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RESUMO GERAL

As lactonas sdo compostos formadores de aromas de grande interesse
para as indutrias de alimentos. Entre as lactonas, a y-decalactona ¢ a mais
utilizada etemaroma frutado de péssego. Na maioria dos processos
biotecnoldgicos, o dleo de ricino, o &cido ricinoleico ou ésteres dos mesmos sdo
utilizados como substrato para a sintese de y-decalactona por microrganismos.
Este composto ¢ sintetizado através da biotransformacgio na via da B-oxidacdo
peroxissomal microbiana. O glicerol bruto € o principal subproduto proveniente
da producdo do biodiesel e tem se apresentado como uma alternativa de
substrato para diversas aplica¢des biotecnologicas, gerando produtos de valores
agregados por sua ampla disponibilidade e custo competitivo. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar as melhores condigdes para aproducao de y-
decalactona por leveduras. O glicerol bruto e o 6leo de ricino foram avaliados
como substrato em diferentes concentragdes (10%, 20% e 30%), em batelada
simples e batelada alimentada. Apos essa primeira etapa, a influéncia do pH e da
agitagdo foi investigada no crescimento e na produgdo de y-decalactona pelas
leveduras Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243. A
levedura Y. Lipolytica CCMA 0242, no cultivo suplementado com 30% do 6leo
de ricino, apresentou melhor resultado, ndo havendo diferenga quanto aos
processos fermentativos testados. O crescimento da levedura Y. Lipolytica
CCMA 0242 também foi maior quando inoculada no meio de cultivo com dleo
de ricino. O pH e a agitagdo ndo interferiram na produgdo do aroma pelas
leveduras. A produgao de y-decalactona pela levedura L. saturnus CCMA 0243
foi 97,5% maior do que pela Y. Lipolytica CCMA 0242. A populagdo da
levedura L. saturnus CCMA 0243 atingiu maior crescimento na agitacdo de
maior velocidade (200 rpm). Nas condigdes testadas, o éleo de ricino a 30%
apresentou melhores resultados para a producdo de y-decalactona. A levedura
Lindnera saturnus CCMA 0243 produziu quantidades consideraveis de y-
decalactona.

Palavras-chave: Lactonas microbianas. Lindnera saturnus. Yarrowia lipolytica.
Glicerol bruto.



GENERAL ABSTRACT

Lactones are compounds with sensory properties of great interest for
food industries. Among lactones, y-decalactone is the most used and it has a
fruity peach aroma. In most biotechnological processes, castor oil, ricinoleic
acid or its esters are used as a substrate for the synthesis of y-decalactone by
microorganisms. This compound is synthesized by microbial biotransformation
on the peroxisomal B-oxidation pathway. Crude glycerol is the main by-product
derived from the production of biodiesel and it is used as an alternative substrate
for a variety of biotechnological applications, generating value-added products
because of its wide availability and competitive cost. The objective of this study
was to evaluate the best conditions for the production of yeast y-decalactone.
Crude glycerol and castor oil in different concentrations (10, 20 and 30%) were
evaluated as substrate, in simple batch and fed-batch. After that first stage, the
influence of pH and agitation were evaluated on the growth and production of y-
decalactone from yeasts Yarrowia lipolytica CCMA 0242 and Lindnera saturnus
CCMA 0243. Y. lipolytica CCMA 0242 showed better results in the culture
supplemented with 30% castor oil. There was no difference in the tested
fermentation processes. The growth of yeast Y. lipolytica CCMA 0242 was also
higher when inoculated into the medium with castor oil. Agitation and pH did
not affect the production of aroma by yeasts. Production of y-decalactone by
yeast L. saturnus CCMA 0243 was 97,5% greater than the Y. lipolytica CCMA
0242.The population of yeast L. saturnus CES-Y677 UFLA obtained a higher
growth when was agitated at high speed (200 rpm). In the evaluated conditions,
30% castor oil showed the best results for the production of y-decalactone. Yeast
Lindnera saturnus CCMA 0243 produced considerable amounts of -
decalactone.

Keywords: Microbial lactones. Lindnera saturnus. Yarrowia lipolytica. Crude
glycerol.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

As lactonas que apresentam menos de 12 atomos de carbono sio
formadoras de aromas de grande interesse para as industrias de aromas. Entre as
lactonas, a y-decalactona é a mais utilizada nas industrias de alimentos,
porapresentar um aroma frutado de péssego, podendo ser obtida por processos
biotecnologicos pelos microrganismos e ser classificada como natural
(ALCHIHAB et al., 2010a; SCHRADER et al., 2004, WACHE et al., 2003).
Nos ultimos anos, a procura por aromas naturais tem aumentado, em
comparagdo com os produtos similares obtidos por métodos quimicos
(ROMERO-GUIDO et al., 2011).

Os microrganismos, incluindo bactérias, leveduras e fungos
filamentosos, sdo conhecidos por produzirem compostos aromatizantes, tais
como acidos, alcoois, ésteres, lactonas e terpenos (SCHINDLER; SCHMID,
1982). Esses microrganismos estdo bem equipados metabolicamente para atuar
como biocatalisadores na quimica de produtos naturais eprosperam por meio de
suas habilidades para alterar metabolicamente as estruturas de varios compostos
organicos (SARTASLANI; ROSAZZA, 1984).

Na maioria dos processos biotecnologicos, utilizam-se o 6leo de ricino,
o0 acido ricinoleico ou ésteres dos mesmos como substrato para a sintese de y-
decalactona (SCHRADER et al., 2004), queé produzida pela via da f-oxidagdo
peroxissomal, por meio da biotransformagdo do acido ricinoleico (acido 12-
hidroxioctadec-9-enoico). A biossintese de y-decalactona envolve duas etapas: a
biotransformagdo do acido ricinoleico em &acido 4-hidroxidecanoico pelas
leveduras e, em seguida, acidificagdo e tratamento térmico do meio de cultivo

(ALCHIHAB et al., 2010a; ORKUI; UCHIYAMA; MIZUGAKI, 1963). Os
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processos que utilizam estirpes de Yarrowia lipolytica para a producdo de
lactonas sdo os que obtém maiores rendimentos do produto em relagéo as outras
espécies de microrganismos utilizadas (WACHE et al., 2001).

No cultivo de microrganismos, altas concentragdes de lactona podem ser
um fator limitante nas aplicagdes industriais, pois o aroma produzido pode ser
toxico para as leveduras produtoras (FERON et al., 1997). Outro fato ¢ que as
leveduras podem consumir a y-decalactona como fonte de carbono na auséncia
do substrato, permitindo seu completo desaparecimento do meio (PAGOT et al.,
1997). No entanto, uma alternativa para superar esses problemas ¢ a utilizagio
da fermentacdo em batelada alimentada. O cultivo em batelada alimentada
permite alcancar maior densidade de células, altos rendimentos do produto
desejado e reducdo do potencial de toxicidade do produto para as células, devido
ao fornecimento de mais substratos para as células (GOMES; TEIXEIRA;
BELO, 2012; LEE et al., 1998).

Outro substrato que pode ser avaliado, o glicerol bruto, que é o principal
subproduto proveniente da produgio do biodiesel, tem se apresentado como uma
alternativa de substrato para diversas aplicagcdes biotecnoldgicas, gerando
produtos de alto valor agregado (PAPANIKOLAOU et al., 2008). Diferentes
elementos quimicos, como fésforo, enxofre, magnésio, calcio, nitrogénio e
sodio, estdo presentes no glicerol bruto e estes sdo ficeis de serem
metabolizados pelos microrganismos (THOMPSON; HE, 2006).

Portanto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as
melhores condigdes para a producdo de y-decalactona. O glicerol bruto e o 6leo
de ricino foram utilizados como substrato em diferentes concentragdes (10%,
20% e 30%), por meio da fermentagdo em batelada simples e batelada
alimentada, pela levedura Yarrowia lipolytica CCMA 0242. A influéncia do pH

e da agitacdo no crescimento e na produgdo y-decalactona pelas leveduras
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Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243 foi

investigada.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metabélitos microbianos na industria

Existem dois grupos de metabdlitos microbianos de interesse para a
microbiologia industrial. Sao eles os metabolitos primarios, que so sintetizados
durante a fase exponencial de crescimento do microrganismo e os metabolitos
secundarios, que sdo produzidos proximo ao final da fase de crescimento ou na
fase estaciondria de crescimento. Em muitos processos industriais, a formagio
do produto desejado n3o ¢ durante a fase exponencial de crescimento, mas
somente na fase estacionaria. Uns dos metabdlitos de interesse industrial,
complexos e importantes, sdo os secundarios (MADIGAN et al., 2010).

Muitos metabolitos secunddrios microbianos sd3o de alto valor
biotecnologico para a medicina, a agricultura e aindustria de alimentos.
Constituem uma importante classe de compostos altamente valiosos que cobrem
um amplo espectro de aplicagdes, incluindo medicamentos (antibidticos, agentes
antitumorais, imunossupressores), agroquimicos (pesticidas, inseticidas),
biocombustiveis (esqualeno, 6leo-resina) e aditivos alimentares (carotenoides,
flavonoides, dleos essenciais ecompostos volateis) (NGUYEN et al., 2012). Os
metabdlitos secundéarios t€m sido obtidos, provavelmente, por pesquisas
envolvendo muitos microrganismos durante algumas décadas. Entretanto,
diferentes compostos sdo produzidos por diferentes isolados (DONADIO et al.,
2002).

A microbiologia industrial utiliza microrganismos para a sintese de
produtos comerciais ou para a realizagdo de importantes transformacdes
quimicas, sendo os fungos (leveduras e bolores) os mais utilizados nos processos
industriais. Os microrganismos utilizados em processos industriais devem

sintetizar o produto de interesse em grandes quantidades, crescer rapidamente



14

em meio de cultura de baixo custo, estar disponivel em grandes quantidades, ser
de facil manipulago genética e ndo patogénico (MADIGAN et al., 2010).

Os microrganismos t€m a capacidade de sintetizar uma grande variedade
de metabdlitos secundarios, adicionalmente as reagdes bioquimicas necessarias
para sintetizar uma nova célula durante o metabolismo primario. O objetivo
atual ¢ a procura de novos compostos que sdo produtos do metabolismo
secundario. A eficacia da selecdo destes compostos ¢ determinada por dois
principais fatores, a avaliagdo do microrganismo produtor e o teste de selecdo

empregado (RYWINSKA et al., 2013).

2.2 Producéio microbiana de aromas

Os aromas sdo formados por uma mistura complexa de diversas
moléculas organicas volateis, tais como ésteres, aldeidos, cetonas, lactonas,
alcoois e outros. A obtencdo dos compostos de aroma natural pode ser por
extracdo de folhas de plantas, flores e frutas, podendo também ser produzidos
por varios microrganismos (XIE; SUN; YU, 2006; ZHANG; ZENG; LI, 2006).
Embora a maioria desses produtos seja obtida por sintese quimica ou por
extragdo a partir de plantas, a utilizagdo de processo microbiano tem aumentado
consideravelmente nas ultimas décadas. O processo microbiano apresenta
vantagens como rapida produ¢do, facilidade no controle dos compostos,
sistemas simples de estudo das vias biossintéticas e matéria-prima de baixo
custo e de facil aquisicdo para a producdo de substancias que podem ser
utilizadas nas industrias alimenticias (BRENNA, 2003; SCHRADER et al.,
2004).

A producdo dos aromas por sintese quimica esta associada a varios
problemas, como baixa producdo, reagdes colaterais, geracdo de misturas

racémicas indesejaveis, subprodutos e processos de producdo de que sdo



15

prejudiciais ao meio ambiente. Os aromas produzidos por sintese quimica nio
sdo legalmente rotulados como ‘“naturais”, mas como “naturais idénticos” ou
“artificiais” (AGUEDO et al., 2004; LONGO; SANROMAN, 2006).

A obtengdo de aromas por microrganismo no processamento de
alimentos ¢ antiga e tem o objetivo de aumentar o tempo util dos produtos,
ocasionado pelos processos fermentativos. No entanto, em alimentos e em
bebidas fermentadas, a acdo microbiana ndo s6 aumenta a vida de prateleira, mas
também produz um aroma caracteristico (GATFIELD, 1995). Na obten¢ao dos
produtos naturais, bactérias, fungos filamentosos e leveduras podem atuar como
biocatalisadores, nos quais alteram metabolicamente as estruturas de diferentes
compostos organicos através dos seus sistemas enzimaticos (SARIASLANI;
ROSAZZA, 1984).

A cromatografia gasosa emergente substituiu os métodos classicos de
analises organicas e facilitou a separagéo e a elucidagao estrutural de compostos
volateis (KRINGS; BERGER, 1998). Muitos trabalhos utilizam a cromatografia
gasosa realizando a extragdo com solventes, cromatografia gasosa com
espectrometria de massa (GC-MS) e microextragdo de fase sélida, acoplado a
cromatografia gasosa com espectrometria de massa (SPME-GC-MS) como
métodos analiticos para a identificag¢do de y-decalactona. No entanto, Zhao et al.
(2014) estudaram um novo método rapido para a quantificacéio de y-decalactona,
utilizando o método de determinacdo quantitativa por espectrofotometria
baseado na reagdo hidroxamato férrico, verificando que esse método reduz o
tempo e o custo da matéria-prima utilizada.

Tahara e Mizutani (1975) avaliaram a produgdo de aromas por
Sporobolomyces odorus, o qual foi o primeiro relato de microrganismos
produtores de aromas. Os compostos identificados foram: alcool isoamilico,
alcool benzilico, alcool fenil etilico, y-decalactona, acido 4-hidroxi-cis-6-

dodecanoico e lactonas.
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2.2.1 Producio de y- decalactona por leveduras

As lactonas apresentam propriedadessensoriais e s3oamplamente
utilizadas nas industrias de aromas, sendo encontradas naturalmente em frutas e
em alguns produtos fermentados (LIN; LEE; CHOU, 1996). As lactonas sao
ésteres ciclicos derivados da esterificacdo intramolecular (ou ciclizagdo) de um
acido hidroxilado. Dois principais aromas de lactonas sdo conhecidos, gama e
delta-lactona e sdo distinguidos pela posi¢do do grupo hidroxila no 4cido graxo
(ALCHIHAB et al., 2010a; FERON et al., 1997).

A posigdo do grupo hidroxila determina qual lactona sera produzida (y
ou &), independente das instauracdes da cadeia carbonica. Acidos graxos com o
grupo hidroxila na posi¢do 10 ou 12 sdo convertidos a y-decalactona e o grupo
hidroxila na posicdo 11 ou 13 ¢ convertido a §-decalactona (FERON et al.,
1997). A obtengdo destes compostos pode ser feita diretamente das frutas ou por
sintese quimica, sendo a extracdo a partir de produtos naturais muito cara ¢ a
obtida por sintese quimica responde menos as exigéncias do consumidor
(ALCHIHAB et al., 2010b). Porém, o aumento da demanda por compostos
aromaticos naturaistem incentivado o desenvolvimento da producdo de lactonas
naturais por processos biotecnoldgicos utilizando microrganismos ou enzimas.
Os compostos aromaticos sdo classificados como naturais, pela legislagdo de
alimentos dos EUA e da Europa (ENDRIZZI; AWADE; BELIN, 1993;
SOUZANETO; PASTORE; MACEDO, 2004).

A y-decalactona (C,oH,50,), que apresenta um importante aroma frutado
de péssego, manga, damasco, morango e de chocolate, ¢ uma das lactonas mais
produzidas, sendo centenas de toneladas por ano. No inicio dos anos 1980, a vy-
decalactona natural era um composto aromatico extremamente caro e raro (prego

>US$ 10.000 kg™'). Com a subsequente introdugdo e a otimizagdo por processos
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microbianos verificou-se uma redug¢do no preco para cerca de US$ 300 kg’
'(LEE; LIN; CHOU, 1995; SCHRADER et al., 2004).

Viérias lactonas naturais podem apresentar atividades bioldgicas, tais
como antibacteriana, antifingica ou anti-inflamatéria (NAGO; MATSUMOTO;
NAKAI 1993). Este composto também tem efeito tdxico contra as células
produtoras; em condi¢des de producdo, resulta na inibicdo do crescimento
celular e na limitagdo da taxa de producdo (ALCHIHAB et al., 2009, 2010a;
FERON et al., 1996; WACHE et al., 2003). Propde-se que o efeito toxico da
lactona produzida pelas leveduras esteja relacionado com a interacdo da
molécula com os componentes e os lipideos da membrana celular (AGUEDO et
al., 2003).

Na maioria dos processos biotecnologicos, estirpes de leveduras
produzem a y-decalactona por meio da biotransformacio do 4cido ricinoleico
(acido 12-hidroxioctadec-9-enoico). O acido ricinoleico é acido graxo Cig
hidroxilado que, na sua forma esterificada, é o principal constituinte (cerca de
86%) do dleo de ricino (PUTHLIL; RATHOD; PANDIT, 2006).

A Yarrowia lipolytica ¢ uma das espécies de levedura mais utilizadas
para a biotransformagdo do 4cido ricinoleico em fy-decalactona (Figura 1),
apresentando maior rendimento devido a capacidade de crescer em substratos
hidrofébicos, gragas as suas lipases eficientes, numerosos citocromos P450 e
acil-CoA oxidase (WACHE et al., 2003). O processo envolve a degradagio do
substrato pela via da B-oxidagdo peroxissomal, levando a formagio do acido-4-
hidroxidecanoico, que cicliza em y-decalactona. A levedura também é conhecida
por ser produtora de lipases. Estas enzimas hidrolisam os triacilglicerideos em
glicerol e acidos graxos livres, disponibilizando os substratos de dcidos graxos
para o microrganismo (AGUEDO et al., 2003; BLIN-PERRIN et al., 2000;
LOPES et al., 2008; NAJJAR et al., 2011).
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Figura 1 Bioconversdo do acido ricinoleico em y-decalactona por Yarrowia
lipolytica. Adaptado de Schraderet al. (2004)

A via metabdlica da Yarrowia lipolytica pode ser influenciada pela
concentragdo de O, dissolvido e o estado oxidativo do meio de cultivo, assim
como a produgdo de acidos organicos ou a oxidacdo de alcanos dependente de
citocromo (FICKERS et al., 2005; KAMZOLOVA et al., 2003). O O, ¢ um fator
que intervém na via metabolica da B-oxidagdo, participando nas reagdes de

produgéo e de reconsumo do aroma (GOMES et al., 2007).
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A produgdo de y-decalactona a partir do 4cido ricinoleico por leveduras
do género Candida sp. foi inicialmente observada por Okui, Uchiyama e
Mizugaki (1963). Os processos que utilizam estirpes de Yarrowia lipolytica para
a producdo de lactonas s3o os que obtém maiores rendimentos do produto em
relagdo as outras espécies de microrganismos utilizadas (WACHE et al., 2001).

Alchihab et al. (2009) avaliaram alguns fatores, incluindo temperatura,
pH inicial e concentragdo de o6leo ricino, na producdo de y-decalactona
produzida pela cepa psicrofilica e outramesofilica de Rhodotorula aurantiaca. A
maior producdo de y-decalactona em frascos (5,8 g/L) foi obtida com a cepa
psicrofilica A19, a 14 °C e pH 7,0 inicial, em meio contendo 20 g/L de 6leo de
ricino. Em fermentador, uma concentracdo vy-decalactona de 6,6 g/L foi
alcangada com a cepa A19, ao passo que foi obtido um maximo de 0,1 g/ com
a cepa mesofilica.

A produg@o de y-decalactona foi realizada acelerarando-se a hidrdlise do
oleo de ricino pela lipase anteriormente produzida por culturas de Yarrowia
lipolytica. Para esse efeito, a producdo de lipase foi primeiramente testada
utilizando-se duas cepas de Y. lipolytica (W29 ATCC20460 e IMUFRIJ50862) e
azeite como o indutor, demonstrando que a maior produgdo do aroma (1.600 mg
L") foi obtida sem um indutor de lipase. No entanto, a pré-inducio de lipase
diminuiu a fase de laténcia para a secre¢do de y-decalactona (BRAGA; GOMES;
BELO, 2012).

Braga ¢ Belo (2013) realizaram a produgdo de y-decalactona utilizando
diferentes materias (polimetacrilatode metilo ¢ DupUM®) para a imobilizago
da Yarrowia lipolytica. A maior concentra¢do de aroma foi obtida com células
imobilizadas em DupUM®, em que o reconsumo do aroma pelas células foi
evitado, ao contrario do que acontece com as células livres.

Braga et al. (2015) avaliaram a influéncia da mistura do meio de cultivo

e as condigdes de transferéncia de massa de oxigénio (KLa) na produgio de y-



20

decalactona em dois diferentes biorreatores, o de agitagdo mecéanica e o de
arlifit. Concluiram que, independentemente do tipo de biorreator utilizado, o
aumento na taxa de transferéncia de oxigénio melhorou a produgdo de y-
decalactona, porém, diminuiu a concentragdo final do aroma. A concentrago

maxima (3 g/L) foi atingida em biorreator de arlift.

2.2.1.1 Via de produciio de y-decalactona: -oxidacao peroxissomal

O metabolismo lipidico de leveduras envolvido na biotransformacgao
pela via da B-oxidagdo peroxissomal foi descrito pela primeira vez por Okui,
Uchiyama e Mizugaki (1963). Alguns aspectos das reagdes da PB-oxidacdo
(especialmente aqueles que envolvem enzimas auxiliares e organizagdo dos
fluxos) e lactonizagio caminho do produto nio sdo bem conhecidos (WACHE et
al., 2003).

A B-oxidacdo ¢ um sistema de oxidagdes ciclicas de acidos graxos,
constituido por quatro reagdes sucessivas catalisadas por trés enzimas, entre os
quais acil-CoA-oxidase controla o passo chave produzindo um acil-CoA. As
reacdes envolvidas s3o: 1) desidrogenagido: liberacdo de trans 2,3 enoil- CoA; 2)
hidratagdo da instauracdo: liberacdo de 3-hidroxiacil-CoA; 3) oxidacdo:
formagdo de 3-cetoacil-CoA e 4) liberagdo de acetil-CoA e acil-CoA sem dois
carbonos. Esta sequéncia se repete varias vezes, até a degradacdo do substrato
(ALCHIHAB et al., 2010a; WACHE et al., 1998).0s fungos filamentosos e as
leveduras s3o eucariotos que apresentam dois compartimentos subcelulares,
mitocOndria e peroxissomos, habeis em realizar a B-oxidagdo de acidos graxos

(SOUZA NETO; PASTORE; MACEDO, 2004) (Figura 2).
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Antes de os 4cidos graxos entrarem nos peroxissomas, eles sio ativados
no citoplasma em ésteres de coenzima A, pela acdo de uma acetil-CoA sintetase.
Quando j4 estdo nos peroxissomas das leveduras, a B-oxidacdo ¢é catalisada pela
enzima acil-CoA oxidase e, em seguida, por duas atividades de uma enzima
multifuncional, 2-enoil-CoA hidratase e 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase, ¢ pela
3-cetoacil-CoA tiolase (WACHE et al., 1998). As atividades das enzimasacil-
CoA oxidase e 3-hidroxiacil-CoA-desidrogenasepodem ser influenciadas pelo
0,, que & necessario para a regeneragdo dos cofactores FAD' e, mais
indiretamente, NAD " (BAKKER et al., 2001).

O processo de lactonizag@o day-decalactona ocorre em pH baixo (2,0). A
lactonizagdo ocorre espontaneamente no C10, quando o produto de degradag@o,
o acido ricinoleico, tem sua hidroxila interposta no carbono em y. Esta
estereficacdo ocorre competitivamente a B-oxidacdo e pode acontecer entre as
quatro reagdes, dependendo dos dados cinéticos (WACHE et al., 2002).

Na via da B-oxidacdo, durante a biotransformagdo do acido ricinoleico
em y-decalactona, pode haver a formagao de compostos implicitos, 3-hidroxi-y-
decalactona, dec-2-en-4-olide e dec-3-en-4-olide, que sdo originados a partir do
precursor direto da y-decalactona (4cido-4-hidroxidecanoico) e podem ser
detectados no meio (Figura 3). Estes trés compostos ndo sdo utilizados
atualmente nas industrias de aromas. Na verdade, o dec-3-en-4-olide apresenta
um aroma frutado de péssego mais potente do que a y-decalactona, porém, sua
utilizagdo depende de um método barato para separar seu isdGmero, que tem

aroma de cogumelo (WACHE et al., 2003).
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As diferentes lactonas produzidas durante o processo de
biotransformagdo sdo produzidas em niveis elevados, diminuindo a
produtividade e complicando a extra¢do de y-decalactona. As atividades das
enzimas da via sdo responsaveis por esses processos, pois o acimulo de y-
decalactona, por exemplo, aumenta quando a atividade da acil-CoA-oxidase
diminui (WACHE et al., 2001). Entretanto, na maioria das vezes, a regulagdo
desta via em leveduras permanece incompreendida (AGUEDO et al., 2005).

Varios microrganismos, incluindo as leveduras, como Saccharomyces
cerevisiae, Candida maltosa, Candida tropicalis e Yarrowia lipolytica, foi
identificada a presenca da enzima acil-CoA oxidase, que catalisa o passo inicial
da B-oxidagdo dos acidos graxos nos peroxissomas (ALCHIHAB et al., 2010a).

Alguns autores estudaram o modelo de degradagdo oxidativa ou ricinoleica, por
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quatro diferentes cepas de Sporidiobolussp., o qual produziu quantidades
diferentes de y-decalactona (BLIN-PERRIN et al., 2000).

A Y. lipolytica é uma levedura que exibe um alto rendimento na
producdo de y-decalactona. Esta espécie possuigenes POX1 a POXS5 que
codificam uma familia de cinco acil-CoA oxidase (Aoxlp a Aox5p), enzimas
especializadas na degradagdo de substratos hidrofobicos (PAGOT et al., 1997).
A enzima acil-CoA oxidase, catalisa a primeira reacdo da p-oxidagdo, algumas
das quais sdo especificas para a degradacdo de acidos graxos de cadeias longas
(Aox2p) (WANGet al., 1999) ou especificas de acidos graxos de cadeias curtas
(Aoxp3) (LUO et al., 2000, 2002).

2.3 Fontes de carbono para a producio de y- decalactona
2.3.1 Oleo de ricino

O oleo de ricino ¢ um triacilglicerol, natural e ndo toéxico e pode ser
obtido a partir das sementes da planta de ricino, Ricinus communis (mamona). E
um Odleo vegetal renovavel, disponivel comercialmente por conter hidroxilas
funcionais, numa elevada percentagem de acido graxo. Sendo este 6leo utilizado
na producgdo de y-decalactona, é necessaria a hidrolizagdo de seus trigliceridios,
a fim de liberar o 4cido ricinoleico. Existem varios métodos descritos para
promover a hidrolise, originando altas conversdes (PUTHLI; RATHOD;
PANDIT, 2006) (Figura 3).
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Figura 4 Composicdo do 6leo de ricino. Adaptado de Lakshminarayana et
al.(1984)

Normalmente, o acido ricinoleico ¢ produzido por saponifica¢do seguida
de acidificagdo. Embora as condigdes de reagdo sejam leves (70-100°C), o
produto obtido tem odor e coloragdo inaceitaveis e elevada quantidade de
subproduto, Na,SO,4, o que ¢ dificil de remover. Os processos de produgio de
acidos graxos a alta temperatura e alta pressdondo sdo adequados para a hidrolise
do 6leo de ricino, uma vez que conduzem a formag¢ao de um produto indesejavel
chamado acido ricinoleico estolide e podem causar a desnaturagdo do produto.
Com isso, surge como uma alternativa a a hidrdlise enzimatica do 6leo de ricino
que pode ser utilizada com sucesso para superar as desvantagens dos métodos
convencionais (GOSWAMI et al., 2009; RATHOD; PANDIT, 2009).

O acido ricinoleico tem sido utilizado para varias aplicagdes, como
pigmento de corante, dispersor em tintas de impressdo, na industria téxtil de
acabamento ¢ sabonetes de limpeza a seco. No entanto, seu principal uso ¢ como

intermediario quimico para a produgéo de diversos dleos quimicos. Os 6leos sdo
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acido ricinico (4cido ricinoleico desidratado), acido subérico (oxidagdo de acido
ricinoleico com HNO3), acido azelaico (ozondlise de acido ricinoleico), metil
ricinoleato e 4alcool ricinoleico, que sdo utilizados na preparacdo de
emulsionantes, plastificantes e sabdes (PUTHLI; RATHOD; PANDIT, 2006).

O efeito de diferentes concentragdes de 6leo de ricino para a produgdo
de y-decalactona por uma estirpe de Yarrowia lipolytica foi investigada em
processo em batelada simples, verificando ser30 g/L a concentragdo 6tima do
o6leo. A hidrdlise enzimatica de dleo de ricino por lipases comerciais também foi
estudada em diferentes condi¢des de funcionamento. Lipozyme TL IM foi
encontrada por ser mais eficaz e as condigdes de hidrolise Optimas foram pH 8 e
27 °C. A utilizagdo de hidrolisado de 6leo de ricino na produgdo de aromas
permitiu uma diminuigdo na fase de laténcia para a secre¢do de y-decalactona

(GOMES et al., 2013).

2.3.2 Glicerol

Glicerol, também chamado de glicerina ou propano-1, 2, 3-triol, ¢ um
composto orginico pertencente a funcdo alcool, sendo obtido durante a
transesterificacdo de Oleos vegetais e gorduras animais (Figura 4). Pode ser
produzido por via quimica ou fermentativa e sua producido ¢ de baixa
complexidade tecnoldgica, o que facilita seu uso. Apresenta uma infinidade de
aplicagdes, podendo ser utilizado na industria cosmética, farmacéutica,

alimenticia e quimica (RAMOS et al., 2009; SOLOMON et al., 1995).
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Figura 5 Equagdo geral para transesterificacdo de triglicerideos. Adaptado de
Meher, Sagar e Naik (2006)

O glicerol esta presente em abundancia em componentes estruturais de
varios lipidios ¢ na natureza. Pode ser utilizado naturalmente, por diversos
microrganismos, como unica fonte de carbono, durante o cultivo microbiano. E
substituto dos tradicionais carboidratos, como glicose, sacarose e amido
(SOLOMON et al., 1995). O estudo da caracterizagdo e a identificacdo de
microrganismos que tenham Otimo crescimento em glicerol e produzem
metabdlitos de interesse industrial s@o de grande importancia, visando a
descoberta de novas aplicagdes para o glicerol (SILVA; MACK; CONTIERO,
2009).

O glicerol bruto pode ser obtido como o principal residuo da producio
de biodiesel (Figura 5). Usualmente, apresenta de 55% a 90% de pureza e o
restante consiste de triacilglicerdis ndo convertidos, metanol ou etanol, biodiesel,
sabdes e outros. A producdo de biodiesel em grande escala gera um aumento na
disponibilidade do glicerol, que pode ser usado na produgio de biomassa, para
suplementagdo na alimentagdo animal ou humana, agregando valor a este
subproduto. A producdo de biomassa também pode contribuir para a viabilidade
econdmica na producdo de biodiesel (AMARAL et al, 2009
PAPANIKOLAOU et al., 2008).



28

CH, CH; CH;
CH;—CH—CH, | | |
11 CH, CH, CH,
0O 0O o wati | | | CHy-CH—CH,
| | +3CHOH=—= 0 0 0 +
et 0=T 0='-'|2 o—:I: oil ek OH OH OH
Rl Rz R3 I | | G|}'GEI"CI|
Triglycerides Ry

R. R
Ethyl esters ﬁ

Figura 6 Glicerol obtido da producdo de biodiesel. Adaptado de Silva, Mack e
Contiero (2009)

O glicerol proveniente do biodiesel apresenta-se na forma de liquido
viscoso pardo-escuro e é composto de 50% a 60% de glicerol, de 12% a 16% de
alcalis, especialmente sob a forma de sabdes alcalinos e hidréxidos, de 15% a
8% de metil ésteres, de 8% a 12% de metanol e de 2% a 3% de 4gua. Além dos
macronutrientes, o glicerol ¢ composto por uma variedade de elementos tragos
(micronutrientes), sendo eles Ca, Mg, P, S, Zn e Fe. O aspecto do glicerol bruto
esta estreitamente relacionado ao contetido de sabdo, que proporciona aparéncia
de viscoso escuro (KOCSISOVA; CVENGOS, 2006; OOI et al.,, 2004;
THOMPSON; HE, 2006).

O aproveitamento do glicerol em processos biotecnoldgicos € devido ao
alto custo de manipulagdo e de tratamento de efluentes de glicerol e dguas de
lavagem. Por ndo ser toxico, irritante, sem cheiro e sabor, tem sido aplicado
como conservante para alimentos e bebidas, na composi¢do de capsulas,
anestésicos e xaropes, desodorantes e cosméticos, como lubrificante em
maquinas processadoras de alimentos, na fabricacéio de tintas e resinas, e para
amaciar ¢ aumentar a flexibilidade das fibras téxteis (BORSCHIVER, 2006;
FAIRBANKS, 2009).

A bioconversdo do glicerol residual agrega valor significativo para a
produtividade da induastria de biodiesel. Os processos de producdo

biotecnoldgica que utilizam esse composto demonstram ser uma nova fonte
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promissora de carbono e energia, com muitas aplicagdes possiveis na
microbiologia industrial (SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).

O glicerol pode ser metabolizado por varios microrganismos. A espécie
Yarrowia lipolytica é uma levedura que tem a capacidade de assimilar o glicerol.
Estudos mostram que ela é capaz de produzir alguns compostos de interesse, a
partir da biotransformagao do glicerol residual, tais como surfactantes, lipideos e
acidos organicos (AMARAL et al., 2009).

Varios microrganismos utilizam o glicerol como substrato para
conversdo em metabdlitos de interesse industrial por vias biotecnologicas. Pode
gerar 1,3-propanodiol por Clostridium butyricum (PAPANIKOLAOU et al.,
2008), proteinas intracelulares e extracelulares por Pichia pastoris
(GHOSALKAR; SAHAI; SRIVASTAVA, 2008), lipidios pela Yarrowia
lipolytica (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2002; PAPANIKOLAOU et al.,
2008) e Mortierella isabellina (PAPANIKOLAOU et al.,, 2008) e acidos
organicos, como o acido citrico, pela Yarrowia lipolytica IMANDI et al., 2007,
LEVINSON; KURTZMAN; KUO, 2007).

Gervais e Pécot (1991) avaliaram o acumulo de y-decalactona pela
levedura Sporidiobolus salmonicolor, em baixa atividade de agua. O glicerol
puro, levulose e sorbitol foram comparados como agentes depressores da
atividade de agua. Estes autores verificaram que o crescimento das células em
baixa atividade de dgua na presenga do glicerol promoveu acimulo do aroma.

Souza, Schwan e Dias (2014) verificaram o crescimento de quarenta
leveduras em meio com glicerol bruto como fonte de carbono para a sintese de
lipideo e 4cido citrico microbial. Quatro leveduras, Lindnera saturnus CCMA
0243, Yarrowia lipolytica UFLA CM. 9.4, Rhodotorula glutinis NCYC 2439 e
Cryptococcus curvatus NCYC 476, foram selecionadas, devido a capacidade de

crescerem nesse substrato. A levedura Yarrowia lipolytica UFLA CM.9.4 foi
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selecionada por manter a sua viabilidade celular em concentragdes de 30% de
glicerol bruto.

Além dos estudos para a produgdo de metabolitos, varios outros foram
realizados para a produg@o de biomassa por diferentes leveduras como fonte de
proteinas, substituindo as fontes de proteinas tradicionais, que apresentam alto
custo. A levedura Yarrowiali polytica ACA-DC 50109, em meio suplementado
com glicerol proveniente da sintese de biodiesel como principal fonte de

carbono, produziu 7,1 g/L de biomassa (PAPANIKOLAOU et al., 2008).
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Producio de y-decalactona por Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera

saturnus CCMA 0243 em diferentes substratos e condi¢cdes de producio
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RESUMO

A y-decalactona é um aromatizante utilizado como aditivo em alimentos.
Esse composto ¢ classificado como natural, quando obtido por producéo
biotecnoldgica utilizando microrganismos. O trabalho foi realizado com o
objetivo de avaliar diferentes condigdes para a produgdo de y-decalactona por
leveduras. No primeiro experimento, o glicerol bruto e o 6leo de ricino foram
avaliados como substratos em diferentes concentragdes (10%, 20% e 30%), por
meio de dois tipos de fermentagdo (batelada simples e batelada alimentada). As
melhores condi¢des para a produgdo de y-decalactona no primeiro experimento
foram selecionadas para avaliar os efeitos do pH e da agitagdo do meio de
cultivo sob o crescimento ¢ a produgdo de y-decalactona pelas leveduras
Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243. A maior
producdo de y-decalactona (75,8 mg/L) pela levedura Y. Lipolytica CCMA
0242foi obtida quando 30% de 6leo de ricino foram utilizados como substrato. O
crescimento da levedura também foi maior quando o 6leo de ricino foi utilizado.
A producdo do aroma ndo apresentou diferenca em relagdo ao tipo de
fermentacdo utilizada. A maior agitagdo do meio resultou em maior populagio
de células de L. saturnus CCMA 0243. A maior produgdo de y-decalactona
(206,6 mg/L) foi obtida pela fermentacdo da L. Saturnus CCMA 0243. Os
resultados sugerem que, nas condigdes avaliadas, o éleo de ricino apresentou
melhores resultados para a produgdo de y-decalactona. A levedura L. saturnus
CCMA 0243 apresenta potencial para a producéo de y-decalactona por processos
biotecnoldgicos.

Palavras-chave: y-Decalactona microbiana. Glicerol bruto. Oleo de ricino.
Leveduras.
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ABSTRACT

v-Decalactone is a flavoring, used as a food additive. This compound is
classified as natural when obtained by biotechnological production using
microorganisms. The objective of this work was to evaluate different conditions
in the production of y-decalactone by yeasts. In the first experiment, crude
glycerol and castor oil were evaluated as substrate in different concentrations
(10, 20 and 30%) using two fermentation processes (simple batch and fed-
batch). The best conditions for the production of y-decalactone in the first
experiment were selected to evaluate the effects of pH and agitation of the
culture media on the growth and production of y-decalactone by yeasts Yarrowia
lipolytica CCMA 0242 and Lindnera saturnus CCMA 0243. Yeast Y. lipolytica
CCMA 0242 highest production of y-decalactone (75.8mg/L) was obtained
when 30% of castor oil was used as substrate. When castor oil was used, the
yeast growth was also higher. There was no aroma production difference in
relation to the fermentation process. A higher agitation resulted in a higher
population of cells of L. saturnus CCMA 0243. An increasing production of y-
decalactone (206.6 mg/L) was obtained by L. saturnus CCMA 0243
fermentation. The results suggest that under these conditions, castor oil showed
better results for the production of y-decalactone. Yeast L. saturnus CCMA 0243
shows potential for the production of y-decalactone by biotechnological
processes.

Keywords: Microbial y-decalactone. Crude glycerol. Castor oil. Yeasts
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1 INTRODUCAO

As lactonas si3o formadoras de aromas que podem ser obtidos
diretamente a partir de frutas ou por métodos quimicos. A produgido de aromas
por sintese quimica estd associada a varios problemas, tais como baixo
rendimento, formagao de subprodutos, processos prejudiciais a0 meio ambiente,
reacdes secunddrias e geragdo de misturas racémicas indesejaveis (LONGO;
SANROMAN, 2006). Devido a preferéncia dos consumidores por aromas
naturais, em relacdo aos produtos analogos obtidos por sintese quimica, os
processos biotecnoldgicos por meio do cultivo de microrganismos tém sido
utilizados como uma alternativa para a produ¢do de aromas naturais (AN; OH,
2013; ROMERO-GUIDO et al., 2011).

A y-decalactona, entre as lactonas, ¢ a mais produzida e apresenta aroma
frutado de péssego, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), como
aditivo em alimentos, razdo do grande interesse em sua producdo biotecnologica.
O é4cido ricinoleico (acido 12-hidroxioctadec-9-enoico)é utilizado como
substrato na maioria dos processos de produgdo de y-decalactona (MORADI;
ASADOLLAHI; NAHVI, 2013; SCHRADER et al., 2004).Esse acido graxo ¢
transformado em y-decalactona por estirpes de leveduras, pela via da B-oxidagdo
peroxissomal. O acido ricinoleico é um acido graxo C;s hidroxilado que, na sua
forma esterificada, € o principal constituinte (cerca de 86 %) do dleo de ricino
(GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2010; PUTHLI; RATHOD; PANDIT, 2006).
Além de ser um processo natural, outra vantagem da producdo de lactona
microbiana € que esta apresenta a mesma configuragdo enantiomérica da lactona
que ¢ encontrada em péssegos ¢ outras frutas (SERRA; FUGANTI; BRENNA,
2005).

Outro substrato utilizado na produgdo de metabdlitos de interesse

industrial é o glicerol bruto, um subproduto gerado na produgdo do biodisel que
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esta sendo fonte de carbono alternativa nos processos biotecnoldgicos (SILVA;
MACK; CONTIERO, 2009). Os processos de fermentagcdo microbiana utilizam
o glicerol bruto como substrato, devido a sua ampla disponibilidade e custo
competitivo (CHATZIFRAGKOU et al., 2011).

Durante o processo fermentativo, as lactonas podem apresentar efeito
toxico contra as células que as produzem, podendo ocorrer inibi¢do do
crescimento celular e limitagdo da taxa de producdo (AGUEDO et al., 2005;
PAGOT et al., 1997; WACHE et al., 2003). No cultivo em batelada simples,
apds algumas horas de fermentacio, as leveduras podem utilizar a y-decalactona
como fonte de carbono, quando o substrato ¢ completamente consumido,
resultando no seu completo desaparecimento do meio (PAGOT et al., 1997).
Uma alternativa a esse problema ¢ a producéo utilizando batelada alimentada, na
qual o substrato ¢ reposto no meio de producgdo. Esta operagdo permite alcangar
maior densidade de células do que a fermentacdo em batelada simples e ¢
utilizada para obter altos rendimentos e produtividades do produto desejado, por
meio do controle da alimentacdo de nutrientes (LEE et al., 1999).

A Yarrowia lipolytica ¢ a leveduramais utilizada para a
biotransformagdo do acido ricinoleico em y-decalactona, apresentando maior
rendimento devido a capacidade de crescer em substratos hidrofobicos, gracas as
suas lipases eficientes, numerosos citocromos P450 e acil-CoA oxidase
(WACHE et al., 2003). Nao foram encontrados, na literatura, relatos da
utilizagdo da levedura Lindnera saturnus para a produgdo de vy-
decalactona.Portanto, a utilizacdo de nova cepa de Yarrowia lipolytica e nova
espécie de levedura pode ser uma alternativa para producio do aroma.

Além da fonte de carbono e de sua concentragio, diversos outros fatores
exercem influéncia durante o processo fermentativo para a producdo de
biometabolitos primarios e secundarios. Para o crescimento de leveduras, assim

como para a produc@o de y-decalactona, os valores de pH e a agitacdo do meio
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podem interferir na fermentacdo. A variagdo do pH afeta a ionizagdo do
substrato e das lipases livres (TIPTON; DIXON, 1979). A Y. lipolytica pode
regular o pH intracelular em diferentes pH ambientais, pois este pardmetro pode
modificar alguns fluxos intracelulares e a atividade das enzimas da B-oxidagéo,
indiretamente, poderia ser afetada (GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2011).

Os objetivos, neste trabalho, foram: 1°) avaliar o crescimento ¢ a
producdo de y-decalactona pela levedura Yarrowia lipolytica CCMA 0242,
utilizando glicerol bruto residual da produgdo de biodiesel e 6leo de ricino (fonte
de 4cido ricinoleico) como substrato em diferentes concentragdes (10%, 20% e
30%) por meio de fermentacdo em batelada simples e em batelada alimentada e
2°) avaliar o crescimento e a producdo de y-decalactona pelas leveduras
Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243, em

diferentes valores de pH e agitagdo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismos

Duas leveduras, Yarrowia lipolytica CCMAOQ0242 e Lindnera saturnus
CCMA 0243, pertencentes a colecdo do Laboratério de Fisiologia e Genética de
Microrganismos, no Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras, em Lavras, MG, foram utilizadas neste trabalho.

2.2 Condicdes de cultivo e preparo do inoculo

As leveduras foram, inicialmente, reativadas, transferindo-se uma
aliquota da cultura estoque em glicerol 20% para tubo de ensaio, contendo meio
liquido YEPG (10 g/Lextrato de levedura; 20 g/L. peptona bacterioldgica e 20
g/L glicose) que foi mantida a 28 °C/48 horas. Apds esse periodo, 10% do
indculo inicial foram transferidos para volumes maiores, até atingirem um
volume final de 200 mL. Foram mantidos nas mesmas condi¢des e a 150 rpm,
até o final da fase de crescimento exponencial. Quando esta fase foi atingida,
todo o conteudo foi centrifugado, a 4°C, a 6000 rpm, por Sminutos e as células
foram lavadas trés vezes com agua estéril antes de serem colocadas no novo

meio para biotransformagio (GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2010).

2.3 Biotransformacio

As leveduras foram ressuspendidas e inoculadas no meio de

biotransformagéo. O cultivo foi realizado em Erlenmeyer com 50 mL do meio

yeast nitrogen base, YNB (Himedia) (6,7g/L), NH,Cl (2,5g/L)
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(Reagen/Quimibras) e Tween 80 (2g/L) (Amresco). Foram acrescidos
separadamente glicerol bruto (Biodiesel) e 6leo de ricino (Sigma Aldrich).

O cultivo em batelada simples e em batelada alimentada ocorreu a
temperatura e agitagdo constantes de 29°C e 150 rpm, respectivamente. O valor
do pH foi ajustado pela adi¢do de NaOH (2M) e HCI (2M). Os cultivos foram
mantidos por 120 horas, sendo retiradas as amostras necessarias para posteriores
analises. Na avaliacdo do cultivo em batelada alimentada, a cada 18horas apos a
inoculagdo foi realizada a alimentagdo com 125uL de 6leo de ricino ou 125uL

de glicerol bruto (MORADI; ASADOLLAHI; NAHVI, 2013).

2.4 Avaliacio da producio de y-decalactona

Apds o processo de biotransformagao, foram retiradas do meio amostras
de 2 mL de cada condigdo de fermentagdo analisada. Para a quantificagio total
de vy-decalactona, o pH foi ajustado para 2, com HCIl concentrado, para
promover a lactonizag@o total do acido 4-hidroxidecanoico (BRAGA; GOMES;
BELO, 2012; GOMES et al., 2011). A y-decalactona foi extraida do meio de
biotransformagdo por éter dietilico (pureza 99,9% Sigma). Esta extrago
liquido/liquido foi realizada adicionando-se2 mL de éter dietilico a amostra
contida num frasco (tubo falcon de 15 mL), sendo invertido sessenta vezes
seguidas para promover uma eficiente mistura. Apds a completa separacdo das
fases liquidas, a fase organica foi retirada e injetada no cromatografo gasoso
(GO).

As amostras extraidas foram injetadas no cromatdgrafo GC-17A,
Shimadzu, com detector de ionizacdo de chama, injetor split/splitless e uma
coluna capilar, modelo DB-WAX (comprimento 30 m, didmetro e espessura do
filme 0,25 wm), com o N, como carreador gasoso num fluxo de 1.2 mL/min

(GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2010). A temperatura do injetor foi de 200°C ¢ a
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do detector, de 250 °C. A temperatura do forno foi mantida em 60°C por 3
minutos, aumentou para 200°C, numa razdo de 20°C por minuto e, depois
permaneceu em 200°C por 10 minutos. Os dados foram analisados por meio do
programa de aquisi¢do e integracdo GC - class, versdo 2.5, da Shimadzu e
comparados com a curva padrdo previamente obtida para o composto Y-

decalactona.
2.5 Contagem de células viaveis

A contagem de células foi realizada com o auxilio de uma camara de
Neubauer em microscépio Optico com aumento de 400x, utilizando o corante
azul de metileno (azul de metileno, 0,01% m/v e citrato de sodio, 2% m/v). O

calculo, em cel/ml, foi obtido pela seguinte equacdo (DIAS; SCHWAN, 2010):

¥ngx25xfdx 10°
n

Cel/mL =

em qued nq - soma algébrica do nimero de células vidveis contadas nos
quadriculados; 25 - numero total de quadriculados na cadmara; fd - fator de
dilui¢do utilizado referente ao preparo da amostra com solucdo de azul de
metileno; 10* - constante da cAmara que se refere ao inverso do volume do
quadrante central utilizado para contagem; m - numero de quadriculados

contados, dentre os 25 disponiveis.
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2.6 Experimento 1 - Crescimento e produciio de y-decalactona por Yarrowia
lipolytica CCMA 0242, em diferentes fontes de carbono e condicdes de

cultivo

O crescimento ¢ a producdo de y-decalactona pela levedura Yarrowia
lipolytica CCMAO0242 foram avaliados em um arranjo fatorial (2x3x2),
totalizando 12 combinacdes, sendo 2 (glicerol bruto e dleo de ricino) x 3
(diferentes concentragdes dos substratos — 10%, 20% e 30%) x 2 (fermentagdo
em batelada simples e batelada alimentada). Para a avaliagdo do crescimento
foram retiradas amostras apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentagdo. O
experimento foi conduzido em um delineamento de blocos ao acaso, com trés
blocos, sendo cada bloco diferentes periodos de condug@o do experimento. A
fermentag@o foi conduzida a temperatura de 29°C, o pH do meio foi corrigido
para 6 e a agitagdo foi de 150 rpm.

Os resultados do crescimento da levedura (numero de células apds cada
periodo de crescimento) foram avaliados pelo seguinte modelo: Yijum = p + B +
S; + Ck + F; + B(SXCxF)jq + Ty + (SXC)jx + (SxF)yi + (SXT)jm + (CxF)y +
(CxTlm + (FXT)n + (SXCxF)jg + (SXCXTjm + (SXFXT)ji + (CXFXT)ygn +
Sijam, sendo p = média geral; B; = efeito de bloco (i = 1-3); S; = efeito de
substrato (j = glicerol bruto ou dleo de ricino); Cy = efeito da concentracdo dos
substratos (k = 10%, 20% ou 30%); F, = efeito do tipo de fermentacgdo (1 =
batelada simples ou batelada alimentada); B(SxCxF);q = erro experimental
(considerando a interagdo entre substrato, concentragdo e tipo de fermentagio
em cada bloco) usado para testar os efeitos do substrato da concentracdo e do
tipo de fermentacdo, independentemente e identicamente distribuido em uma
distribuigio normal com média zero e varidncia ¢°; T,, = efeito do tempo de
crescimento (m = 24, 48, 72, 96 e 120 horas); (SxC);, = efeito da intera¢@o entre

substrato e concentragdo; (SxF); = efeito da interacdo entre substrato e
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fermentagdo; (SxT);, = efeito da interagdo entre substrato e tempo; (CxF)y =
efeito da interacdo entre concentracdo e fermentagdo; (CxT)y, = efeito da
interacdo entre concentragdo e tempo; (FxT),, = efeito da interagdo entre
fermentagdo e tempo; (SxCxF);q = efeito da interagdo entre substrato,
concentragdo e tempo; (SXCxT)y., = efeito da interagdo entre substrato,
concentragdo e tempo; (SxFxT);, efeito da interagdo entre substrato,
fermentag¢do e tempo; (CxFxT)y, = efeito da interagdo entre concentrag@o,
fermentagdo e tempo; &jum = erro experimental independentemente e
identicamente distribuido em uma distribui¢do normal com média zero e
variancia o”.

Para avaliagdo da produgdo de y-decalactona, amostras foram coletadas
apos 120 horas de fermentagdo. Os dados de produgéo foram analisados por um
modelo contendo efeitos fixos de substrato, concentragao e tipo de fermentagao.
Em todas as analises estatisticas o teste de Tukey foi utilizado para comparar as

médias por meio do software SISVAR®.

2.7 Experimento 2 - Influéncia do pH e da agitacido do meio de cultivo sobre
o crescimento e a producio de y-decalactona por Yarrowia lipolytica

CCMAO0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243

As melhores condigdes para a produgdo de y-decalactona avaliadas no
primeiro experimento foram selecionadas para avaliar os efeitos do pH e da
agitacdo do meio de cultivo sob o crescimento da Yarrowia lipolytica CCMA
0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243. A producdo de y-decalactona pelas duas
leveduras nessas diferentes condi¢des foi comparada.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeti¢des. Os tratamentos foram dispostos em um arranjo

fatorial (2x2x2), totalizando 8 combinagdes, sendo 2 leveduras (Yarrowia
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lipolytica e Lindnera saturnus) x 2 valores de pH (5,0 e 6,0) x 2 agitacdes (150
e 200 rpm). Para a avaliagcdo do crescimento foram retiradas amostras apds 24,
48, 72, 96 e 120 horas de fermentacdo. A fermentagdo em batelada simples foi
conduzida a temperatura de 29 °C e, como substrato, foi utilizado 6leo de ricino
30%. Os resultados do crescimento (nimero de células apds cada periodo de
crescimento) foram avaliados separadamente para cada levedura, pelo seguinte
modelo: Yju = p + Pj + Ax + R(PxA)c + Ti + (PxA) + (PXT)j + (AxTa
(PxAXT)jq + &, sendo u = média geral; P; = efeito de pH (j = 5 ou 6); A=
efeito da agitagdo (k = 150 ou 200 rpm); R(PxA);q = erro experimental
(considerando a interagdo entre pH e agitagdo em cada repeti¢do) usado para
testar os efeitos do pH e da agitacdo, independentemente e identicamente
distribuido em uma distribui¢io normal com média zero e variancia o T, =
efeito do tempo de crescimento (1 = 24, 48, 72, 96 e 120 horas); (P*xA); = efeito
da interac@o entre pH e agitagdo; (PxT); = efeito da interagdo entre pH e tempo;
(AxT) = efeito da interagdo entre agitagdo e tempo; (PxAxT);q = efeito da
interagdo entre pH, agitagdo e tempo; € = erro experimental
independentemente e identicamente distribuido em uma distribui¢do normal com
média zero e varidncia 6°.

Para a avaliagio da producdo de y-decalactona, amostras foram
coletadas ap6s 120 horas de fermentacdo. Os dados de produgdo foram
analisados por um modelo contendo efeitos fixos de espécie de levedura, pH e
agitagdo. Em todas as analises estatisticas, o teste de Tukey foi utilizado para

comparar as médias por meio do software SISVAR®.
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3 RESULTADOS

3.1 Experimento 1

3.1.1Crescimento durante o processo de biotransformacio

Sob as condi¢des avaliadas no primeiro experimento, o crescimento
celular da Yarrowia lipolytica CCMA 0242 diferiu quanto ao substrato, ao tipo
de fermentacdo e ao tempo de fermentacdo (Tabela 1). As interacdes entre o
substrato e a concentragio utilizada e entre o substrato e o tempo de fermentagio

explicam o crescimento dessa levedura nas condi¢des avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1 Experimento 1 — Probabilidade dos efeitos do modelo estatistico para o
crescimento da levedura Yarrowia lipolytica CCMA 0242

P

F S C T FxS FxC FxT SxC SxT CxT FxSxC FxSxT FxCxT SxCxT

0,03 <0,01 0,23 <0,01 087 0,27 0,19 <001 0,01 0,77 0,14 0,24 0,64 0,44

*F= fermentacdo, S= substrato, C= concentra¢des e T= tempo

O crescimento da Y. lipolytica CCMA 0242 foi maior em o6leo de
ricino, quando comparado com o crescimento em glicerol (Figura 1, Tabela 2).
Essa diferenca foi evidenciada nas primeiras 24 horas de crescimento, quando,
em glicerol, o crescimento foi de 6,7% e, em dleo de ricino, de 8,4%, de 0 até 24
horas. A populagao da levedura atingiu a fase estacionaria apos 96 horas, quando
cultivada em o6leo de ricino e apoés 48 horas, quando cultivada em glicerol

(Figura 1).
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Figura 1 Experimento 1 — Interag@o entre os efeitos do tempo de fermentagéo e
do substrato utilizado sobre o crescimento da levedura Yarrowia
lipolytica CCMA 0242. Para um mesmo substrato nos diferentes
tempos avaliados, médias seguidas da mesma letra maitscula ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P< 0,05). Para um mesmo tempo
de avaliagdo, médias seguidas da mesma letra minuscula nédo diferem
entre si, pelo teste de Tukey (P< 0,05). As barras representam o erro
padrao das médias

O crescimento da Y. Lipolytica CCMA 0242 em 10%, 20% ou 30% de
oleo de ricino ndo foi diferente (média de 8,54 Log células/mL) (Tabela 2). Em
glicerol, o crescimento dessa levedura foi maior (8,41 Log células/mL), quando

a menor concentragdo foi utilizada (Tabela 2).
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Tabela 2 Experimento 1 — Andlise da populacdo da levedura Yarrowia lipolytica
CCMA 0242 nas diferentes concentragcdes dos substratos (6leo de
ricino e glicerol)

Concentragdo
10% 20% 30% EPM
Log células/mL
Oleo de ricino 8,50Aa 8,56Aa 8,57Aa 0.029
Glicerol 8,41Ab 8,26Bb 8,28Bb ’

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha n3o diferem entre si. Médias
seguidas da mesma letra mimiscula na coluna nfo diferem entre si

O crescimento da levedura diferiu (P< 0,03) quanto aos processos de
fermentagdo (Tabela 1). A populagdo da levedura na fermentacdo em batelada
alimentada (8,46 Log células/mL) foi maior do que na fermentacdo em batelada

(8,40 Log células/mL).

3.1.2 Producio de y-decalactona

Nao houve diferenca significativa (P = 0,42) entre a fermentacdo em
batelada simples (18,96 mg/L) e em batelada alimentada (26,41 mg/L) sobre a
producdo de y-decalactona (Tabela 3).

Tabela 3 Experimento 1 — Interag@o entre os efeitos da concentragdo do oleo
ricino e do glicerol bruto sobre a produgdo (mg/L) de y-decalactona
pela levedura Yarrowia lipolitica CCMA 0242

P
Fermentacéo Substrato Concentragdo  FxS FxC SxC SxCxF
0,42 <0,01 0,08 0,33 0,17 0,06 0,23
Concentragio
Substrato 10 20 30 EPM
Oleo de ricino 27,8 Ba 29,3 Ba 75,8 Aa 11.205
Glicerol 2,5 Aa 0,41 Aa 0,32 Ab i

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha ndo diferem entre si. Médias
seguidas da mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si
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Tanto o 6leo de ricino quanto o glicerol bruto possibilitaram a producio
de vy-decalactona pela levedura Y. Lipolytica CCMA 0242 (Tabela 3).
Entretanto, a producdo de y-decalactona pela levedura inoculada em meio com
30% oleo de ricino (75,8 mg/L) foi 30 vezes maior do que com glicerol bruto
(2,5 mg/L). Analisando-se a produ¢do do aroma em relacdo a concentragdo de
células no meio, nas mesmas condi¢des de substrato ¢ dose (Tabelas 2 e 3),
constatou-se que a maior produciofoi alcancada com o maior nimero de células,
para os dois substratos utilizados.

A produgdo de y-decalactona em meio suplementado com dleo de ricino
na concentragdo de 30% foi, aproximadamente, 2,5 vezes maior (75,8 mg/L) do
que nas demais concentracdes, 10% e 20% (27,8 mg/L e 29,3 mg/L,
respectivamente) (Tabela 3). Na fermentagdo em glicerol 10%, a produgio foi,
aproximadamente, 6 vezes maior (2,5 mg/L), quando comparada com a
producdo nas concentragdes de 20% e 30% (0,41 mg/L e 0,32 mg/L,
respectivamente) (Tabela 3).

De acordo com os resultados, as melhores condi¢des para a produgdo de
v-decalactona, entre as possibilidades avaliadas, foram com o dleo de ricino na
concentragdo de 30%, em cultivo em batelada simples. Essas melhores
condicdesselecionadas foram utilizadas para avaliar os efeitos do pH e da
velocidade de agitagdo do meio sobre o crescimento e a produgdo de y-
decalactona pelas levedurasY. Lipolytica CCMA 0242 e L. saturnus CCMA
0243.

3.2 Experimento 2

3.2.2 Crescimento durante o processo de biotransformacao

Sob as condi¢des avaliadas, o crescimento da Y. Lipolytica CCMA 0242

diferiu durante o periodo de fermentacdo avaliado (Tabela 4). O crescimento
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maximo dessa levedura foi observado apds as primeiras 24 horas, seguido de
uma pequena reducgdo e se mantendo até o final da avaliacdo (Figura 2).

As interagdes entre o pH e o tempo de fermentag@o e entre a agitacdo € o
tempo de fermentacdo modificaram o crescimento dessa levedura (P <0,01). A
interagdo entre o pH e o tempo de fermentagdo foi, principalmente, marcante nas
primeiras 48 horas de crescimento, quando foi observado um maior crescimento
da Y. Lipolytica CCMA 0242 no meio de pH 6 (Figura 2A). Apds a avaliagdo
com 48 horas de fermentacdo, a populagdo de leveduras nio foi diferente nos
dois valores de pH. De forma similar, a interagdo entre a velocidade de agitacio
do meio e o tempo de fermentacdo ocorreu nas primeiras 72 horas. No inicio da
biotransformag@o, a maior velocidade de agitacdo do meio (200 rpm) resultou
em um crescimento da Y. Lipolytica CCMA 0242 4,9% maior que na menor
velocidade (150 rpm) (Figura 2B). Na avaliagdo com 72 horas, a menor
velocidade de agitagdo resultou em um maior crescimento; apesar da diferenca
estatistica, a diferenca numérica foi pequena, 8,32 e 8,13 Log células/mL, na

agitacdo de 150 e 200 rpm, respectivamente.

Tabela 4 Experimento 2 — Probabilidade dos efeitos do modelo estatistico para o
crescimento das leveduras Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera

saturnus CCMA 0243
P
Variavel =
Agitagdo  Tempo
H HxA HxT AxT HxAxT
P ) m P P P
Yarrowia lipolytica
CCMA 0242 0,74 076 <0,01 0.31 <001 <001 030
Lindnera saturnus 0,41 <0,01 <0,01 0,83 0,86 0,25 0,74

CCMA 0243
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Figura 2 Experimento 2 Interagdo entre os efeitos do tempo de fermentacdo e pH
(A) e do tempo de fermentagdo e agitacdo (B) sobre o crescimento da
levedura Yarrowia lipolytica CCMA 0242. Para um mesmo pH e
agitacdo nos diferentes tempos avaliados, médias seguidas da mesma
letra maiuscula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P< 0,05).
Para um mesmo tempo de avaliagdo, médias seguidas da mesma letra
mindscula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P< 0,05). As
barras representam o erro padrdo das médias
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O crescimento maximo da levedura L. saturnus CCMA 0243 ocorreu
apos 24 horas de fermentagdo (P < 0,01, para o efeito de tempo de fermentagdo)
(Figura 3). Apds 120 horas, a populacdo atingiu9 log de células/mL, entretanto,
ndo foi diferente, estatisticamente, do crescimento com 24, 48, 72 ou 96 horas.
As diferentes condigdes de agitacdo também modificaram o crescimento dessa
levedura (P < 0,01) (Tabela 4). A populagdo da levedura L. saturnus CCMA
0243 (8,87 Log células/mL) inoculada na maior velocidade de agitagdo (200
rpm) foi 1,6% maior, quando comparado com a populagdo (8,73 Log

células/mL) de menor velocidade de agitacdo (150 rpm).

9.0 1 A

8.8 1

8.6 1

8.4 1

Lindnera saturnus CCMA 0243 (Log células/mL)

8.0

0 24 48 72 96 120

Fermentacéo (h)

Figura 3 Experimento 2 Crescimento da levedura Lindnera saturnus UFLA
CESY677, durante o tempo de fermentacdo. Médias seguidas da
mesma letra maitscula ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<
0,05)
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3.2.3 Producio de y-decalactona por diferentes espécies de leveduras

As diferentes espécies de leveduras diferiram quanto a produgio de y-
decalactona (P< 0,01) (Tabela 5). A produgdo de y-decalactonapela levedura L.
saturnus CCMA 0243 (206,6 mg/L) foi 1,97 vezes maior, quando comparada
com a producdo da levedura Y. lipolytica CCMA 0242 (104,7 mg/L). Nao houve
diferenca na producdo dey-decalactona resultante dos diferentes valores de pH e

agitagdo utilizados no meio de biotransformacdo (Tabela 5).

Tabela 5 Experimento 2 — Produgdo (mg/L) de y-decalactona pela levedura
Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera saturnus CCMA 0243,
nos diferentes valores de pH e agitacdo

P
Levedura pH Agitagdo LxpH LxA pHxA  LxpHxA
<0,01 0,75 0,36 0,82 0,70 0,45 0,67
Variavel v-Decalactona EPM
Levedura Yarrowia lipolytica CCMA 0242 104,7b
Lindnera saturnus CCMA 0243 206,6 a
5 149,8
pH 6 161.5 25,18
Agitagio 150 138,8

200 172,5
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4 DISCUSSAO

O melhor crescimento da Y./ipolytica CCMA 0242 foi resultante da
fermentag¢do com o6leo de ricino na maior concentragdo avaliada (30%). O acido
ricinoleico, principalcomponete desse 6leo, € um dossubstratos mais utilizados
para bioproducdo de y-decalactona (BRAGA; BELO, 2014; ORKUI;
UCHIYAMA; MIZUGAKI, 1963). O crescimento dessa levedura em glicerol
foi maior quando a menor concentracdo (10%) foi utilizada. As maiores
concentragdes de glicerol podem ter exercido um efeito toxico sobre as células.
O glicerol bruto apresenta impurezas, podendo ser encontrado, em sua
composicdo, metanol, que pode prejudicar o crescimento de algumas espécies de
leveduras.

O crescimento da populacdo de Y. lipolytica CCMA 0242 cultivada na
fermentacdo em batelada alimentada foi maior, comparado com o obtido na
batelada. A fermentacdo em batelada alimentada previne o efeito tdxico do
substrato ¢ do produto para as células por meio do controle da alimentagdo de
nutrientes (LEE et al., 1999).

Durante a avaliagdo da influéncia do pH e da agitagdo sobre o
crescimento, as populagdes de Y.lipolytica CCMA 0242 e da L. saturnus CCMA
0243 cultivadas em 6leo de ricino apresentaramrapido crescimento nas primeiras
horas de cultivo. Esses resultados corroboram os obtidos por Lee,Lin eChou
(1995), ao avaliarem a populagdo de Sporobolomyces odorus, cultivada com
acido ricinoleico. Os autores observaram um aumento populacional nas
primeiras 72horas de cultivo e estabilizagdo no crescimento, até o final da
fermentag@o (168h). O maior valor de pH (6) e de agitagdo (200 rpm) favoreceu
o crescimento das cepas de leveduras avaliadas.

No cultivo da Y. lipolytica CCMA 0242 suplementada com glicerol

bruto, a produgio de y-decalactona (2,5 mg/L) apresentou baixo rendimento. O
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glicerol bruto ndo apresentou potencial, como substrato, para a produ¢do do
aroma pela levedura Y. lipolytica CCMA 0242. O glicerol bruto ndo foi
anteriormente avaliado como substrato para a produgdo de y-decalactona. No
entanto, em outros trabalhos avaliou-se a utilizagdo de glicerol bruto como
suplemento nutricional para a levedura Yarrowia lipolytica. Este subproduto foi
substrato para a sintese de varios produtos metabodlicos de interesse industrial,
entre eles, lipideos e dcidos organicos (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2002;
SOUZA; SCHWAN; DIAS, 2014). A cepa Y. lipolytica CCMA 0242, utilizada
neste trabalho, provavelmente transformou o substrato em outros metabdlitos
(lipideos ou acido citrico) ou utilizou-o como fonte de carbono para o seu
crescimento. De acordo com Silva, Mack e Contiero (2009), oglicerol bruto
pode ser utilizado pelos microrganismos como unica fonte de carbono,
substituindo os tradicionais carboidratos.

A produc@o da y-decalactona na fermentag@o em 6leo de ricino foi trinta
vezes maior, quando comparada com a produgdo em glicerol bruto. Na maioria
dos meios de cultivo, o 6leo de ricino € o substrato mais apropriado e utilizado
para o crescimento e a producdo de y-decalactona pelas leveduras produtoras
(LEE; CHOU, 1994). O 6leo de ricino ¢ composto por varios acidos graxos € o
principal constituinte deste composto ¢ o 4cido ricinoleico (86%) (PUTHLI;
RATHOD; PANDIT, 2006). Altas produtividades de y-decalactona por
Yarrowia lipolytica foram obtidas por Braga e Belo (2013, 2014), Gomes et
al.(2011,2013) e Moradi, Asadollahi e Nahvi (2013), utilizando 6leo de ricino
como fonte de carbono.

Na avaliacdo do cultivo em diferentes concentragdes do dleo de ricino,
observou-se que a melhor producdo de y-decalactona foi resultante da maior
concentragdo do substrato. Apesar de Lee et al. (1998) relatarem que os
substratos podem inibir o crescimento das células, altas concentragdes do

mesmo ndo inibiram o crescimento das leveduras, permanecendo praticamente
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vidveis durante todo o tempo de fermentacdo. Esses resultados s@o semelhantes
aos de Braga e Belo (2014), segundo os quais a producdo do aroma pela
levedura Yarrowia lipolytica inoculada em diferentes concentracdes de 6leo de
ricino foi maior quando se utilizou a maior concentragdo do substrato (60 g/L).
O acumulo de y-decalactona estd diretamente relacionado com a concentrago
do substrato, pois altas producdes do aroma ocorrem quando a concentragido do
substrato ¢ alta (GOMES et al., 2011). Em contraste com os resultados
observados, Gomes et al. (2013) e Gomes, Teixeira e Belo (2010) analisaram a
producdo de y-decalactona, utilizando trés diferentes concentragdes de metil
ricinoleto e de oleo de ricino (10, 30 e 50 g/L). A produgio maxima de y-
decalactona foi obtida quando 30 g/L. do substrato foram utilizados.

O tipo de fermentagdo utilizada (batelada ou batelada alimentada) ndo
foi significativo sobre a produgdo dey-decalactona pela cepa Y. lipolytica CCMA
0242 (Tabela 3). Quando diferentes tipos de fermentagdes (batelada simples e
batelada alimentada) foram avaliados para a produ¢do de y-decalactona pela
cepa Y. lipolytica W29, a produgio do aroma foi semelhante nas duas condigdes
(BRAGA; BELO, 2014). Varios autores utilizaram a técnica de fermentacdo em
batelada alimentada, pelo fato deste cultivo permitir um aumento significativo
da populacdo de células de leveduras, altos rendimentos do produto e prevenir o
efeito toxico da lactona para as células (GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2012;
LEE; LIN; CHOU, 1995; MORADI; ASADOLLAHI; NAHVI, 2013).

A Y. lipolytica é a levedura mais utilizada para a biotransformagdo do
acido ricinoleico em y-decalactona, apresentando maiores rendimentos devido a
capacidade de crescer em substratos hidrofébicos (WACHE et al., 2003). Os
resultados mostraram que a cepa L. saturnus CCMA 0243 foi capaz de produzir
quantidades consideraveis de y-decalactona, sendo sua produgdo 97,5% maior

que a producdo da cepa Y. lipolytica CCMA 0242.
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Este foi o primeiro estudo a avaliar producdo de y-decalactona pela
levedura L. saturnus. A y-decalactona tem sido produzida em cultivos utilizando
diferentes espécies de leveduras, as quais foram capazes de produzir y-
decalactona, sendo elas Pichia guilliermondii (ENDRIZZI, AWADE; BELIN,
1993), Candida sp.(ENDRIZZI; BELIN, 1995; OKUIL;, UCHIYAMA;
MIZUGAKI, 1963), Rhodotorula aurantiaca (ALCHIHAB et al., 2009, 2010),
Sporidiobolus salmonicolor (LEE et al., 1998, 1999), Waltomyces lipofer (AN;
OH, 2013) e Sporobolomyces odorus (LEE; LIN; CHOU, 1995).

A producgdo dey-decalactona pela levedura Y. lipolyticaCCMA 0242
(104,7 mg/L) foi menor comparada com a de alguns relatos encontrados na
literatura, como 263 mg/L(AGUEDO et al., 2005), 168 mg/L(GOMES;
TEIXEIRA; BELO, 2012), 220 mg/L(MORADI; ASADOLLAHI; NAHVI,
2013), 1.600mg/L(BRAGA; GOMES; BELO, 2012) ¢ 3 g/L(BRAGA et al,,
2015). Porém, a produgdo do aroma pela cepa do presente trabalho foi maior do
que alguns relatos, como 87 mg/L. (GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2010) e 34
mg/L (BRAGA; BELO, 2013). Esses resultados podem ser explicados pelo fato
de a cepa utilizada no presente trabalho ser diferente e os trabalhos apresentarem
condigdes de cultivo diferentes. Outro fato ¢ que, em cultivo em batelada
simples, apds algumas horas de fermentacdo, as leveduras podem utilizar a y-
decalactona como fonte de carbono, quando o substrato ¢ completamente
consumido, resultando no seu completo desaparecimento do meio de
biotransformagdo (PAGOT et al., 1997).

A utilizagdo dos diferentes valores de pH inicial e agitacdo no cultivo
ndo influenciou a producdo de y-decalactona pelas cepas Y. lipolytica CCMA
0242 e L. saturnus CCMA 0243. Os relatos na literatura diferem do resultado
deste trabalho. A produ¢@o de y-decalactona em diferentes valores de pH inicial
(4,5, 5,6 ¢ 6,7) pela levedura Yarrowia lipolytica obteve melhor resultado (1.284
mg/L) em pH 6,7 (GOMES; TEIXEIRA; BELO, 2011). Utilizando a levedura
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Rhodotorula aurantiaca inoculada em diferentes valores de pH (5,0, 6,0, 7,0, 8,0
e 9,0) inicial, a melhor produgao do aroma (5,3 g/L) foi em pH 7 (ALCHIHAB
et al., 2009). Gomes, Teixeira e Belo (2010) estudaram a influéncia da agitagao
na produgdo de y-decalactona pela levedura Yarrowia lipolytica e verificaram
que a agitacdo de 600 rpm resultou em maior producio do aroma
(aproximadamente 81%), quando comparada com a agitacdo de 400 rpm. No
trabalho de Aguedo et al. (2005), utilizaram-se diferentes agitacdes, 300 e 600
rpm para a producdo de y-decalactona pela levedura Yarrowia lipolytica,

observando que a produg¢éo foi maior (110mg/L) na agitacdo de 600 rpm.
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5 CONCLUSAO

Diante das condicdes avaliadas, o 6leo de ricino, na concentracdo de
30%, apresentou melhor resultado como substrato naprodugo de y-decalactona
pela cepa Yarrowia lipolytica CCMA 0242. Nao houve diferenga entre os dois
tipos de fermentagio (batelada simples e batelada alimentada) na producdo de y-
decalactona.

A levedura Lindnera saturnus CCMA 0243 foi capaz de converter com
sucesso 0 acido ricinoleico em y-decalactona. Diante desses resultados, esta
espécie de levedura pode ser uma alternativa paraa utilizagdo em processos
biotecnoldgicos de producio de y-decalactona. Diferentes condi¢cdes de pH e
agitagdo no meio de biotransformacdondo interferiram na produgdo de y-
decalactona pelas leveduras Yarrowia lipolytica CCMA 0242 e Lindnera sturnus
CCMA 0243.
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