos quadrados

DF *: Graus de liberdade

MSS¢: Média da soma dos quadrados

p¢: < 0,05 sdo considerados significativos

95%, tanto isoladamente quanto nas interagdes entre o0s
parametros. Apesar dos efeitos testados ndo terem sido
significativos, foram gerados graficos de contorno para
avaliar as condi¢Oes de cultivo que pudessem favorecer a
producdo de lipideos pela levedura C. zeylanoides QU33
(Figs. 1A-C). Quando a interagdo das variaveis pH e tem-
peratura foi avaliada, houve produgdo de lipideos (g/L)
em uma ampla faixa dos parametros, indicando que os
valores de pH e temperaturas testados foram adequados
e que diferentes combinagdes entre estes parametros po-
dem ser utilizadas para o cultivo de C. zeylanoides QU33
com a finalidade de obtengao de 6leo (Fig. 1A). Quando
as interagdes entre a variavel concentragdo de glicose
com o pH (Fig. 1B) e com a temperatura (Fig. 1C)
foram avaliadas, houve tendéncia a um maior acimulo

Tabela 4. Dados experimentais para a produgao do 6leo microbiano
e valores reais para as variaveis independentes utilizados para o pla-
nejamento fatorial completo.

Fator SS® df* MSS¢ F p
X1: Temperatura

linear 0,003 1,000 0,003 1,706 0,233
AT: Temperatura 0,003 1,000 0,003 1,656 0,239
quadratica

X2: pH linear 0,003 1,000 0,003 1,556 0,252
X2: pH quadratica 0,004 1,000 0,004 2,273 0,175
X3: Glicose linear 0,002 1,000 0,002 1,167 0,316
X3: Glicose

quadrética 0,000 1,000 0,000 0,000 0,998
XIxXx2 0,000 1,000 0,000 0,034 0,859
XI1xX3 0,000 1,000 0,000 0,127 0,732
X2xX3 0,001 1,000 0,001 0,401 0,547
Erro 0,014 7,000 0,002

Total soma dos 0.030 16,000

quadrados

ANOVA; Var.: Lipideo (g/L); R*=0,55572; 17 experimentos; MS Re-
sidual=,0019329

SS*: Soma dos quadrados

df*: Graus de liberdade

MSS¢: Média da soma dos quadrados

p¢: < 0,05 sdo considerados significativos

de lipideos em altas concentragdes do agticar (acima de
16%), temperaturas medianas (23-26°C) e pH neutro.
Esse resultado esta de acordo com a literatura, que relata
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Figura 1. Efeito na produgio de 6leo microbiano pela levedura Can-
dida zeylanoides QU 33 cultivada em meio S por 120 h e 150rpm:
Acumulo de 6leo microbiano com os fatores temperatura x pH (A),
pH x glicose (B) e temperatura x glicose (C). Os circulos brancos
correspondem aos pontos experimentais utilizados para a construgao
da superficie de resposta.
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que um dos fatores mais importantes para producdo de
lipideos por leveduras ¢ a razdo C:N (Zhang et al. 2011,
Sitepu et al. 2013), que ¢ determinada pela concentracao
das fontes de carbono e de nitrogénio no meio de cultura.
Na condicdo experimental 6tima avaliada no presente
estudo (experimento 8), por exemplo, a razao C:N foi de
330:1 com (NH,),SO, como fonte de nitrogénio. Em um
estudo anterior usando peptona como fonte de nitrogénio,
arazdo C:N que resultou no maior acimulo de lipideos
pela C. zeylanoides QU33 foi 200:1 (Rosa et al. 2014),
demonstrando que a razdo C:N ideal ¢ dependente do
tipo de fonte de nitrogénio utilizada.

Em conclusdo, a metodologia de superficie de resposta
permitiu o desenvolvimento de um modelo polinomial
de segunda ordem empirico para a previsao da produgao
de biomassa e do contetdo lipidico celular pela levedura
Candida zeylanoides QU33 cultivada em glicose como
fonte de carbono e (NH,),SO, como fonte de nitrogénio.
Foi possivel identificar a condi¢@o dtima para a obtengdo
maxima de biomassa e de lipidios. No experimento com
a temperatura, pH e concentragdo de glicose ideais, foi
obtido até 0,16 g/L de lipideo.
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