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RESUMO

Os aromas produzidos por processos biotecnoldgicos sao classificados
como naturais e demandam um alto valor de mercado. Além disso, a
biotransformacdo € um processo interessante devido a menor quantidade e
custos dos reagentes utilizados; em relagao aos processos sintéticos apresenta
bons rendimentos, reacbes mais rapidas e em condicbes mais suaves; além
das reagdes serem estereosseletivas.

Neste trabalho estudou-se a capacidade das leveduras Candida
oleophila e Candida guilliermondii em biotransformar os substratos acido
ricinoleico e ricinoleato de metila a gamadecalactona.

Inicialmente, analisou-se o perfil do comportamento celular e cinético
através da determinacao da curva de crescimento celular e velocidade maxima
especifica das leveduras Candida oleophila e Candida guilliermondii em quatro
meios de cultura: YMA (meio fermento-malte-agar), MBAR (meio de
biotransformagao com 4acido ricinoleico), MSA (meio salino “A”), MSB (meio
salino “B”). Verificou-se que o meio YMA produz maior concentragéo celular e
taxa de velocidade maxima especifica de crescimento, além de um perfil de
crescimento semelhante ao citado na literatura.

Monitorou-se o pH dos meios utilizados para crescimento celular e
biotransformacao e verificou-se que as oscilagdes ocorridas nao alteraram o
perfil do comportamento celular no decorrer dos ensaios.

Foram realizados também ensaios de biotransformacédo nos meios com
os substratos acido ricinoleico e ricinoleato de metila (MBAR e MBRM) para
deteccdo por cromatografia gasosa da possivel presengca de gamadecalactona
(GDL) utilizando as leveduras Candida oleophila e Candida guilliermondii.

De todas amostras submetidas a cromatografia gasosa, detectou-se a
formagao de pequena quantidade de gamadecalactona no meio que utilizou a

levedura Candida oleophila com o substrato acido ricinoleico.
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ABSTRACT

The flavors that are produced through biotechnological processes are
classified as “natural” and demand a high market value. Furthermore, the
biotransformation is an interesting process due to the less quantity and cost of
reagents that are used, presents good results, faster reactions in milder
conditions, apart from the fact that the reactions are stereoselective.

In this work it was studied the capacity of the yeasts Candida oleophila
and Candida guilliermondii in biotrasforming the substrates ricinoleic acid and
methyl ricinoleate into gamma-decalactone.

Firstly it was analyzed the profile of the cellular kinetic behavior through
the determination of the curve of cellular growth and maximum specific velocity
of the yeasts Candida oleophila and Candida guilliermondii in four different
culture mediums: YMA (medium ferment-malt-agar), MBAR (biotransformation
medium with ricinoleic acid), MSA (saline medium “A”), MSB (saline medium
“B”) and it was verified that the medium YMA produces the higher cellular
concentration and maximum specific growth velocity, apart from a growth profile
which is similar to that mentioned in the literature.

The pH of the medium that was used for the cellular growth and
biotransformation was monitored and it was verified that the oscillations that
took place did not alter the profile of the cellular behavior during the essays.

Attempts for detection of gamma-decalactone by gas chromatography
were tried when ricinoleic acid and methyl ricinoleate were the substrates
biotransformed by the yeasts Candida oleophila and Candida guilliermondii. Of
all the samples that were submitted, it was noticed the formation of a small
quantity of gamma-decalactone in the medium with the yeast Candida oleophila

and the substrate ricinoleic acid.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Aromatizantes e/ou flavorizantes sao substancias quimicas ou misturas
possuidoras de propriedades odoriferas e/ou sapidas, capazes de conferirem
e/ou intensificarem o aroma e/ou o sabor dos alimentos. *

Para a criacdo dos diversos sabores sao utilizados de 2000 a 3000
componentes quimicos. Um aroma completo pode conter entre 50 e 100
ingredientes separados, dos quais todos tém de ser naturais se o aromatizante
for dito NATURAL. Numa composicao em que 99% dos componentes sao
naturais e presentes no aroma no qual leva o nome e apenas 1% ¢ artificial e
nao consta na relacdo de matérias-primas identificadas neste produto, este
aroma é classificado como ARTIFICIAL.

Ultimamente tem-se constatado uma discriminagdo entre produtos
derivados de fontes naturais em detrimento aos artificiais. Em funcdo disto,
existe uma classificagdo rigorosa quanto a procedéncia do aroma. Os aromas
obtidos biotecnologicamente a partir de substratos naturais por acado de
enzimas ou microrganismos s&o também classificados como naturais.”

Quanto ao aspecto legal, foi criado na década de 60 a IOFI —
Organizagdo Internacional da Industria de Alimentos, responsavel pela
legislagdo sobre aromatizantes. Esta organizagao apdia entidades como: FDA
— Food and Drug Administration e FEMA — Flavour and Extracts Manufaturing
Association (EUA). Estas entidades determinam quais os aromatizantes que
podem ser classificados como GRAS (Generally Recognized as Safe) que €&
usado para denotar seguranga no que diz respeito ao seu uso. No Brasil os
produtos aromatizantes sao fiscalizados pelo Ministério da Saude, SIPA

(Secretaria de Inspecgéo de Produtos Animais) e Ministério da Agricultura.

" Excluem-se desta defini¢do os produtos que apresentam apenas sabor doce, 4cido, amargo, salgado ou
umami.
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Nos ultimos anos tém havido um aumento na demanda por produtos
naturais incluindo aromatizantes naturais™ e estes demandam um prego mais
alto de mercado. Muitos 6leos de plantas e compostos aromatizantes puros
isolados sdo atualmente apenas disponiveis a pregos maiores que US$
5000/kg.>>

A demanda crescente por aromatizantes naturais tem ocasionado uma
diminuigdo na disponibilidade de varios recursos vegetais como a hortela e
algumas frutas aromatizantes como o aroma de morango.

Embora muitos processos biotecnoldgicos sejam capazes de produzir
aromas interessantes, o numero de aplicagdes industriais ainda é limitado. A
razao disto, na maioria dos casos é o baixo rendimento. Estes aromas estao
frequentemente presentes em baixas concentragbes nos caldos de
fermentacao, resultando em altos custos para o processo. Isto € compensado
pelo fato que o pregco de mercado dos aromas naturais € de 10 a 100 vezes
maior do que dos aromas sintéticos. Para se tornar competitivo, o prego dos
aromas de origem microbiana tem que variar entre 200 e 2000 US$/kg*”°.

Outro problema que dificulta a obtengéo biotecnolégica de aromas em
nivel industrial é a alta volatividade e a baixa solubilidade em agua de muitos
aromas o que geralmente dificulta sua recuperacdo do meio de cultura. No
entanto € necessario manter a concentracao dos produtos no meio de
biotransformagdo abaixo de certo nivel por causa do efeito inibitério dos
produtos e a toxicidade provocada sobre os préprios microrganismos. O
desenvolvimento de técnicas especificas de fermentagcdo e métodos de
recuperacao sao importantes desafios para as pesquisas neste campo.

Muitas lactonas sa&o moléculas interessantes para a industria
alimenticia devido a seu aroma de fruta.

Numerosos trabalhos descrevem a biossintese de lactonas®’®. A
produgao microbiana destas lactonas suprem uma alternativa interessante para
a sintese quimica, resultando numa molécula que pode ser considerada
natural. No entanto, os mecanismos fundamentais envolvidos na formacao

desses componentes aromaticos ainda ndo sdo bem conhecidos.

™ Esta demanda alcanca USS$ 7 bilhdes/ano, o que representa 25% do total do mercado de aditivos alimentares.
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A producgao biotecnoldgica de lactonas envolve a biotransformacao de
hidroxiacidos naturais. Entre esses, o acido ricinoleico € o mais abundante e
facilmente disponivel, porque representa quase 90% do acido graxo
constituinte do 6leo de ricino. Dentre as leveduras utilizadas para a
bioconversdo encontram-se a Candida oleophila e a Candida guilliermondii.

Acidos graxos sd@o degradados pelo sistema de p-oxidacdo pelos
peroxissomos e esse € 0 caso quando s&o convertidos em lactonas por
leveduras. Okui (1963)" foi o primeiro a levar adiante essa hipétese sobre a
producdo de gamadecalactona por leveduras do género Candida a partir do
acido ricinoleico, apdés o isolamento de varios acidos graxos intermediarios
derivados da eliminacdo sequencial de duas unidades de carbono. Patentes a
respeito da producdo de lactona pela biotransformacé&o de acido graxo s&o
baseadas também nesta capacidade dos microrganismos em efetuar a f3-

oxidagdo dos mesmos .

1.1 SINTESE ORGANICA POR BIOTRANSFORMAGAO

A variedade de fatores que envolvem as reagdes de sintese organica
demanda, dependendo da rota, uma complexa cadeia de reagdes bioquimicas
comparado ao repertério de reacdes organicas classicas.’

Alternam-se assim, os conhecimentos de bioquimica, microbiologia e
biotecnologia, que levam ao desenvolvimento de rotas alternativas para varias
especialidades quimicas partindo de fontes baratas de carbono, sais
inorganicos, enzimas especificas ou células inteiras. Com o aumento do
interesse por produtos naturais, os processos biotecnoldgicos ganharam

destaque por apresentarem algumas vantagens, como:
a) os produtos serem classificados legalmente de substancias naturais;

b) a estereoquimica definida é garantida pelo substrato principal e

reacoes especificas do biocatalisador;
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c) reacbes em multiplas etapas procedidas sob condicbes suaves.

Existem 2 métodos principais que produzem compostos biologicamente

importantes através da utilizagdo de microrganismos:

a) Fermentagao

A fermentacao tem sido utilizada desde a antiguidade para a produgéo
de alimentos e tornou-se uma tecnologia eficaz para a producéo de acidos
organicos, antibidticos, aminoacidos e derivados dos acidos nucleicos. Na
fermentacao, fontes baratas de carbono ou nitrogénio sdo usadas e o produto é
gerado pelo complexo metabolismo do microrganismo. Ao passo que a
fermentacao requer fontes de carbono e nitrogénio, um substrato "util" é
necessario para a biotransformacdo. A catalise enzimatica efetua uma
transformacao simples e especifica na molécula de substrato. O substrato ndo
tem que ser natural; substratos "ndo-naturais" podem ser biotransformados
também'®. Devido as vantagens esperadas, existe uma crescente atividade de
pesquisa nesse campo, o qual tem resultado no desenvolvimento de métodos
microbianos como alternativa aos processos quimicos.

A alta organizagédo dos microrganismos como as leveduras e os fungos
filamentosos os tornam capazes de sintetizar compostos complexos, como por
exemplo, a 2-heptanona, uma 2 alcanona componente do “blue cheese”, que
pode ser produzido por espécies de Penicillium roquefortii em cultura submersa
num curto espaco de tempo.

Outro exemplo € a produgao pela levedura Sporobolomyces odorus de
gamadecalactona (GDL) e da cis-6-dodecen-4-olida, responsaveis por um odor
de péssego. Varias espécies de Candida ou fungos imperfeitos sdo usados em
escala industrial para produzir gamadecalactona (GDL) do éleo de ricino e dleo
de ricino hidrolisado. Na figura 1, encontram-se compostos produzidos por

leveduras e fungos citados acima.
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Figura 1. Representacdo da 2-heptanona (1), da gamadecalactona (2) e da

cis-6-dodecen-4-olida (3)

b) Biotransformagao

Uma critica abrangente sobre as possibilidades das conversdes
microbianas em quimica bio-organica tem sido discutida’®. Os produtos de
biotransformacao sao atrativos, entre outras aplicacdes, devido a sua atividade
aromatizante e como precursores de aromas.

Reagbes dessa natureza sao exemplos da conversdo de aromas
quimicos facilmente disponiveis em produtos de alto valor agregado. Ao longo
deste trabalho serdo destacadas mais detalhadamente varias destas
aplicacdes e reacdes que envolvem as biotransformacgdes.

Podemos ver na Tabela 1, algumas vantagens e desvantagens das

tecnologias citadas acima:

Tabela 1. Propriedades gerais das fermentacées e biotransformagées®

Biotransformagao Fermentacao

Microrganismos Crescimento  permanente  ou | Crescimento celular
células tratadas

Reacéo Reacao catalitica simples (uma ou | Reagao de cadeia
multiplas etapas) complexa

Tempo de reacao Curto Longo

Substrato Especifico (algumas vezes caro) | Fontes baratasde Ce N

Produto Natural ou ndo-natural Natural

Concentracao do |Alta Baixa

produto

Isolamento do | Simples Trabalhosa

produto
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1.2CONSIDERAGOES SOBRE O USO DE BIOCATALISADORES

A decisdo em adotar a biocatalise como metodologia para
desenvolvimento de sinteses organicas perpassa por algumas questdes
importantes: Esta € uma alternativa atrativa para a maioria das conversdes
quimicas comuns ? Quando e como usar a biocatalise ?

Quando o numero de etapas de reacdo puder ser drasticamente
reduzido através da introducédo de biocatalisadores (microrganismos), existem
grandes chances a favor da biocatalise’".

Algumas questdes devem ser discutidas com relagdo ao uso dos
biocatalisadores. Inicialmente devem ser consideradas sua viabilidade, pureza
e custos dos reagentes e outros componentes do meio; o numero de etapas
envolvidas; seletividade e rendimento; condicbes de reacdo; facilidade na
purificacdo do produto; qualidade do produto final e aspectos ligados ao meio
ambiente. A experiéncia tem mostrado que a biocatalise € uma boa escolha
quando a maioria desses pontos sao extremamente positivos para a
biocatalise.

Em seguida deve-se analisar a forma da biocatalise, isto €, com células
inteiras, complexo de enzimas, enzimas isoladas entre outras, se livres ou
imobilizadas. Viabilidade, preco e necessidade de cofatores sdo os principais
pontos a serem analisados.

Outro ponto diz respeito ao meio da cultura reacional. Ele pode ser um
meio aquoso convencional ou ndo convencional utilizando solventes organicos.
O dultimo pode ter vantagens com relacdo a solubilidade, impedimento
produto/substrato, equilibrio reacional e purificagdo do produto. A tabela 2

resume estas consideragoes.
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Tabela 2. Consideragées sobre o uso de biocatalisadores®

Nivel Consideracao

Reacéo Conversao Quimica x Biocatalise

Biocatalisador Enzima isolada x célula inteira

Forma Livre x Biocatalisador imobilizado

Meio Agua x solvente organico

Produto Natural x sintético

Operacao Batelada x continuo

Integragao Reacbes/Etapas
processo/Processo completo

Neste contexto o conhecimento, a cinética do processo biotecnologico,
a estabilidade e a forma do biocatalisador, conversdo do substrato e
concentracao do produto, nos permitem tomar a decisdo de quando e como

usar os biocatalisadores.

1.3 A CINETICA DO PROCESSO BIOTECNOLOGICO

A cinética das reagdes enzimaticas envolvidas nos processos
biotecnoldgicos segue a Lei de Michaelis e Menten'? e apresenta os seguintes

objetivos:

a) medir as velocidades das transformacgdes que se processam,;

b) estudar a influéncia de condigdes de trabalho (como, por exemplo,
concentragbes dos reagentes e das enzimas, temperatura, pH,
concentragcbes de ativadores e de inibidores) naquelas
velocidades;

c) correlacionar (quer por meio de equagdes empiricas, quer por meio
de modelos matematicos) as velocidades das transformagdes

com alguns dos fatores que as afetam;
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d) colaborar na otimizagéo do processo considerado;

e) estabelecer critérios para o controle do processo.

O estudo cinético de um processo de biotransformacédo consiste
inicialmente na analise da evolucdo dos valores de concentracdo de um ou
mais componentes do sistema de cultivo, em fungcdo do tempo de
biotransformacao’®. Entende-se como componentes, o microrganismo (ou a
biomassa), os produtos do metabolismo (ou metabdlitos) e os nutrientes ou
substratos que compdem o meio de cultura.

Tais valores experimentais de concentracdo celular ou biomassa (X),
de produto (P) e de substrato (S), quando representados em fungdo do tempo,
permitirdao o tracado das curvas de crescimento e dos parametros de
transformacao, que definem as velocidades instantdneas de crescimento ou
reprodugao do microrganismo, consumo de substrato e formagao de produto.

E necessario que se conhegam os valores intermedidrios que permitam
definir os perfis das curvas ou a forma matematica delas, para uma analise
adequada do fenbmeno sob o ponto de vista cinético.

Este € um evento classico, no qual as diferentes fases ndo apresentam

sempre 0 mesmo comportamento, conforme resumido abaixo:

1. fase lag ou laténcia: velocidade de crescimento nula;

2. fase de aceleragao (ou transicado): velocidade de crescimento
aumenta;

3. fase exponencial ou logaritmica: velocidade de crescimento
constante;
fase de desaceleragao: velocidade de crescimento diminui;
fase estacionaria: velocidade de crescimento nula;

fase de declinio ou lise: velocidade de crescimento negativa.

A atividade metabdlica das células bacterianas modificam a
composi¢cao do meio no qual elas crescem. Dependendo das condigdes iniciais

e das propriedades das linhagens, uma, nenhuma ou diversas transformacoes
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poderdao eventualmente resultar num decréscimo da velocidade de
crescimento, antecipando o final da fase exponencial. Os fatores mais
comumente encontrados para serem limitantes podem, como uma regra, ser

classificados em um dos seguintes grupos:

a) exaustdo dos nutrientes;
b) acumulo de produtos metabdlicos téxicos;

c) transformacdes do equilibrio ibnico, especialmente pH.

Convém frisar, que os critérios de comparagao entre diferentes
condicdes de cultivo sao relativos, isto €, dependem do que se espera obter de
um determinado processo de biotransformacédo. O mesmo pode ser afirmado
quando se comparam os desempenhos de cultivos sob diferentes
temperaturas, pHs, diferentes variedades de uma dada espécie de
microrganismos, diferentes composigdes de meio, etc.

Somado a isso, deve-se ressaltar que o microrganismo promove a
transformacao dos componentes do meio em produtos, gracas as atividades de
milhares de enzimas que, por sua vez, sao sintetizadas pelo préprio
microrganismo.

Essa dificuldade ocorre em varios tipos de sistemas, inclusive naqueles
em que o substrato a ser transformado pelo microrganismo for parcialmente
insoluvel no meio aquoso. Por isso, sera necessario avaliar a area da interface
do substrato insoluvel com o0 meio aquoso, bem como a sua variagao, a medida
que o microrganismo promove a degradagao do mesmo. Trata-se de um dos
aspectos sobre os quais existem muitas duvidas a serem resolvidas, apesar de

alguns métodos até agora propostos'?.

1.3.1 A Curva de Crescimento Microbiano

Apos a inoculagdo do microrganismo em estudo em um meio de cultura
favoravel ao seu desenvolvimento, sob temperatura controlada e agitagao
adequada, observam-se diferentes comportamentos nos valores da

concentragdo celular em fungdo do comportamento do microrganismo.
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Considera-se como crescimento, o aumento de massa celular
resultante de um acréscimo ordenado de todos os componentes do
protoplasma. Assim, aumentos de tamanho decorrentes de fenbmenos como
absor¢do de agua ou acumulo de material de reserva ndo podem ser
considerados como crescimento.

Numa cultura descontinua™ na qual o meio de cultura ndo é renovado
a partir do momento em que o meio é inoculado, as condigcbes comecam a
variar de forma progressiva. A quantidade de nutrientes comecga a diminuir e os
produtos do metabolismo microbiano vao se acumulando cada vez mais.

Essas modificagcbes tém uma consideravel influéncia sobre o
crescimento dos microrganismos. Construindo-se um grafico global do
crescimento microbiano e da velocidade especifica em cultura descontinua em
meio liquido, observa-se que a curva representativa desse crescimento

apresenta varias fases, conforme figura 2, a saber:
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Figura 2. Curva de crescimento celular (g/L) e velocidade especifica de crescimento
microbiano - p, (h™") - em cultura descontinua™)

** As linhas pontilhadas verticais marcam os limites das fases de crescimento
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Com base na figura 2, apresenta-se as seguintes fases da curva de

crescimento:

1) Fase de laténcia ( lag)

Ela segue imediatamente a semeadura do microrganismo no meio de
cultura. Trata-se de um periodo de adaptagdo, em cujo decorrer a célula
sintetiza as enzimas que lhe sdo necessarias para metabolizar o substrato
presente. Nesta fase ndo ocorre reproducao celular. Entdo.. X = constante =
Xo .

Xo € a concentragdo celular no tempo t=0. A velocidade de
crescimento (g/L.h) é nula: dX / dt = 0. A velocidade especifica de crescimento,
com taxa de crescimento (h™) é nula: dX / dt . 1/X = p = 0.

A duracao desta fase varia, principalmente com o tamanho do inéculo
que serviu para a semeadura, com a idade das células que contém e também
com seu estado bioquimico. Se as células forem procedentes de um meio de
cultura de composicdo diferente do meio de crescimento, a adaptagao
enzimatica (fendbmeno de indugado) pode levar tempo. Em contrapartida, se as
células introduzidas sao provenientes de um meio com a mesma composicao,

o fator que mais conta é a idade celular.

2) Fase inicial de crescimento

Esta fase € marcada pelo inicio do crescimento celular propriamente
dito: o comego da reproducao celular. A concentragéo celular ( X (g/L) aumenta
no comecgo lentamente, depois mais depressa. A velocidade de reprodugao

aumenta, dX/dT também, bem como a velocidade especifica de crescimento.

3) Fase logaritmica ou exponencial de crescimento

Quando a velocidade de reprodugao celular atingiu seu maximo, é a
fase logaritmica ou exponencial que comeca e vai durar enquanto a velocidade
de reproducao for constante. Pode ser avaliada simplesmente pelo tempo de
duplicagcdo da populagdo microbiana que ao longo de toda essa fase, atinge

seu valor maximo. Este valor varia de um microrganismo para outro, em fungéo
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das condigdes (meio de cultura, temperatura, oxigénio etc.) Nas leveduras, o
tempo de geragao minimo esta compreendido entre 1Th e 30 min e 2,0 h.
Durante essa fase, a velocidade de crescimento dX/dt aumenta, e isso
proporcionalmente a X. Dai a distribuicdo logaritmica ou exponencial. No
decorrer dessa fase, a composi¢cdo celular é constante, e ao menos que a
composi¢cao do meio de cultura varie muito, permitindo as sinteses celulares, a

taxa de crescimento continua constante.

4) Fase de diminuigao do ritmo de crescimento

Quando a curva tragcada apresenta um ponto de inflexdo, isso
corresponde do ponto de vista bioquimico, ao esgotamento do meio de cultura
devido ao desaparecimento de um ou de varios compostos necessarios ao
crescimento e em alguns casos ao acumulo de produtos inibidores resultantes
do metabolismo microbiano. X continua a aumentar, mas apds o ponto de

inflexdo, dX/dt diminui e a velocidade especifica também.

5) Fase estacionaria
A concentragao celular atinge seu nivel maximo. O crescimento cessa.
As células conservam uma atividade metabdlica e a parada de crescimento

acarreta modificagdes da estrutura bioquimica da célula.

6) Fase de declinio

O numero de células viaveis diminui devido ao aumento progressivo
da taxa de mortalidade. Paralelamente, a concentracido em biomassa
decresce, devido a autdlise sob a agdao das enzimas das proéprias células.

A atividade bioquimica da célula é consideravelmente modificada
sob o controle de mecanismos de regulagao especificos.

A produtividade (gramas de biomassa produzidos por litro de meio e
por hora) é frequentemente o critério usado para a avaliagao de um

processo de fermentagao.
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1.3.2 Fatores que Influenciam o Crescimento Celular
Os fatores que influenciam o crescimento celular s3o'®:

a) Temperatura

Para todos os microrganismos existem trés temperaturas principais: (a)
temperatura minima, abaixo da qual ndo ha crescimento; (b) temperatura
maxima, acima da qual ndo ha crescimento e (c) temperatura 6tima, onde o
crescimento € maximo. De acordo com essa temperatura, os microrganismos

podem ser classificados em trés grandes grupos:
) termdfilos, cujo 6timo se localiza em torno de 60° C;
1] criéfilos, cujo 6timo se localiza em torno de 10°C; e
1)} mesofilos, cujo 6timo esta entre 20 e 40°C.

b) pH

Como a temperatura, existe sempre um valor de pH 6timo, maximo e
minimo. A maioria dos microrganismos tem seu Otimo em torno da
neutralidade. Muitos processos fermentativos, entretanto, sdo executados por
microrganismos, que se desenvolvem melhor em valores de pH acido em torno

de 5,0. Raros sio capazes de desenvolver sua atividade em limites extremos.

c) Oxigénio

O efeito da variagao na quantidade disponivel de oxigénio se faz sentir
no crescimento de microrganismos aerobios, para os quais € indispensavel, e
no de facultativos que podem crescer também na auséncia de O,. No primeiro
caso, o efeito se traduz no maior ou menor rendimento da cultura, enquanto
que, no segundo, além da diferenca no rendimento, ha diferengas sensiveis na

velocidade do crescimento e nos produtos da atividade do microrganismo.
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Isso ocorre por varias razdes. Primeiro porque o metabolismo aerdbio é
muito mais eficiente, fornecendo uma quantidade muito maior de energia, que
tem como consequéncia um crescimento mais rapido. Segundo porque a via
aerobia tem geralmente como produtos finais do metabolismo CO; e H,0.

Quando se deseja obter grandes massas de microrganismos, o
processo usual consiste em se promover uma aeragao vigorosa da cultura,

quer por borbulhamento de ar, quer por agitagdo, ou ambos simultaneamente.

d) Agitacao

Uma das consequéncias da agitagao € promover uma melhor aeragao
do meio, favorecendo o crescimento de aerobios e facultativos. Além disso, a
agitacdo promove uma homogeneizagao dos nutrientes no meio de cultura e
uma dispersdo dos produtos metabdlicos, o que também favorece o

crescimento de maneira apreciavel, inclusive de microrganismos anaerébios.

1.4 CARACTERISTICAS DOS MEIOS DE CULTURA E MICRORGANISMOS
PARA BIOTRANSFORMAGAO

O sucesso de um bioprocesso, como a biotransformacado, depende
muito de uma correta definicido de quatro pontos basicos: o microrganismo
utilizado, o meio de cultura, a forma de condugao do processo € as etapas de
recuperagao do produto’’.

Quanto a aquisicdo do microrganismo, a compra em colegdes de
cultura é bastante viavel, tendo em vista a existéncia de muitas cole¢des de
culturas em varios paises. Nesse sentido, ja sdo conhecidas'® onze colecdes
de culturas em varios paises, incluindo a Fundacao Tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello” (Campinas — SP; http://www.cct.org.br), de onde foram
adquiridas as linhagens deste trabalho.

Algumas caracteristicas gerais de microrganismos e meios de cultura
sdao de suma importdncia para que se estabeleca o processo de

biotransformacgao, pois o desempenho de um dado microrganismo depende
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muito da composicdo do meio de cultura em que é colocado. Sao

caracteristicas gerais:

a) Quanto ao microrganismo: apresentar elevada eficiéncia na
conversao do substrato em produto; permitir o acumulo do produto
no meio, de forma a se ter elevada concentragdo do produto no
caldo fermentado; n&o exigir condigdes de processo muito
complexas; ndo exigir meios de cultura dispendiosos e permitir a

rapida liberagédo do produto para o meio.

b) Quanto ao meio de cultura: ser o mais barato possivel; atender as
necessidades nutricionais do microrganismo; auxiliar no controle do
processo (por exemplo ter agdo tamponante ou evitar formagao de
espuma); nao provocar problemas na recuperacao do produto e ter

composic¢ao razoavelmente fixa.

Em vista disso, ao se executar um processo de biotransformacéao,
prepara-se um certo meio de cultura que seja adequado’™ & nutricdo e ao
desenvolvimento do microrganismo, bem como o acumulo do produto desejado
e inocula-se o0 meio de cultura com a cepa selecionada. Esta descricdo se
refere a uma das formas de condugédo de um processo fermentativo e que foi
utilizado neste trabalho: o processo descontinuo ou em batelada.

Neste processo, no instante inicial da biotransformac&o, o caldo
nutriente é inoculado com microrganismos e no decorrer do processo nada €
adicionado, exceto oxigénio, no caso de processos aerobicos (na forma de ar),
antiespumante e acido ou base para controle do pH (quando necessario).

Este processo pode levar a baixos rendimentos e/ou produtividades,
quando o substrato adicionado de uma sé vez no inicio da biotransformacgao
exerce efeitos de inibicdo, repressdo ou desvia o metabolismo celular a
produtos que ndo interessam'®. Por outro lado, apresenta menores riscos de
contaminagao (se comparado com processos continuos); grande flexibilidade

de operagédo; condicdo de controle mais estreito da estabilidade genética do



Capitulo | — Introducao 16

microrganismo, assim como a capacidade de identificar todos os materiais
relacionados quando se esta desenvolvendo um determinado lote de produto, o
que é vital para a industria farmaucética.

Além disso € o mais utilizado na industria de alimentos. Alguns dos
alimentos e bebidas produzidos por esse processo fermentativo sao iogurte,

chucrute, picles, cerveja, vinho, entre outros.

1.5 APLICAGAO DA BIOTECNOLOGIA NA PRODUGAO DE COMPOSTOS
NATURAIS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

A possibilidade do uso de microrganismos para bioconversdes regio e
estereoespecificas s&o importantes para a resolucdo de isémeros 6ticos?.

Enquanto compostos quirais de sintese quimica ocorrem
freqientemente como racematos, aqueles de origem biolégica podem ocorrer
também em uma forma enantiomérica pura®' ou em varias proporcdes R/S,

como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao enantiomérica de gamadecalactona (GDL) isolada de

frutas
Fonte Composicao enantiomérica
%(S) %(R)
Péssego 11 89
GDL Abricé 6 94
Nectarina 10 90
Morangos <21 >98

Por exemplo, y-lactonas sdo sempre encontradas com excesso
enantiomérico (R) em frutas. A respeito das é-lactonas, as proporgdes de cada
enantiobmero variam de acordo com a natureza dos produtos, por exemplo, -
octalactona (CsH1405) esta presente em grande excesso enantiomérico (e.e) do

enantibmero S na manteiga e na nata e em grande e.e. do enantibmero R no
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coco. Mosandl e Giinther? avaliaram as caracteristicas sensoriais de y-lactonas
saturadas oticamente puras e encontraram que os (R) enantidmeros foram
responsaveis pelo agradavel aroma de fruta. Em outra ocasido a y-lactona ,
(6Z)-gamadodecenolactona (C12H2002) foi encontrada numa fragédo volatil da
cultura da Fusarium poae INRA 45 na forma R quase pura (maior que 99%)
enquanto y - decalactona ocorreu na proporcao proxima de 50/50, apés 4 dias
de cultura®.

Um estudo realizado por Latrasse?’ determinou as variagbes das
propor¢gdes R/S de lactonas formadas pelo fungo filamentoso Fusarium poae
INRA 45 crescido em dois meios liquidos diferentes. Foram investigados dois
meios de crescimento para ver se suas composi¢cdes poderiam influenciar as
proporcdes enantioméricas.

As circunstancias, em que tanta a pureza 6tica como a configuragcao
absoluta, podem variar para lactonas idénticas isoladas de diferentes fontes,
confirma a idéia da presenca de diferentes caminhos biossintéticos, envolvendo
tanto os processos anabdlicos como os catabdlicos do metabolismo celular.

Neste contexto, tem sido estudada®® a habilidade de variedades de
microrganismos degradarem hidroxiacidos naturais e estruturas sintéticas
analogas a y e d&-lactonas, com énfase nos aspectos estereoquimicos dos
processos. Isto € devido a importancia da relagdo entre a configuracao

absoluta e a resposta sensorial de compostos aromatizantes.

1.6 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE AROMAS

De todos os compostos aromatizantes disponiveis, 84% sao
produzidos por sintese quimica®®. Embora haja um tanto de exagero, géneros
alimenticios contendo aromas sintéticos sao frequentemente evitados porque
suspeita-se que o consumo desses compostos sejam toxicos ou prejudiciais
para a saude.

Além disso, como ja foi citado no item 1, a demanda crescente por

aromatizantes naturais tem conduzido a uma deficiéncia de varios recursos
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vegetais. Outra desvantagem das plantas como origem de flavorizantes é a
forte dependéncia de fatores climaticos e o risco de doenca de varias plantas.

Por um longo tempo as plantas foram a unica fonte de compostos
aromatizantes e muitos flavorizantes foram isolados de todas as espécies de
Oleos de esséncias.

Porém, componentes sensorialmente ativos estdo presentes apenas
em pequenas quantidades ou de forma combinada e isto frequentemente
dificulta seu isolamento. Uma interferéncia no metabolismo de plantas com
vistas a incrementar a produgcdo de compostos flavorizantes ainda nao é
possivel devido a falta de conhecimento dos mecanismos biossintéticos.

Assim sendo, uma possivel alternativa para a producdo de compostos
flavorizantes sdo os métodos biotecnoldgicos e o uso da biocatalise para sua
sintese. Sabe-se que alguns microrganismos podem gerar odores agradaveis.

Partindo de substratos especificos, diferentes reagdes como as
oxidagdes, redugdes, hidrélises, desidratagbes, formacdo de novas ligagoes
carbono-carbono e varias reagbes de degradacado podem ser realizadas por
microrganismos com intengdo de produzir aromatizantes?” de diferentes
classes de compostos organicos.

Os terpenos sao compostos importantes, responsaveis pelo odor
caracteristico dos 6leos essenciais?®®. Existem quantidades significativas de
mono e sesquiterpenos. Hoje aceita-se que certos fungos superiores
encontrados em algumas plantas, embora desprovidos de organelas de
armazenagem, sao capazes de produzir uma série desses compostos volateis.
Os fungos produtores de terpenos mais estudados incluem espécies de
ascomicetos do género Ceratocystis.

Na figura 3, encontram-se alguns exemplos de importantes terpenos
produzidos pelo fungo Ceratocystis sp, assim como suas caracteristicas

sensoriais?.
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aroma de rosas aroma de rosas floral, refrescante
refrescante adocicado citrico, adocicado
OH
CH,OH
| H>OH |
citronelol geraneol linaleol

Figura 3. Terpenos produzidos por Ceratocystis sp.

Varios microrganismos sédo capazes de quebrar (ou degradar) terpenos
ou realizar conversdes especificas, criando produtos com um valor adicional.
Um bom exemplo, como o mostrado na figura 4, é o sesquiterpeno valenceno
(C1s5H24), um componente relativamente barato do éleo de laranja, que pode ser
convertido através de acio bacteriana a um sesquiterpeno mais caro, que € um
importante composto aromatico  da grapefruit’®. Esta capacidade dos
microrganismos para converter terpenos é facilmente compreendida levando-se
em conta que a cada ano aproximadamente 1,75 x 10® t de terpenos s&o

produzidos, principalmente nas florestas™.

Figura 4 . Representagdo do valenceno ( 5,6 dimetil-8-isopropenilbiciclo [4,4,0]-1 deceno)
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Esteres sdo outro importante grupo de aromatizantes que estdo
presentes em frutas, nas quais se apresentam em concentragbes bem baixas:
a maioria entre 1 e 100 ppm.

Omelianski®' estudou alguns microrganismos que eram capazes de
gerar um aroma de macga, provavelmente devido a formacgédo do valerato de
isopentila.

A formacdo de aromas na pasteurizagado do leite e do queijo, ocorre
devido a producédo de butirato de etila e hexanoato de etila por alguma bactéria
do acido latico e espécies de Pseudomonas presentes. Na figura 5 estdo

representados os ésteres citados acima.

CH3; —(CH»)3 _C<O CH3(CH2)2_CZO
O—(CH,), —CH —CH; O—CH,—CHj

H;
(1) (2)

Figura 5. Representagao dos ésteres: valerato de isopentila (1), butirato de etila

(2) e hexanoato de etila (3)

As lactonas, outra importante classe de ésteres ciclicos, estédo
associadas aos odores de frutas, manteiga, doces, nozes e cb6co e sera

assunto do proéximo item.
1.6.1 Producgédo de Lactonas por Microrganismos

Lactonas sao ésteres ciclicos derivados da esterificacdo intramolecular

entre os grupos hidroxi e caboxila de um hidroxiacido. Dois aromas principais
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de lactona (isto é, 4-e 5- alcanolidas) comumente conhecidos como gama e
delta-lactonas podem ser distinguidos de acordo com a posicdo do grupo
hidroxi do acido. Existem as duas formas enantioméricas (R e S), com a forma
R ocorrendo em excesso em lactonas naturais®.

Com relagdo aos aspectos quimicos, a posi¢gdo do grupo hidroxi
determina a posigéo da lactona (y ou 8) a ser produzida, sejam quais forem as
insaturagdes da cadeia carblbnica: acidos graxos com um grupo hidroxi na
posicdo 10 ou 12 sdo convertidos a gama-lactonas, enquanto acidos com
grupos hidroxi na posicdo 11 ou 13 conduzem a delta-lactonas*?.

Numerosos processos de biotransformagdo de acidos graxos a
lactonas sdo objetos de patentes e produgdo industrial por companhias
envolvidas no campo dos aromas. Os microrganismos mencionados nas
patentes sdo essencialmente leveduras e frequentemente incluem os géneros
Candida e Pichia. Os precursores sdo normalmente hidroxiacidos como acidos
graxos livres ou como os triglicerideos

As lactonas s&o de especial interesse para a quimica de aromatizantes
por diversas razdes™®.

Primeiro por que possuem fortes, agradaveis e variadas propriedades
sensoriais que as tornam muito difundidas na industria de aromas.

Segundo, porque sua origem biologica tem sido muito estudada,
principalmente devido as intensivas pesquisas realizadas com relagdo a sua
ocorréncia em produtos lacteos.

E terceiro, em decorréncia do citado acima, existe um renovado
interesse na sintese de compostos associados a ela para aplicagcdo em
aromas.

SO para justificar esse interesse, sabe-se que a gamadecalactona
sintética, que é o componente chave, dentre outros, dos aromas de péssego e

abrico™

e produto de interesse dessa pesquisa, custa em torno de US$ 150/kg,
enquanto a mesma substancia tem um valor de US$ 6000/kg, se for extraida
de um recurso natural.

Pode ser produzida por fermentacdo do 6leo de ricino, oriundo das

sementes do Ricinus communis, conhecido popularmente no Brasil como
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mamoneiro. O acido ricinoleico insaturado e hidroxilado proveniente do 6leo
ricino € um bom precursor. Um grande numero de leveduras como a Candida,

83037 realizam esta biotransformagdo e

Rhodotorula e Sporobolomyces
produzem gamadecalactona (GDL) com bons rendimentos.

Okui (1963) relatou a bioconversao do acido ricinoleico (acido 12-
hidroxi-9-octadecendico — C4gH3403), 0 principal acido graxo do 6leo de ricino
em gamadecalactona por linhagens de Candida’ .

Neste processo o acido ricinoleico € o primeiro a ser liberado pela agao
da lipase. Ele passa por quatro ciclos de B-oxidagao o qual reduz um composto
de 18 carbonos, o acido ricinoleico a um composto de 10 carbonos, o acido 4-
hidroxidecandico. Neste estagio, a B-oxidagao da levedura é em grande parte
impedida pela proximidade do grupo hidroxila a carboxila final. A
gamadecalactona (GDL) pode entdo ser formada pela lactonizacdo do acido
hidroxidecandico pelo aquecimento a pH acido, conforme ilustra o esquema 1

abaixo:
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17 15 13 1 8 6 4 2

1
12 —
18 % e 5 3 COOH

OH
acido ricinoleico : C 1gH3403

l B-oxidacao
1 9 7 5 2

1
6 —
RN Y = cooH
OH
acido 6-hidroxi-3-dodecendico (C 1)

l Reducao

1
2 A s A __COOH

OH
acido 6-hidroxidodecandico (C 1)

l B-oxidacao
1
9 7 5 s 3 COOH
10/\8/\6/Y\Z/
OH
acido 4-hidroxidecandico (C 1)

l Lactonizacao

0
y-decalactona (C 1o)

Esquema 1. Etapas da produgcdao de gamadecalactona

(1)

(2)

@)

(4)

(5

através da

oxidagcdo degradativa do acido ricinoleico por linhagens do

genero Candida
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A literatura cita também a producdo de gamadecalactona (GDL) pela
degradacdo do éster metilico do acido ricinoleico utilizando leveduras do
género Candida na forma livre ou imobilizada (Candida famata, C. intermedia,
C. molischiana, C.rhagii, C. succiphila e Pichia guilliermondii)®>.

Varias outras leveduras sio citadas na literatura para conversdo de
acido ricinoleico a gamadecalactona (GDL), como a bioconversdo pela
Yarrowia lipolytica®® (rendimento 6 g/L), Rhodotorula glutinis e Sporobolomyces
odorus®® (rendimento de 8,3 a 20%), sendo que neste caso os rendimentos de
gamadecalactona (GDL) foram inversamente proporcionais a concentragcado de
Oleo de ricino presente no meio, indicando que o substrato provocou a sua
inibicao.

Finalmente, pode-se questionar porque alguns microrganismos s&o
capazes de sintetizar lactonas como metabdlicos secundarios, 0s quais sao
desnecessarios para o desenvolvimento celular e acumuladas durante a fase
de crescimento estacionario®.

A formacdo de lactonas parece, como aquelas de muitos outros
compostos aromaticos ( metil-cetonas, alcoois secundarios, acidos graxos
livres) estar relacionada com o mecanismo dos lipideos.

Os aminoacidos podem ser a origem da formagéo da lactona no vinho,
cerveja e saké, mas a maioria das frequentes rotas de sintese envolvem
intermediarios do metabolismo de um lipideo por causa da similaridade das
lactonas com as estruturas dos acidos graxos. Assim, o acido linoleico poderia
ser a origem do & - pentil-alfa-pirona ( mostrada na figura 6), a qual é

sintetizada por um fungo do género Trichoderma®. Tress|*®

relatou a produgao
de lactona pela Sporobolomyces odorus durante a fase estacionaria de
crescimento e um simultdneo decréscimo na longa cadeia de acidos graxos.
Poucos estudos tém sido dedicados aos meios metabdlicos envolvidos
na formacao de lactonas ciclicas insaturadas de acidos graxos. Alguns acidos
graxos de cadeia longa (acidos oleico, linoleico, ricinoleico) podem ser
transformados em & - pentil-alfa-pirona pela linhagem Trichoderma. A formagao
de um grupo hidroxi no carbono-13 parece estar envolvida na biotransformagéao

do acido ricinoleico®.
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Assim, a producdo de lactona por biotransformacdo microbiana de
acidos graxos pode ser comercialmente viavel, porém os caminhos metabdlicos

demandam ainda muita pesquisa para serem completamente elucidados.

Figura 6. Representagao da molécula § - pentil-alfa-pirona, sintetizada por
fungo do género Trichoderma
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CAPITULO I

2 JUSTIFICATIVA

A demanda crescente por aromatizantes naturais tem conduzido a uma
deficiéncia de varios recursos vegetais como a horteld e algumas frutas
aromatizantes e este panorama justifica o uso de processos biotecnolégicos
para a producéo desses aromas.

Um dos maiores desafios da biocatalise atualmente €& encontrar
precursores naturais para obter aromas também naturais, visto que ha uma
crescente preferéncia para o consumo de aditivos “NATURAIS” alimentares. Os
alimentos industrializados s&o projetados para serem mais balanceados e
digestivos, sem prejuizo do sabor. Porém algumas técnicas de processamento
modificam as caracteristicas aromaticas de certos alimentos sendo
imprescindivel o uso de aromatizantes objetivando a reconstituicdo do aroma
em sua plenitude.

Atualmente a “familia” das lactonas produzidas biotecnologicamente
sdo representadas principalmente pela gamadecalactona (GDL) e em menor

nuimero pela gamadodecalactona e gamaoctalactona® como mostra a figura 7.

OJ\? NN o7 o: NN

(1) (2)

Figura 7. Representagdo da gamadodecalactona (1) e da gamaoctalactona (2)
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Os motivos pelos quais optou-se pelo desenvolvimento da
biotransformacdao a gamadecalactona (GDL) sao seu alto valor de mercado,
sua classificagdo como natural e seu baixo custo de produgédo (matéria prima
abundante e barata).

O dleo de ricino é obtido da prensagem de sementes de mamona que
possui 50% de 6leo e estes por sua vez possuem de 80 a 90% de acido
ricinoleico, sendo proveniente de areas tropical e subtropical. O Brasil € um dos
maiores produtores de Oleo de ricino, extraido da planta da familia das
euforbiaceas (Ricinus communis), conhecida popularmente como mamoneira.

A escolha dos substratos (acido ricinoleico e ricinoleato de metila)
levou em consideragao alguns aspectos como a facil disponibilidade, o baixo
valor de custo e alto potencial de rendimentos, e a biodisponibilidade do
substrato.

Embora a literatura cite muitos exemplos da obtencdo da
gamadecalactona (GDL) a partir da bioconversdo do acido ricinoleico por
diferentes espécies de levedura, ainda representa um atrativo campo de
pesquisa pois a obtencdo deste aroma depende de muitos fatores que ainda
faltam ser explorados como: variagbes na composi¢cao do meio de cultura ;
estudo do comportamento cinético de diferentes linhagens de levedura e sua
capacidade em degradar o substrato; extensdo da incubagao; acidificacdo do
meio de cultura pelas leveduras; acumulo de acidos graxos no interior das
células, diminuindo sua disponibilidade no meio de cultura; conhecimento do
mecanismo da p-oxidagdo peroxissomal, entre outros.

Segundo esse perfil, adquiriu-se as linhagens da Fundagao Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello” — Campinas — SP que foram isoladas
no Brasil de fontes naturais que possuem 0s peroxissomos e sao responsaveis

pelos processos de biotransformagao a gamadecalactona (GDL).
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral

Detectar a presenca da gamadecalactona pela biotransformacédo do
acido ricinoleico e do ricinoleato de metila na presenca das leveduras Candida

oleophila e Candida guilliermondii.

2.1.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a curva de crescimento celular das leveduras Candida

oleophila e Candida guilliermondii em quatro diferentes meios de cultura.

2. Identificar qual o meio de crescimento que as leveduras Candida

oleophila e Candida guilliermondii melhor se adaptam.

3. Determinar o perfil da velocidade especifica de crescimento para as
linhagens Candida oleophila e Candida guilliermondii nos diferentes meios de
crescimento visando determinar a curva de crescimento celular das leveduras
Candida oleophila e Candida guilliermondii em quatro diferentes meios de
cultura.

4. Estudar a capacidade das leveduras Candida oleophila e Candida
guilliermondii para converter acido ricinoleico e ricinoleato de metila em acido

4-hidroxidecanoico que € um precursor da gamadecalactona (GDL).

5. Detectar por cromatografia gasosa a produ¢cdo de gamadecalactona
(GDL) através da biotransformacao do acido ricinoleico e ricinoleato de metila

pelas leveduras Candida oleophila e Candida guilliermondii.
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CAPITULO IlI

3 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo descritos os materiais, reagentes, meios de
cultura, instrumentos e os métodos quimicos e microbioldgicos.

Inicialmente seréo descritos os materiais e reagentes utilizados durante
as sinteses, ensaios e analises realizados.

Em seguida serao caracterizados os meios especificos para cultivar os
microrganismos ordenados de acordo com suas finalidades e os instrumentos
utilizados para a realizagdo dos ensaios e analises necessarias.

Na etapa seguinte sao descritas as metodologias relativas a abertura
das ampolas com as cepas Candida oleophila e Candida gquilliermondii;
reativacdo das células liofilizadas; preparo dos in6culos para os ensaios de
crescimento celular e preparo dos indoculos para o0s ensaios de
biotransformagao, em meio contendo acido ricinoleico (MBAR) e ricinoleato de
metila (MBRM).

Finalmente, descrever-se-a a metodologia para os tratamentos
analiticos das amostras provenientes do meio de biotransformacao; as
determinagdes microbioldgicas; os procedimentos de analise das amostras por
cromatografia gasosa; a preparacao das solugcées padrao de gamadecalactona
(GDL) e ricinoleato de metila, a otimizagdo das condicbes cromatograficas e

preparagao do padrao interno (estearato de metila).
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3.1 MATERIAIS, MEIOS DE CULTURA E INSTRUMENTAGAO

3.1.1 Materiais e Reagentes

Foram utilizadas cepas das leveduras Candida oleophila CCT 3604 e
Candida gquilliermondii CCT 2625 fornecidas pela Fundagao Tropical de
Pesquisas e Tecnologia “André Tosello” — Campinas — SP.

O nome da linhagem é seguido pelo nome do autor, sigla da colegéo,
procedéncia, equivaléncia em outras colegdes e forma de apresentacgéao.

As primeiras sao originarias do fruto da Eugenia sp. encontrada na
floresta da Mata Atlantica em Peruibe-SP e isoladas nos laboratorios da

Fundacgao André Tosello. Veio acompanhada das seguintes especificagdes:

Candida oleophila

CCT 3604 — Prada, G.M.M. Fruit of Eugenia sp. (Atlantic forest). Peruibe — SP, Brasil.
Medium YMA; 28C-LY.

As especificagdes para a segunda linhagem sao as seguintes:

Candida quilliermondii

(Castellani) Langeron & Guerra

syn. syn. Candida kestonii (Scarr & Rose) Meyer & Yarrow

alt. Pichia guilliermondii Wickerham

CCT 2625 — DSM 70051 — S. Windisch, Ca — 0801 — Albanus
Strain Soor W. Production of riboflavin, medium YMA; 28C-LY.

Essas cepas foram selecionadas pela facilidade de obtencédo na natureza
e pela similaridade de comportamento apresentada pelas cepas utilizadas na
bibliografia de referéncia.
A gamadecalactona (GDL) foi adquirida da empresa Duas Rodas S.A. -
Jaragua do Sul (SC) e utilizada como padrao de referéncia para a detecgao no

meio de biotransformacao.
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O reagente ricinoleato de metila utilizado como substrato para
biotransformacdo com as leveduras citadas foi sintetizado de acordo com
método adaptado de Endrizzi®.

O &cido ricinoleico foi adquirido da empresa Fluka Chemika.

Os demais reagentes e solventes foram adquiridos de fontes

comerciais € usados sem prévia purificagao.
3.1.2 Meios de Cultura e Solugodes

Os meios especificos para cultivar os microrganismos sao constituidos
por substancias que satisfazem as necessidades nutricionais dos mesmos.
Quando for necessario que o meio se mantenha sélido, acrescenta-se o agar
extraido de algas.

Tanto os meios utilizados para o crescimento celular como aqueles
utilizados para a biotransformacao foram selecionados apos testes preliminares
de rendimento e eficiéncia durante o processo.

Os meios de cultura empregados neste trabalho estdo ordenados de

acordo com suas finalidades, e descritos a seguir:
a) Meio para preparo e conservagao das cepas

Meio YMA (fermento-malte- agar): extrato de levedura 3,0 g/L; extrato
de malte 3,0 g/L; bacto-peptona 5,0 g/L; glicose 10,0 g/L; agar 20,0 g/L.

Ferveu-se os ingredientes em agua destilada até dissolu¢gdo completa e
utilizada sem filtragdo. A solugdo foi submetida a temperatura de 121°C em

autoclave por 15 minutos.

b) Meio para reativagao das células liofilizadas e manutengao das cepas

nas placas de Petri para isolamento da cultura pura

Meio ANiiquipo (caldo nutriente): extrato de carne 3,0 g/L; peptona 5,0
g/L; agar 15,0 g/L.
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O preparo deste meio seguiu as mesmas etapas descritas para o meio
YMA (fermento-malte-agar). O meio foi submetido a temperatura de 121°C em

autoclave por 15 minutos.

c) Meios para crescimento celular

Todos os meios citados a seguir foram utilizados para identificar aquele
no qual os microrganismos apresentaram maior crescimento celular.

O preparo destes meios segue as mesmas etapas descritas para o
meio YMA (fermento-malte-agar). Os meios foram submetidos a temperatura
de 121°C em autoclave por 15 minutos.

Meio YMA(jquipo (fermento-malte liquido): extrato de malte 3,0 g/L;
extrato de levedura 3,0 g/L; peptona 5,0 g/L; glicose10,0 g/L.

Meio MBAR™ (biotransformagdo com &cido ricinoleico): &cido
ricinoleico 10,0 g/L; extrato de carne 20,0 g/L.

Meio MBRM**** (biotransformagcdo com ricinoleato de metila):
ricinoleato de metila 5,0 g/L; extrato de carne 10,0 g/L.

Meio MSA (meio salino A): extrato de levedura 0,1 g/L; NH4CI 2,5 g/L;
KH2PO4 2,1 g/L; NapgHPO4 3,6 g/L; ZnCl; 0,0005 g/L; MgSO,4 . 7 H,O 0,2 g/L;
NaCl 0,1 g/L; FeSO4 0,005 g/L; CuSO,4 0,001 g/L; glicose 15,0 g/L.

Meio MSB (meio salino B): extrato de levedura 0,1 g/L; NH4Cl 2,5 g/L;
MgSOy4 . 7 H20 0,2 g/L; KH,PO4 2,1 g/L; NaCl 0,1 g/L; NapHPO,4 3,6 g/L; FeSO4
0,005 g/L; ZnCl, 0,0005 g/L; CuSO4 0,001 g/L; acido ricinoleico 10,0 g/L.

3.1.3 Instrumentagao

O monitoramento do pH dos meios de crescimento YMA, MBAR,
MBRM, MSA e MSB e dos meios de biotransformacao das cepas em estudo
utilizando acido ricinoleico e ricinoleato de metila, foi feito através de leitura

diretamente na amostra em pHmétro digital PG2000, marca Gehaka.

sokokok

Estes meios foram utilizados tanto para crescimento celular como para a biotransformacao.
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O desenvolvimento do crescimento celular e da biotransformacao
foram feitos num incubador rotatério (“shaker”) modelo TE-420, marca Tecnal e
num biorreator de 2L (Anexo 2) de volume util confeccionado em acgo inoxidavel
pela Metalurgica HOH da cidade de Blumenau (SC), respectivamente.

A construgao das curvas de calibragédo, andlise da gamadecalactona e
do ricinoleato de metila e detecgdo dos produtos da biotransformagao foram
realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Esta técnica serviu também para a identificagdo dos acidos graxos e
seus derivados®’.

Foi utilizado um cromatégrafo a gas modelo CG-17 A, da Shimadzu,
equipado com detector por ionizagdo em chama (DIC) e um cromatografo
acoplado a um espectometro de massas modelo GC-MS QP 2000 A da
Shimadzu, coluna capilar DB-1 (J & W Scientific) 30m x 0,25 mm d.i. e 0,25 um
de espessura da fase estacionaria, coluna capilar DB-17 (J & W Scientific) 30m
x 0,50 mm d.i. e 0,25 um de espessura da fase estacionaria. Gases especiais
para cromatografia gasosa (nitrogénio, ar sintético e hidrogénio da White
Martins S.A).

As analises realizadas através dos métodos de IV, CG-EM e RMN
foram realizadas nos laboratérios da Central de Andlises da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Os espectros de infravermelho foram feitos
utiizando um espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo FT-IR 16PC. Os
espectros de RMN de 'H e C foram feitos em um espectrofotdmetro Bruker
AC 200 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

Os outros equipamentos utilizados foram uma estufa Fanem 315 SE e

uma balanga de precisdo AD-4 Perkin Elmer.
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3.2 METODOS

3.2.1 Abertura da Ampola e Reativacao das Células Liofilizadas

Os microrganismos devem estar em cultura pura, isto €, em um meio
em que todas as células da populagado sejam idénticas no sentido de que elas
se originaram de uma mesma célula parental.

O material a ser colocado no meio de cultura chama-se inéculo e foi
feito pela técnica de esgotamento por estrias que é o esgotamento de material
contido numa algca de semeadura por meio de estrias na superficie do meio
(Anexo 2). O objetivo da semeadura € diminuir a populagdo microbiana, assim
as células individuais estardo localizadas a uma certa distédncia umas das
outras. As células individuais, se estiverem distantes o suficiente, produzirdo
uma coldnia que n&o entra em contato com outras colénias.

Para isolar uma cultura pura, uma colbénia individual deve ser
transferida do meio para um tubo de ensaio e/ou placa de Petri. Por isso, as
células foram inoculadas em tubos de ensaio inclinados — slants - contendo
meio YMA (fermento-malte-agar) e em placas de Petri contendo agar nutriente
sélido (ANsoLpo) a fim de manter as culturas vivas por um periodo de tempo
(aproximadamente 3 meses) para estuda-las.

Todo material utilizado foi devidamente esterilizado. A ampola que
continha a linhagem liofilizada foi desinfetada com uma gaze embebida em
alcool 70%. A lima utilizada para serrar a ampola foi esterilizada com alcool e
flambada no bico de Bunsen.

Riscou-se a ampola na altura do ponto médio do tampé&o de algodéao
utilizando-se a lima. Quebrou-se a ampola na altura do risco pressionando com
os dedos polegares. Retirou-se a por¢ao superior da ampola proximo ao bico
de Bunsen e removeu-se o tampéo de algoddao com uma pinga. Adicionou-se
cerca de 0,2 mL de agua destilada com o auxilio de uma pipeta Pasteur
formando-se uma suspenséao de células.

Transferiu-se todo o conteudo da ampola para um tubo de ensaio

contendo 5,0 mL do meio caldo nutriente liquido — AN_jquipo (tubo cepa pura). A
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partir do conteudo deste tubo, com uma alca de platina esterilizada fez-se os
repiques das cepas para as placas de Petri contendo meio ANsoLipo OuU para os
“slants” contendo meio YMA (fermento-malte-agar) solido, conservando-as sob
refrigeragdo para sua manutengédo. Para melhor conservagao destas colbnias,
seu estoque era reposto a cada trés ou quatro meses.

Como os repiques das cepas da Candida guilliermondii cresceram
formando um aglomerado, refizemos os repiques através do meétodo das
diluicées sucessivas*? (Anexo 1) a fim de obter coldnias isoladas.

A incubacdo dos microrganismos foi feita nas condi¢des de

temperatura, tempo de crescimento e meio de cultura recomendados

conforme Tabela 4.

Tabela 4. Condig¢oes de incubagao dos microrganismos utilizados

CCT | Microrganismo Lote Quantidade | Meio | t (°C)
3604 Candida 59.93 01 YMA 28
oleophila
2625 Candida Nao 01 YMA 28
guilliermondii | disponibilizado
pelo
fornecedor

3.2.2 Preparo dos In6culos para os Ensaios de Crescimento Celular

A preparagdo dos meios para os ensaios de crescimento celular e
biotransformag&o (in6culos) utilizaram as linhagens Candida oleophila e
Candida quilliermondii com os substratos acido ricinoleico e ricinoleato de
metila.

Primeiramente é necessario obter as curvas de crescimento das

respectivas linhagens a fim de conhecer seus perfis de comportamento do

seokskosk

Todas as condi¢oes foram pré-estabelecidas e fornecidas pela Fundagcado André Tosello.
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crescimento celular e do comportamento cinético para, em seguida, preparar o
inéculo para o meio de biotransformacao.

Com o auxilio de uma algca de cromo-niquel, transferiu-se 10 UFC
(unidades formadoras de colénia) de cada linhagem conservada no meio AN
(agar nutriente) para um tubo de ensaio com 20 mL de agua peptonada 1%
(solugao de 1g de peptona em 100 mL de agua destilada) a fim de reativar as
células. Em seguida, transferiu-se o conteudo do tubo de ensaio para um
erlenmeyer contendo 250 mL de meio de crescimento para obter uma
quantidade significativa de massa celular. Colocou-se em incubador rotativo e
manteve-se a temperatura de 30°C a 200 rpm de agitagdo. Para a linhagem
Candida oleophila utilizou-se um tempo de cerca de 20h de crescimento
enquanto que para a Candida guilliermondii, o tempo foi de cerca de 48h de
crescimento.

Durante este periodo, retiraram-se aliquotas de 10 mL do meio em
tempos regulares de cerca de 4 a 6 horas que foram filtradas em membrana

Millipore 0,45 um de porosidade e submetidas ao calculo da massa seca®.
3.2.3 Preparo dos In6culos para os Ensaios de Biotransformagao
3.2.3.1 Ensaios em incubador rotativo (shaker)

O in6culo (suspensédo de células em concentracdo adequada para o
desenvolvimento de um processo biotecnolégico) para esses ensaios foi
preparado a partir das placas de Petri contendo as duas linhagens supra
citadas com ricinoleato de metila.

Com o auxilio de uma alca de cromo-niquel, transferiu-se 10 UFC
(unidades formadoras de colbnia) das cepas conservadas no meio AN (agar
nutriente) para um erlenmeyer contendo 100 mL de meio YMALiquipo a fim de
reativa-las e obter uma quantidade significativa de massa celular. Colocou-se
em incubador rotativo e manteve-se a temperatura de 30°C durante 20 horas a

200 rpm de agitagao.
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Apos este tempo, retirou-se uma aliquota de 20 mL do meio com a
cepa ja reativada e juntou-se a outro erlenmeyer com 200 mL de um novo meio
YMA.iquipo, perfazendo um total de 220 mL de in6culo.

Manteve-se o inoculo sob agitagdo até o término da fase de
crescimento exponencial (aproximadamente 15 horas) nas mesmas condigoes
de agitacdo e temperatura, sendo em seguida centrifugado. Transferiu-se as
células centrifugadas do in6culo acima para dois erlenmeyers de 300 mL
contendo 150 mL de meio de biotransformacdo com ricinoleato de metila
(MBRM) cada um, retirando-se amostras de 20 mL cada, em tempos pré-
determinados, a saber: tOh, t12h, t18h, t{24h, t36h e t48h, sendo submetidas em
seguida a filtracdo em membrana Millipore 0,45 um de porosidade.

A partir das amostras retiradas acima, utilizou-se as células filtradas
para calculo da massa seca® (item 3.2.5.2 - a) e com o filtrado procedeu-se a
deteccdo dos produtos obtidos na biotransformacéo através de cromatografia
gasosa.

A realizagdo dos ensaios em incubador rotativo esta representado no

Esquema 2.
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Esquema 2. Representacdao esquematica para preparo dos inéculos dos ensaios
de biotransformacao realizados em incubador rotativo
com as linhagens Candida oleophila e Candida

guilliermondii em ricinoleato de metila
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3.2.3.2 Ensaios em biorreator

O indculo para esses ensaios foi preparado a partir das placas de Petri
contendo as duas linhagens citadas com o substrato acido ricinoleico, cujos

parametros utilizados estao descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Descri¢cdo dos parimetros utilizados nos ensaios de biotransformacéio do acido
ricinoleico com as linhagens Candida oleophila (COAR) e Candida

guilliermondii (CGAR)
Parametros COAR CGAR
Meio de cultura MBAR MBAR
Volume do meio (L) 2,0 2,0
Duracéo (h) 48 48
Rotagao (rpm) 200 200
Temperatura (°C) 28 28
Equipamento Biorreator Biorreator
empregado

Os resultados experimentais referentes aos ensaios de
biotransformacdo com o acido ricinoleico em biorreator estdo representados
nas Figuras 17 e 18.

Para a biotransformacdo do acido ricinoleico, transferiu-se com o
auxilio de uma alga de cromo-niquel, 10 UFC (unidades formadoras de colénia)
das cepas conservadas no meio AN (agar nutriente) para cada um dos cinco
erlenmeyers contendo 200 mL de meio YMALiquipo a fim de reativar as cepas e
obter uma quantidade significativa de massa celular. Os erlenmeyers contendo
esse meio, foram colocados em incubador rotativo e mantido a temperatura de
30°C durante 20 horas a 200 rpm de agitagdo.

Apb6s 20 h, retirou-se de cada erlenmeyer aliquotas de 20 mL (10%)
cada e adicionou-se a outros cinco erlenmeyers com 200 mL do mesmo meio
YMA, perfazendo um total de 220 mL de in6éculo em cada um deles. Manteve-
se o indculo sob agitagao até o término da fase exponencial (aproximadamente

15 horas) nas mesmas condigdes de agitacao e temperatura.
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Repetiu-se todo o procedimento, com a finalidade de obter massa
celular oriunda de 2 L de meio YMA, pois a relagao entre a quantidade do meio
de crescimento celular e meio de biotransformagao é de 2:18.

Transferiu-se somente as células centrifugadas dos indculos acima
para o biorreator contendo 1000 mL de meio MBAR descrito no item 3.1.2 - c,
retirando-se aliquotas de 80 mL cada, em tempos pré-determinados de: tOh,
t12h, t18h, t24h, t36h e t48h.

Apos a centrifugacéo das amostras retiradas a diferentes tempos a 200
rpm, utilizou-se o filtrado para a detecgdo dos produtos da biotransformacéo
através de cromatografia gasosa. Nesta etapa, ndo houve monitoramento da

massa seca.

A realizagdo dos ensaios em biorreator estd representada no Esquema 3.
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Esquema 3.

Representagcdo esquematica para preparo dos inéculos para os
ensaios de biotransformacgao realizados em

biorreator com as linhagens Candida oleophila e Candida
guilliermondii em ricinoleato de metila
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3.2.4 Metodologia Analitica para Tratamento das Amostras Provenientes
do Meio de Biotransformacgao

Durante os ensaios de biotransformagao foram retiradas amostras em
diferentes tempos para posterior deteccdo da gamadecalactona através de
cromatografia gasosa e também para monitoramento do pH do meio.

As amostras coletadas ao longo do cultivo foram centrifugadas, levadas
a pH=2,0 mediante acréscimo de acido cloridrico, lactonizadas a quente sob
refluxo com posterior extracdo e concentracdo em rota-evaporador, sendo os
concentrados obtidos, mantidos congelados até o momento da analise.

O tratamento analitico das amostras esta representado no Esquema 4.
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Amostra
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Esquema 4. Representacdao esquematica do tratamento analitico das amostras

provenientes do meio de biotransformacgao
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3.2.5 Determinacdes Microbiolégicas
3.2.5.1 Deteccgao de bactérias pelo método de Gram

Para a detecgao de bactérias foi utilizado o método de coloracéo de
Gram® para as linhagens de Candida oleophila e Candida guilliermondii.
Consiste num teste de identificacdo da morfologia bacteriana, no qual é
possivel detectar as células Gram positivos e negativos para avaliar a pureza
microbiolégica. Foram preparados meios de crescimento com as duas
linhagens em estudo e cultivados durante 48 horas. Em seguida foram
retiradas amostras e submetidas a analise da morfologia bacteriana pelo
procedimento descrito a seguir.

Preparou-se um esfregago de cada um dos microrganismos
provenientes dos meios de biotransformagdo em estudo, ou seja, sobre uma
lamina limpa colocou-se uma gota de agua ou solugao fisioldgica.

Com uma alca de platina tomou-se uma pequena por¢gdo do meio de
cultura, observando as condicdes de assepsia. Fez-se uma emulsdo com a
cultura na gota, de sorte a obter uma suspensdo uniforme. Espalhou-se
suficientemente para obter-se um esfregaco fino. Secou-se a preparacgao ao ar.

Em seguida, fixou-se o esfregaco, passando a lamina trés vezes
diretamente na chama. Antes de corar, a lamina foi resfriada completamente.

Cobriu-se o esfregago seco e fixado com uma solugéo de cristal violeta
(corante basico). Deixou-se durante um minuto.

Esgotou-se a lamina e cobriu-se com solug&o de lugol (mordente) que
ficou agindo durante um minuto. Esgotou-se a lamina novamente, mantendo-a
inclinada. Pingou-se alcool (agente descolorante) a 95%, gota a gota, até que
nao desprendesse mais corante da lamina e lavou-se com agua corrente.

Cobriu-se a lamina com solugéo de safranina (contracorante) e deixou-
se durante 15 ou 30 segundos. Em seguida lavou-se em agua corrente e
secou-se com papel de filtro. Examinou-se ao microscopio com objetiva de

imersdo, anotando-se a cor dos microrganismos. Como 0s mesmos nao
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adquiriram nenhuma cor, isto indicou que o meio apresentava pureza

microbiologica.

3.2.5.2 Determinagao da concentragao celular e da velocidade especifica
de crescimento

A concentragdo de células que foram submetidas ao processo de
biotransformagao foi determinada pelo método da massa seca*®® e pelo calculo
da velocidade maxima especifica. Esse procedimento foi aplicado as linhagens
Candida oleophila e Candida guilliermondii com os substratos acido ricinoleico

e ricinoleato de metila.

a) Método da massa seca - Determinagdao da concentragao

celular por gravimetria

Pipetou-se um volume conhecido (25 mL, por exemplo) do meio de
cultura. Procedeu-se a filtracdo da suspensao em uma membrana Millipore de
0,45 um de porosidade previamente pesada. As células retidas na membrana
foram lavadas duas vezes com agua destilada. A membrana contendo as
células foi colocada numa estufa a 105 ‘C por 2 horas e meia. Apos este
tempo, resfriou-se em um dessecador por 30 minutos. Procedeu-se a pesagem
da membrana com as ceélulas numa balanga analitica.

Para o calculo da concentracdo celular na amostra, expressa em

gramas de matéria seca por litro, utilizou-se a seguinte equacgao:

X =(M¢=Mmx F) x 1000/ V (1)

Onde: X = concentragao celular

(9/L)
M; = massa seca total (membrana + células) ()

Mm = massa da membrana (g)
F = fator de corregdo de umidade®
1-H/100 onde H= umidade do papel ~ 1,6%

V = volume de amostra filtrada (mL)



Capitulo lll — Parte Experimental 46

O fator de correcédo de umidade ( F ) foi calculado a partir da técnica de
peso constante onde trés membranas foram colocadas em estufa e secas sob
as mesmas condigbes empregadas para a amostra. O valor médio obtido apos

a secagem foi estimado para todas as amostras dos ensaios realizados.

b) Determinacédo de velocidade especifica de crescimento ( iy )

A partir dos perfis de concentracdo celular, foi possivel determinar
através das amostras coletadas a diferentes tempos, as velocidades
especificas de crescimento microbiano (dX/dt).

Dividindo-se as velocidades médias pela concentragcdo celular no
tempo relativo a retirada da amostra , obtém-se as velocidades especificas de
crescimento ().

ux = 1/X . dX/dt (h") (2)

As velocidades instantaneas ou especificas foram determinadas
segundo a metodologia descrita por LE DUY e ZAJIC (1973)* e citado por
MORITZ (1998)*'.

Para o calculo das velocidades especificas, as curvas representando o
comportamento provavel da concentragédo celular ao longo dos processos de
crescimento e biotransformagao, foram obtidas a partir do software Microsoft
Excel.

Para isso foram tragadas curvas suavizadas a partir dos pontos
experimentais. As equagdes geradas a partir dos valores de tempo e
concentracao celular foram ajustados aos dados experimentais, obtendo-se,
assim, as derivadas necessarias em funcdo do tempo e dividindo-se pela
concentracio celular.

A velocidade especifica maxima de crescimento foi calculada através
do coeficiente angular da reta plotando-se o logaritmo neperiano da
concentracio celular em fungcdo do tempo, quando o crescimento microbiano
estava na fase exponencial de crescimento conforme metodologia utilizada

pelos autores supracitados.
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Para melhor entendimento da determinagcdo da velocidade especifica

de crescimento é apresentado abaixo um exemplo para seu calculo:

Tabela 6. Valores relativos a concentragao celular (X) e velocidade especifica de

crescimento (ux) em funcéo do tempo

Tempo( h) X(g/L) X calc dX/dt 1/X*dX/dt
0 0,29 0,4576 -0,3592 0,0000
1 0,39 0,2416 -0,0782 0,0000
2 0,45 0,2902 0,1697 0,5847
3 0,61 0,5699 0,3843 0,6742
4 0,86 1,0476 0,5656 0,5399
9 517 5,2416 0,9734 0,1857
12 8,13 8,0052 0,8191 0,1023
15 9,81 9,8571 0,3655 0,0371
18 9,90 9,8992 -0,3873 0,0000

Através dos valores de tempo (h) e concentracéo celular (g/L) obteve-
se a seguinte equacao:

y = -0,005542x° + 0,148854x” - 0,359227x + 0,457566

R? = 0,999084
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3.2.6 Método de Extracao das Amostras

Esta etapa do trabalho foi desenvolvida nos laboratérios da FURB -
Universidade Regional de Blumenau — Blumenau — SC.

Foram retiradas aliquotas de 80 mL do meio de biotransformacéao
MBAR que era composto de 20 g/L de extrato de carne e 10 g/L de acido
ricinoleico, em tempos de Oh, 12h, 18h, 24h e 36 h com a linhagem Candida
guilliermondii. Essas aliquotas foram extraidas com éter etilico em funil de
separagdo com O objetivo de recuperar os analitos (amostras a serem
analisadas), concentradas em rota-evaporador e secas sob fluxo de N,. Em
seguida, para serem submetidas ao cromatografo gasoso, as amostras foram
diluidas com 2 mL de acetato de etila e guardadas no congelador até o

momento da analise.

3.2.7 Procedimentos para Analise das Amostras por Cromatografia

Gasosa

Todos os procedimentos descritos dos itens 3.2.7.1 até 3.2.7.6. foram
necessarios para a analise das amostras por cromatografia gasosa. As
aliquotas foram armazenadas no congelador e quando da andlise, foram
previamente secas sob fluxo lento de gas nitrogénio. Quando as amostras
preparadas no item 3.2.6. apresentavam acido ricinoleico remanescente no
meio de biotransformacdo eram esterificadas pelo método do diazometano
(item 3.2.7.1.) e diluidas a 1 mL com acetato de etila. Foram retiradas aliquotas
de 50 puL que foram silanizadas com BSTFA [ N,O- bis
(trimetilsilil)trifluoracetamida] (item 3.2.7.2.). Foi adicionado a cada amostra 100
uL de padrédo interno (estearato de metila) e completada ao volume de 5 mL
com acetato de etila. A partir desta solugao, retiraram-se aliquotas de 1,2 uL
que foram injetadas manualmente no cromatégrafo gasoso usando as

condicdes de analise descritas na Tabela 7.
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3.2.7.1 Esterificacao do acido ricinoleico por diazometano

a) Preparacgao da solugao estoque de diazometano

Aproximadamente 50 mL de etanol foram adicionados a uma solugao
aquosa de NaOH 0,1 mol.L™". Esta solugdo foi transferida para um baldo de
destilacdo de 200 mL, munidos de condensador e funil de adi¢do contendo
solucdo de p-tolilsulfonilmetilnitrosamida (0,2 mol) em éter etilico (250 mL).
Aqueceu-se 0 baldo em banho-maria a temperatura de 60-65°C, e lentamente
por um periodo de 30 minutos gotejou-se a solugao contida no funil de adi¢cao a
solucao do baldo de destilacdo. Apos o funil esvaziar-se, adicionou-se mais 30
mL de éter etilico e destilou-se até que a solucdo do baldo de destilacao
tornasse incolor.

O destilado foi recolhido em um frasco coletor resfriado em banho de

gelo. Devido a toxicidade do diazometano o processo foi realizado na capela.

b) Metilagao do acido ricinoleico

A solucao de diazometano em éter etilico preparada no item anterior, foi
adicionada até cessar evolucdo de nitrogénio as amostras de 4acido
previamente secas sob fluxo de gas nitrogénio e a solugdo adquirir uma
coloracdo amarelada. Em seguida, as amostras ficaram na capela até a

evaporagao do éter etilico.

3.2.7.2 Silanizagao do ricinoleato de metila

Todas as amostras contendo ricinoleato de metila foram submetidas a
silanizagdo  adicionando-se 30 uL de BSTFA [ N,O- bis
(trimetilsilil)trifluoracetamida] a cada amostra a ser injetada no cromatégrafo
gasoso. Apds adicionar um fluxo rapido de N, a mistura foi tampada e
colocada na estufa a 60°C durante uma hora. Apos este periodo o excesso de

BSTFA foi evaporado sob fluxo de nitrogénio.
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A analise cromatografica foi feita no maximo em 48 horas apds a

silanizagao devido a instabilidade do derivado formado.

3.2.7.3 Preparagdo da solugdao padrao de gamadecalactona (GDL) para

construcao da curva de calibragao

Pesou-se 25,7 mg de gamadecalactona sendo em seguida transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL e completado com acetato de etila,
resultando em uma solugdo estoque de concentracdo 2570 mg.L™' . Usando
uma seringa volumétrica de 100 ulL, foram retiradas aliquotas de 97,2uL;
194,5ul; 292,0uL; 390,0uL e 486,0uL.

Essas aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL e
depois foi adicionado acetato de etila, resultando nas concentragdes finais 50
mg.L™, 100 mg.L™", 150 mg.L™", 200 mg.L" e 250 mg.L™" respectivamente. Esta

faixa de concentracao foi usada para construir a curva de calibracao.

3.2.7.4 Preparacao da solugao padrao de ricinoleato de metila para

construgao da curva de calibragao

Para o ricinoleato de metila pesou-se 50 mg do mesmo, sendo em
seguida transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e completando-o com
acetato de etila. A partir dessa solugcao estoque 5000 mg.L'1, usando uma
micro seringa volumétrica de 100 uL, aliquotas de 100, 200, 300, 400 e 500 uL
foram transferidas para mini-frascos a partir dos quais o solvente foi evaporado
sob fluxo de nitrogénio. Apds a silanizacdo com 30 pL de agente silanizante
BSTFA (N,O-Bis-trimetilsilil-trifluoracetamida), os mini-frascos foram colocados
na estufa por 1 hora a temperatura de 60°C e depois 0 excesso de agente
silanizante foi evaporado. As solugdes foram transferidas para balbes
volumétricos de 5 mL e completadas ao volume com acetato de etila. A
concentracdo final das solugdes padrdo de ricinoleato de metila foram 100,
200, 300, 400 e 500 mg.L'1 e esta foi a faixa de concentragao usada para

construir a curva de calibragao.
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A curva de calibracao foi determinada por cromatografia gasosa sob as

condicdes de operacgao descritas na Tabela 7.

3.2.7.5 Otimizacao das condi¢6es cromatograficas

Foram injetadas 1,2 uL das solugbes estoque e trabalho para
determinar as melhores condigdes de analise, temperatura da coluna,
temperatura do injetor e do detector e programacdo de temperatura,
estipulando o tempo de retencdo e a area minima a ser integrada dos picos
cromatograficos.

Os testes foram realizados usando dois tipos de colunas capilares: fase
liquida apolar DB-1 (100% dimetil-polisiloxano) (1) e a coluna capilar DB-17,
fase liquida intermediaria (14% cianopropilfenil, 86% dimetilpolisiloxano) (2)

como mostra a figura 8.

— — CH,CH,CH,CN |
" :
1S —0 +— O — Si— O — S|1 —0
| Me
Me n
— —In

1
(1) @)

Figura 8. Representagcao das colunas capilares: fase liquida apolar DB-1 (1) e

fase liquida intermediaria DB-17 (2)

Os melhores picos foram obtidos usando a coluna DB-1 apolar. Esta
foi a coluna usada para a construcdo da curva de calibragdo e analise dos

analitos/amostras apds a extragdo. As condigbes cromatograficas otimizadas
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para a separacgao da y-decalactona e do ricinoleato de metila (C19H3503) com a
adicdo do padrao interno, estearato de metila [ CH3(CH2)1sCOOCHS; ], séo

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Condigoes cromatograficas otimizadas para construgcdo das curvas
analiticas e andlise da gamadecalactona e do ricinoleato de metila
com adi¢ao do padrao interno estearato de metila

COLUNA

Dimensbes 30 m x 0,25 mm d.i. (di&dmetro
interno)

Material Silica fundida

Fase liquida DB-1 (100% dimetil-polisiloxano)

Espessura do filme 0,25 um de filme de fase
estacionaria

TEMPERATURA DO FORNO

Temperatura inicial 100°C

Programacao 10°C/ min.

Temperatura final 310°C

GAS DE ARRASTE Nitrogénio

TEMPERATURA DO INJETOR 280°C

FLUXO DO GAS DE ARRASTE 1,4 mL.min™

VOLUME DE AMOSTRA | 1,2 uL

INJETADA

RAZAO DE DIVISAO (“ split|1:40

ratio”)

DETECTOR lonizagao de chama (DIC)

TEMPERATURA DO DETECTOR | 320°C
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3.2.7.6 Preparacgao do padrao interno — estearato de metila

Foi pesado 50 mg de estearato de metila e transferido para um bal&o
volumétrico de 10 mL que foi completado com acetato de etila, resultando
numa concentracdo final de 5000 mg.L™". Foram retiradas aliquotas de 100 pL
de solugcdo e adicionou-se similarmente a cada solugdo de 5 mL de
gamadecalactona e de ricinoleato de metila resultando em solugdes com

concentragao final de 100 mg.L™.

3.2.8 Preparagao do Ricinoleato de Metila Através da Esterificagcao do

Acido Ricinoleico por Metanol em Meio Acido

Aqui descreve-se a preparacao do ricinoleato de metila para utilizacao
como substrato nos ensaios de crescimento celular e biotransformacao. Foi
uma adaptacéo do método desenvolvido por Endrizzi®.

Em um bal&do de fundo redondo de 250 mL foram colocados 120 mL de
metanol e adicionados cuidadosamente 4,0g (0,075 mol) de cloreto de amdnio
e 6 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi refluxada por 15 minutos e
apos resfriada a temperatura ambiente. Uma aliquota de 15 mL desta solugao
foi retirada e adicionada a 0,5 g (0,0017mol) de acido ricinoleico e refluxados
por uma hora. Apos resfriamento, adicionou-se 50 mL de agua destilada e a
fase organica foi extraida com 25 mL de éter etilico. A extragéo foi repetida, e
as fases organicas combinadas foram lavadas com trés porgdes de 20 mL de
agua destilada. A fase etérea foi seca com MgSO, anidro, filtrado e o solvente
foi evaporado sob vacuo. Obteve-se 12,6g do produto bruto, a partir de 420 mL
de reagente de esterificagdo e 13,909g de acido ricinoleico.

A purificacao foi feita por cromatografia em coluna de silica, utilizando
como eluente acetato de etila/éter de petréleo, com fragdes de polaridade

crescente, rendendo 11,749 do composto puro (rendimento 84,4%).(Anexo3)
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Analises espectroscopicas

RMN 'H (CDCls, 200 MHz, TMS) &: 0,88 (t,3H, -CH3); 1,31~1,55 (m,
20H, - CH; -); 2,04 (g, C=C-CH2-R); 2,20 (t, 2H, - C = C — CH, — C — OH); 2,24 (
t, 2H, C=C-CH,-C-OH); 2,29 (t, 2H, -CH, — COO - ); 3,60~3,65 (m, 4H, -OCH3 e
HC-OH); 5,35~5,6 (m, 2H, - CH=CH -).

RMN "3C (CDCls, 50 MHz, TMS)5: 13,89 (C18); 22,46 (C17); 51,22 (-O-
CHa); 71,31 (C-OH); 125,22 e 132,85 (-C=C-); 174,08 (-C=0); 24,75; 25,55;
27,20; 28,93; 29,22; 29,40; 31,69; 33,89; 35,21 € 36,70 ( -CHa-).

IR (cm™): 3462 (y - OH); 3015 (y =CH,); 2928,2855 (y - C — H); 1465-
1500 (y -C=C-);1742 (y C=0); 1189 e 1225 (y C — O); 724 (5 H-C=C-H cis )
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CAPIiTULO IV

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para apresentacao dos resultados dos ensaios realizados, reuniu-se o

trabalho em trés grupos, conforme descrito na Tabela 8, onde:

Grupo | : Ensaios realizados para determinacdo das curvas de

crescimento das cepas estudadas (ensaios S1 a S6).

Grupo Il : Ensaios realizados para avaliar a produgdo de
gamadecalactona (GDL) pela biotransformacdao do acido ricinoleico (ensaios
G1e G2).

Grupo |Ill : Ensaios realizados para avaliar a produgdo de
gamadecalactona (GDL) pela biotransformacdao éster metilico do acido

ricinoleico (ensaios G3 e G4).



Capitulo IV — Resultados e Discussao

56

Tabela 8. Descricio sumaria dos ensaios realizados

Grupo Ensaio Microrganismo Objetivo
I S1 (YMA) C. oleophila
I S2 (MBAR) C. oleophila Determinacdo da curva de
| S3 (YMA) C. guilliermondii | crescimento e identificagdo do
— - meio no qual o microrganismo
I S5 (MSA) C. guilliermondii
I S6 (MSB) C. guilliermondii
|| G1 (MBAR) C. oleophila
Detectar a presenca de
I G2 ( MBAR ) C. gUi//iermondii gamadeca|actona pe|a
biotransformacéao do acido
ricinoleico
]| G3 (MBRM) C. oleophila
Detectar a presenca de
]} G4 ( MBRM ) C. gUi/liermondii gamadeca|actona pe|a
biotransformacao do ricinoleato
de metila
NOTA: YMA = meio fermento-malte-agar

MBAR = meio de biotransformag¢ao com acido ricinoleico

MBRM = meio de biotransformagao com ricinoleato de metila

MSA = meio salino “A”

MSB = meio salino “B”

A respeito do Grupo |, sdo comparados entre si, os resultados

encontrados nos ensaios com o meio YMA (ensaio S1) e com o meio de

biotransformacdo MBAR (ensaio S2) para a linhagem Candida oleophila e,

posteriormente, entre os ensaios com o meio YMA (ensaio S3), meio de

biotransformagcdo MBAR (ensaio S4), meio salino MSA (ensaio S5) e meio

salino MSB (ensaio S6) para a linhagem Candida guilliermondii. Apos esta

analise preliminar, serdo confrontados os resultados obtidos para as curvas de

crescimento das leveduras Candida oleophila e Candida guilliermondii.
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Para o Grupo IlI, a andlise comparativa dar-se-a pela detecgao por
cromatografia gasosa de gamadecalactona (GDL) através da biotransformacgao
do acido ricinoleico pelas Candida oleophila e Candida guilliermondii.

E finalmente, a analise do Grupo Ill servira para detectar por
cromatografia gasosa a produgdo de gamadecalactona (GDL) através da
biotransformagao do ricinoleato de metila pelas mesmas linhagens citadas

acima.

4.1 DETERMINAGAO DAS CURVAS DE CRESCIMENTO

Este item aborda os resultados obtidos nos ensaios pertencentes ao
Grupo | onde determinou-se a curva de crescimento das linhagens de Candida
oleophila e Candida guilliermondii em diferentes meios de cultivo, mantendo-se

as condic¢des de temperatura e agitagado constantes.

4.1.1 Curva de Crescimento da Linhagem Candida Oleophila no Meio YMA
(Ensaio S1) e no Meio de Biotransformagao MBAR (Ensaio S2) com

Acido Ricinoleico

Este procedimento € utilizado para se conhecer a concentragdo de
células que serao submetidas ao processo de biotransformacao.

Determinou-se as curvas de crescimento da linhagem Candida
oleophila nos meios YMA (ensaio S1) e MBAR (ensaio S2) em sistema
descontinuo'®, isto é, no qual o meio de cultura ndo é renovado a partir do
momento em que € inoculado, utilizando as condi¢des descritas na Tabela 4.1.

Para esses ensaios, tomou-se como base o trabalho realizado por
OKUI (1963)’, onde a velocidade de agitacdo adotada pelo autor promoveu
adequada homogeinizacdo do meio e proporcionou boa transferéncia de
oxigénio as células. Agitagdes maiores provocaram formacao de espuma no

meio de cultivo, prejudicando o processo de crescimento.
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Tabela 9. Descri¢do dos parametros utilizados nos ensaios S1 e S2

Parametros Ensaio S1 Ensaio S2
Meio de cultura YMAiquipo MBAR
Volume do meio (mL) 250 250
Duracéo (h) 20 20
Rotacéo (rpm) 140 140
Temperatura (°C) 28 28

Equipamento empregado

Incubador rotatério

Incubador rotatdrio

A concentragao celular da amostra, expressa em gramas de matéria

seca por litro, foi calculada utilizando a seguinte equagéo:

X =(M¢=Mmx F) x 1000/ V

Onde: X = concentragao celular (g/L)

M; = massa seca total (membrana + células) ()

Mm = massa da membrana (g)

F = fator de correcdo de umidade®

V = volume de amostra filtrada (mL)

Optou-se pelo método da massa seca, pois permite o

monitoramento do processo ao longo do crescimento celular.

Os resultados experimentais referentes aos ensaios S1 e S2 estdo

indicados nas Tabelas 10 e 11e Figuras 3 e 4.
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Tabela 10. Valores obtidos de concentracao celular (X) no meio YMA com a

linhagem Candida oleophila em funcao do tempo para o ensaio S1

Tempo (h) X (g/L)
0 0,29
1 0,39
2 0,45
3 0,61
4 0,86
9 517
12 8,13
15 9,81
18 9,9

y = -0,005542x3 + 0,148854x? - 0,359227x + 0,457566
R? = 0,9991
12
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Figura 9. Concentracgao celular (¢) da linhagem Candida oleophila no meio YMA

em fungao do tempo para o ensaio S1
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Tabela 11. Valores obtidos de concentracdo celular (X) no meio MBAR com a

linhagem Candida oleophila em fungio do tempo para o ensaio S2

Tempo (h) X (g/L)
0 0,38
1 0,50
2 0,57
4 0,48
9 2,76
12 4,14
15 4,78
18 4,96

y = -0,0027x° + 0,073x2 - 0,1924x + 0,5024
R? = 0,9948

Conc.celular-X(g/L)

tempo (h)

Figura 10. Concentracao celular (¢) da linhagem Candida oleophila no meio

MBAR em fungao do tempo para o ensaio S2
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Nesses ensaios verificou-se através das figuras 3 e 4 que a levedura
Candida oleophila no meio MBAR (meio de biotransformagcdo com acido
ricinoleico) apresentou menor concentragéo celular quando comparada aquelas
cultivadas no meio YMA. Pelos dados das Tabelas 10 e 11, constatou-se que
as células no meio YMA apresentaram um aumento de cerca 35 vezes da
concentracao inicial. Ja o meio MBAR apresentou um aumento de 13 vezes o
valor inicial.

Esta diferenca na variacdo da concentracdo celular da Candida
oleophila observada nos dois meios estudados, pode estar relacionada com a
composi¢cao quimica do meio. O meio YMA é formado por compostos ricos em
nitrogénio e carbono, que sdo componentes necessarios ao processo de
duplicagdo celular®, ja o meio MBAR €& composto de um meio menos diverso
em nutrientes do que o anterior.

Outro aspecto importante deste trabalho foi a caracterizagao das fases
da curva de crescimento da levedura que realizamos através do estudo de
crescimento com a inoculacao das células nos meios citados acima.

Estudos realizados por ENDRIZZI (1995)® relatam que a
biotransformacao do ricinoleato de metila se inicia somente ao final da fase
exponencial de crescimento.

Portanto, utilizando-se os dados de velocidade especifica de
crescimento, que estao representados pelas linhas pontilhadas que marcam as
fases de crescimento (Fig.2), é possivel diferenciar os intervalos de cada uma
de suas fases — laténcia, inicial, logaritmica ou exponencial, de diminuicdo do
ritmo de crescimento e estacionaria '° conforme descrito no 1.3.1.

As fases de crescimento correlacionadas com a u , onde ocorre a
maxima multiplicagdo celular, podem ser observadas nas Tabelas 12 e 13 e
Figuras 5 e 6, utilizando a linhagem Candida oleophila nos meios YMA e
MBAR.
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Tabela 12. Valores relativos a concentracéo celular e a velocidade especifica (u,)

de crescimento em fungao do tempo para o ensaio S1

Tempo (h) X (g/L) B (h)
0 0,29 0,0000
1 0,39 0,0000
2 0,45 0,5847
3 0,61 0,6742
4 0,86 0,5399
9 517 0,1857
12 8,13 0,1023
15 9,81 0,0371
18 9,9 0,0000
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Figura 11. Representagdo da concentracao celular (¢) e da velocidade
especifica ( — ) da linhagem Candida oleophila cultivada no meio

YMA em fungao do tempo para o ensaio S1
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Tabela 13. Valores relativos a concentracéo celular e a velocidade especifica (u,)

de crescimento em funcao do tempo para o ensaio S2

Tempo (h) X (g/L) pe (h)
0 0,38 0,0000
1 0,50 0,0000
2 0,57 0,1727
4 0,48 0,3597
9 276 0,1713
12 414 0,0971
15 478 0,0351
18 4,96 0,0000

6, 1 2 3 4 5 6 039

P + 0,34
55 N\ — | _
E) 029 £
X 4- 1024 5
; ]
= 3 019 2
) 1]
3] -014 o
g 2] 0,09 3

(o) = ]
° 1 // N 10,04 g
* 4 \\ )
0 T T T T T T T T T T _0,01
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
& X(gl)
tempo (h)
——— 1/X*dx/dt

Figura 12. Representacao da concentragao celular (¢) e da velocidade especifica
( — ) da linhagem Candida oleophila cultivada no meio MBAR em

funcao do tempo para o ensaio S2
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Vale lembrar que o estudo da cinética de crescimento foi testado em
diversos meios. A escolha dos meios YMA e MBAR para o estudo da cinética
de crescimento da Candida oleophila baseou-se nos estudos prévios de
cinética de crescimento da Candida guilliermondii, nos meios YMA, MBAR,
MSA e MSB onde os dois primeiros apresentaram melhores resultados.

Em consequéncia disto, decidimos utilizar somente os dois primeiros
meios (YMA e MBAR) para o estudo da cinética de crescimento da Candida
oleophila.

Podemos notar que o perfil da velocidade especifica de crescimento
para a Candida oleophila é similar tanto para o meio YMA quanto para o meio
MBAR. Nas condi¢cbes apresentadas, observou-se para essa linhagem que a
velocidade especifica de crescimento (ux) atingiu um valor maximo de 0,67 h™
no meio YMA e enquanto no meio MBAR, a velocidade atingiu o valor maximo
de 0,36 h™.

Este perfil de velocidade especifica de crescimento foi observado
quando as células se encontravam, em ambos o0s meios, na fase de
crescimento exponencial apos aproximadamente 4 horas do inicio do cultivo,
coincidindo também suas fases de adaptacao celular ao meio (fase lag)*.

Resguardadas todas essas semelhancgas, optou-se por adotar o meio
YMA como meio para o desenvolvimento do crescimento celular para a
Candida oleophila. A razdo dessa escolha deve-se principalmente, ao fato
desse meio ter uma taxa de velocidade de crescimento 55% superior com
relacdo ao meio MBAR, além de apresentar uma concentragdo celular duas
vezes maior, num tempo de cultivo relativamente igual e um perfil de
concentracao celular semelhante ao que se refere a literatura.

Os valores de crescimento celular e velocidade maxima especifica para

0s meios estudados encontram-se resumidos na Tabela 14.
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Tabela 14. Valores maximos de velocidade especifica e concentragao celular nos

meios estudados apos 18 h de cultivo da linhagem Candida oleophila

Meio de Crescimento

Concentragao Celular

Vel. Especifica

(g/L) (h™)
Ensaio S1 (YMA) 9,9 0,6742
Ensaio S2 (MBAR) 4,96 0,3597

41.2 Curva de Crescimento da Linhagem Candida Guilliermondii nos
Meios YMA, MBAR, MSA E MSB

Foram determinadas as curvas de crescimento para Candida
guilliermondii CCT 2625 utilizando os meios de cultura YMA (ensaio S3), MBAR
(ensaio S4), MSA (ensaio S5) e MSB (ensaio S6) em sistema descontinuo,

utilizando as condicdes descritas na Tabela 15.

Tabela 15. Descriciio dos parametros utilizados nos ensaios S3, S4, S5 ¢ S6

Parametros Ensaio S3 Ensaio S4 Ensaio S5 Ensaio S6
Meio de cultura YMA MBAR MSA MSB
Volume de meio 300 300 300 300
(mL)
Duracéo (h) 48 48 48 48
Rotacé&o (rpm) 200 200 200 200
Temperatura (°C) 28 28 28 28
Equipamento Incubador Incubador Incubador Incubador
empregado rotatério rotatério rotatério rotatério
Os resultados experimentais referentes aos ensaios S3, S4, S5 e S6

estdo indicados nas Tabelas 16 a 19 e Figuras 7 a 10.
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Tabela 16.Valores obtidos de concentragao celular no meio YMA com a linhagem

Candida guilliermondii em fungao do tempo para o ensaio S3

Tempo (h) X (g/L)
0 0,10
3 0,23
6 0,22
12 0,34
24 1,69
30 2,07
36 2,18
42 2,81
48 2,84

N

Conc.celular-X(g/L)

o

y = -0,0000533x> + 0,0038218x? - 0,0041697x + 0,1198978

R? = 0,9849167

RN
([2Né) BFE NG BN \CINe) |
! ! ! ! !

tempo (h)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Figura 13. Concentracgao celular (¢) da linhagem Candida guilliermondii no meio

YMA em func¢ao do tempo para o ensaio S3
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Tabela 17. Valores obtidos de concentracao celular no meio MBAR com a

linhagem Candida guilliermondii em fungao do tempo para o ensaio

S4

Tempo (h) X (g/L)

0 0,92

3 0,90

6 4,27
12 4,85
24 4,49
30 4,29
36 4,31
42 5,09
48 5,54

R? = 0,856722

Conc.celular-X(g/L)

0 I T T T T T T T T

y = 0,000428x3 - 0,031336x> + 0,681688x + 0,406640

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
tempo (h)

Figura 14. Concentracgao celular (¢) da linhagem Candida guilliermondii no meio

MBAR em fungao do tempo para o ensaio S4
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Tabela 18.Valores obtidos de concentragao celular no meio MSA com a linhagem

Candida guilliermondii em fungao do tempo para o ensaio S5

Tempo (h) X (g/L)
0 0,21
3 0,28
6 0,32
12 0,37
18 0,38

24 0,46
30 0,60
36 0,81
42 0,94
48 1,05

¥ = 0,00000118x® + 0,00035787x2 + 0,00274852x
2 7 +0,25163602

1.8 - R? = 0,98367377
16

14 -
1,2 -
1 _
0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 4
0 I I I I I I I I I I 1

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

tempo (h)

Conc.celular-X(g/L)

Figura 15. Concentracgao celular (¢) da linhagem Candida guilliermondii no meio

MSA em fungao do tempo para o ensaio S5
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Tabela 19. Valores obtidos de concentragao celular no meio MSB com a

linhagem Candida guilliermondii em fungcdo do tempo para o

ensaio S6
Tempo (h) X (g/L)
0 0,05
3 0,07
6 0,10
12 0,15
18 0,19
24 0,26
36 0,54
48 0,59
07 y =0,0000108x> + 0,0008293x? - 0,0039545x + 0,0712847

R? = 0,9816498

Conc.celular-X(g/L)

0O &5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
tempo (h)

Figura 16. Concentracao celular (¢) da linhagem Candida guilliermondii no meio

MSB em fungao do tempo para o ensaio S6
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Analisando as figuras da concentragao celular versus tempo (Figuras 7
a 10), quando comparados os ensaios S5 e S6 com S3 e S4, nota-se que a
concentragédo celular em 48 horas de cultivo entre os ensaios S5 e S6 nao
apresenta diferengca expressiva ao passo que entre os ensaios S3 e S4,
constatou-se que as células no meio YMA apresentaram um aumento de cerca
de 28 vezes da concentragdo inicial e no meio MBAR apresentaram um
aumento de 6 vezes do valor inicial.

Com base nos resultados de crescimento celular apresentados,
verifica-se que o comportamento nos meios MSA (1,05 g/L) e MSB (0,59 g/L)
diferem sob dois aspectos: quanto a concentragdo celular alcangada (56%
maior para o meio MSA) e quanto ao perfil da curva de crescimento que para o
meio MSB apds 48 horas de cultivo estd se encaminhando para a fase de
declinio ou estacionéria‘“’, enquanto no meio MSA existe uma tendéncia a
continuidade do crescimento celular. Como usamos o método da massa seca
(tem 3.2.5.2 - a) para a obtencdo da concentragdo celular foi possivel o
monitoramento do processo ao longo de seu desenvolvimento, possibilitando
escolher o tempo necessario para a sua duragao.

A respeito dos ensaios S3 e S4, nota-se que a concentragao celular
para o meio MBAR (5,54 g/L) € 51% maior do que para o meio YMA (2,84 g/L),
porém o perfil da curva de crescimento para o meio S4 difere do padréo
esperado para a curva tipica de crescimento celular. Como neste caso
particular esse meio apresentava acido ricinoleico que formava emulsao, isso
pode ter prejudicado as amostras retiradas do caldo pois poderiam conter
diferentes quantidades de acido ricinoleico remanescente. Por isso o0s
resultados apresentados para a concentragédo celular no meio de crescimento
com o acido ricinoleico foram desconsiderados devido sua infidedignidade. Ja
o meio YMA apresentou maior concentracdo celular em condi¢cbes aceitaveis
de cultivo e o perfil de curva de crescimento dentro do padrao esperado.

Vale ressaltar que todos os meios de cultura que continham acido
ricinoleico em sua composi¢cao apresentaram um comportamento bastante

diferenciado dos outros meios. Julgamos que isso tenha ocorrido por dois
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motivos principais: a baixa miscibilidade do acido ricinoleico no meio de cultura
que é aquoso e menor biodisponibilidade do acido graxo comparada ao seu
respectivo éster para a biotransformagao com as linhagens utilizadas.

Estudos realizados por Lee® com o mesmo substrato, demonstraram
que a adi¢ao do acido ricinoleico ao meio de crescimento com S. salmonicolor
logo no inicio do cultivo, diminuiu significativamente a populacdo de
microrganismos disponiveis. Também a populagdo de S.odorus diminuiu
enquanto a concentracdo de acido ricinoleico aumentou no meio de cultivo®.
Além disso, o rendimento de gamadecalactona produzido pela S. salmonicolor
apos 4 dias de cultivo no meio suplementado com 0,06% de acido ricinoleico foi
66,4 mg/L, maior do que no meio sem adi¢do. Por outro lado, quando se
aumentou a concentragdo do acido ricinoleico resultou num decréscimo nos
rendimentos de gamadecalactona (GDL) produzida pelas células de S.
salmonicolor.

O meio YMA, apresenta similaridade quanto ao perfil do crescimento
celular encontrado na literatura em estudos de bioconversdo para a mesma
linhagem®.

Inicialmente, usamos 15 horas como tempo de crescimento microbiano
maximo, mas ao analisar as diversas curvas de crescimento observamos que
este tempo sofria variagdes. Por isso, implementamos os calculos de
velocidade especifica nas diversas rotas de crescimento, como primeira agao
para otimizagao do processo.

A partir dos perfis de concentragdo celular da linhagem Candida
guilliermondii nos meios YMA, MBAR, MSA e MSB, foram determinadas as
velocidades especificas de crescimento celular representadas nas Tabelas 20
a 23 e Figuras 11 a 14, destacando as fases de crescimento através das linhas

verticais pontilhadas.
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Tabela 20. Valores obtidos de concentragao celular e da velocidade especifica da
linhagem Candida guilliermondii cultivada no meio YMA em fun¢éao do

tempo para o ensaio S3

Tempo (h) X (g/L) px (R
0 0,10 0,0000
3 0,23 0,0000
6 0,22 0,0964
12 0,34 0,1878
24 1,69 0,0761
30 2,07 0,0499
36 2.18 0,0303
42 2.81 0,0123
48 2.84 0,0000
3, 1 2 3 4 > 02
d25- /\ E
3 ~015 £
X 2 o
5 Lot &
] (8]
S15- 8
2 1005 @
Q 1. r
o (8]
S A ~U 0 9
3 05- / 2
X
0¢ 005
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
¢ []1X(9L)
tempo (h) —— XX/

Figura 17. Representagcao da concentracao celular (¢) e da velocidade especifica
( — ) da linhagem Candida guilliermondii cultivada no meio YMA em
funcao do tempo para o ensaio S3
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Tabela 21. Valores obtidos de concentracdo celular e de velocidade especifica
no meio MBAR com a linhagem Candida guilliermondii em fungao do

tempo para o ensaio S4

Tempo (h) X (g/L) i (h™)

0 0,92 1,6764

3 0,90 0,2316

6 4,27 0,1017

12 4,85 0,0238

24 4,49 0,0000

30 4,29 0,0000

36 4,31 0,0208

6, 4 5 18
J5 5=
) N 12 A
X 4 178
o +09 ‘%
83 @
= +06
92 w
g 103 §
g S
o1 -0 S
0 T T T T T '0,3
5 20 25 30 35 40
X(glL
tempo (h) * (L)
— 1/XdX/dT

Figura 18. Representacao da concentragao celular (¢) e da velocidade especifica
( —) da linhagem Candida guilliermondii cultivada no meio MBAR em
funcao do tempo para o ensaio S4
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Tabela 22. Valores obtidos de concentracdo celular e de velocidade
especifica no meio MSA com a linhagem Candida guilliermondii em

funcao do tempo para o ensaio S5

Tempo (h) X (g/L) px (h)
0 0,21 0,0109
3 0,28 0,0185
6 0,32 0,0246
12 0,37 0,0324
18 0,38 0,0353
24 0,46 0,0352
30 0,60 0,0337
36 0,81 0,0315
42 0,94 0,0292
48 1,05 0,0267
1,2 2 3 4 - 0,04
5 1 _— 0,035 g
2 +003 §
E 081 > 0,025 ‘§
306 002 g
£ o &
@) ’ [
O 02+ 0005 >
0 I I I I I 0
0O 10 20 30 40 50 60
tempo(h) ¢ X@L)
—— 1/ XdXdT

Figura 19. Representag¢ao da concentragao celular (¢) e da velocidade especifica
( — ) da linhagem Candida guilliermondii cultivada no meio MSA em
funcao do tempo para o ensaio S5
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Tabela 23. Valores obtidos de concentracdo celular e de velocidade especifica
no meio MSB com a linhagem Candida guilliermondii em fun¢ao do

tempo para o ensaio S6

Tempo (h) X (g/L) px (h7)
0 0,05 0,0000
3 0,07 0,0109
6 0,10 0,0643
12 0,15 0,0905
18 0,19 0,0748
24 0,26 0,0564
36 0,54 0,0275
48 0,59 0,0017

- 0,1
/\ - 0,09
- 0,08
- 0,07
- 0,06
- 0,05
* - 0,04
- 0,03
)/ - 0,02
- 0,01
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

tempo (h)

Conc. celular - X (g/L)
Veloc.especifica (1/h)

¢ [1X(@L)
—— 1/X*dX/dt

Figura 20. Representacao da concentragao celular (¢) e da velocidade especifica
( — ) da linhagem Candida guilliermondii cultivada no meio MSB em
funcdo do tempo para o ensaio S6
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A velocidade especifica de crescimento atingiu um valor maximo de
0,19 h™ no meio YMA; 1,68 h™" no meio MBAR; 0,15 h™ no meio MSA e 0,09 h”
no meio MSB. Quanto a concentragéo celular, o ultimo meio apresentou a
menor concentracdo em biomassa (0,54 g/L). Além de demonstrar um perfil de
aumento celular apdés 48 horas de cultivo (Figura 14) , ressaltamos que as
células do meio MSB continuam se multiplicando porém com velocidade cada
vez menor.

Os meios salinos MSA e MSB foram adotados com adi¢cao de extrato
de levedura (3 g/L), a fim de incrementar o meio de cultivo utilizado por
Endrizzi®, igualando as quantidades de extrato de levedura do meio YMA
utilizado nesse trabalho.

A partir deste comportamento, ressalta-se que a velocidade maxima de
crescimento celular no meio YMA, coincide com a fase exponencial de
crescimento que ocorre em torno de 12 horas de cultivo.

Ja no meio MBAR e meio MSA o perfil da velocidade especifica de
crescimento apresenta um comportamento do tipo decrescente ao longo do
crescimento que pode ser observado nas Figuras 12 e 13. Para o meio MBAR,
o comportamento de reducdo na velocidade maxima de crescimento celular
pode ter ocorrido, devido a facil adaptagcdo das células ao meio,
impossibilitando o monitoramento de todas as fases de crescimento ao longo
do desenvolvimento celular.

Baseados nesta analise e em estudos desenvolvidos por Dias (2001)°",
em meio de cultivo similar ao desse trabalho e usando a mesma linhagem,
identificou-se que o meio YMA apresentou melhores condicbes para o
desenvolvimento do crescimento celular com a linhagem Candida guilliermondii
0 mesmo acontecendo para a Candida oleophila.

Os valores de velocidade especifica para os meios estudados

encontram-se resumidos na Tabela 24.
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Tabela 24. Valores maximos de velocidade especifica e concentragido celular
encontrados nos meios estudados em 48 horas de cultivo da

linhagem Candida guilliermondii

Meio de crescimento | Concentracao celular | Velocidade especifica
(g/L) (h™)

Ensaio S3 (YMA) 2,18 0,1878
Ensaio S4 (MBAR) 4,31 1,6764
Ensaio S5 (MAS) 0,81 0,1524
Ensaio S6 (MSB) 0,54 0,0906

Esse mesmo microrganismo em condi¢des similares de cultivo®’,
mostrou valores de velocidade maxima especifica inferiores ao desse trabalho,
pois no trabalho de Dias, o valor encontrado foi 0,029 h™".

Apos a analise dos dados obtidos estabeleceu-se como 15 horas
(correspondente a fase exponencial de crescimento) o tempo de cultivo em
incubador rotatério para o preparo do indculo para o meio de biotransformacéao
e a utilizaggo do meio YMA como meio de cultivo para desenvolver o

crescimento celular.

4.1.3 Avaliacao da Relacdao entre Linhagem Utilizada e Crescimento

Celular

Analisando-se os perfis do comportamento do crescimento celular e do
comportamento cinético das duas leveduras Candida oleophila e Candida
guilliermondii, constatamos que ambas possuem bem definidas todas as fases
inerentes ao processo de crescimento celular*® principalmente no meio YMA.

Ressaltamos que a linhagem Candida oleophila atinge uma velocidade
especifica maxima de crescimento igual a 0,6742 h™ apds 3 horas do inicio do
cultivo no meio YMA coincidindo com a fase exponencial de crescimento
celular conforme indicado na Tabela 14. Para a linhagem Candida

guilliermondii , a velocidade especifica maxima de crescimento atinge um valor
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igual a 0,1878 h™' e também coincide com a fase de crescimento exponencial
da levedura, ocorrendo contudo ap6s 12 horas do inicio do cultivo (Tabela 24).
Observa-se que o perfil cinético das duas leveduras é semelhante,
porém a adaptagdo da linhagem Candida oleophila a0 meio de crescimento
ocorreu mais rapidamente e a concentracédo de biomassa foi 70% maior (ou 3
vezes) ao término do cultivo, representando maior eficiéncia para o processo

de crescimento celular em comparagéo com a linhagem Candida guilliermondii.

4.1.4 Comportamento do pH nos Diferentes Meios de Crescimento

Sabe-se que a propor¢gdo de lactonizagdo pode depender da
acidificagao causada no meio de cultura pelas leveduras. Durante a incubacéo,
as espécies podem ser capazes de acidificar o meio, mas este nao € um fator
limitante para a producdo de gamadecalactona (GDL) para algumas linhagens.
Estudos mostram que algumas linhagens de Candida (Candida famata e
Candida succiphila) ndo produzem nenhuma gamadecalactona (GDL) no meio
nao acidificado, outras como a Pichia guilliermondii produzem a mesma
quantidade de gamadecalactona (GDL) no meio com ou sem acidificacdo®.

Neste trabalho o pH foi monitorado ao longo do tempo para os quatro
meios utilizados para crescimento celular da Candida guilliermondii além
daquele desenvolvido durante as biotransformagdes das linhagens estudadas.

Observou-se o mesmo pH inicial ( em torno de 6,7) para os meios MSA
e MSB, ocorrendo um ligeiro aumento no pH do meio MSB entre 24 e 30 h
(Tabela 25) , com um abaixamento subsequente até 48 h, chegando em torno
de pH=6,65. Ja para o meio MSA, ocorreu um declinio regular e constante do
inicio ao final das 48h, atingindo um pH de 5,8.

Observou-se que houve uma diminuicdo no valor do pH de 7,66 para
5,92 e de 7,17 para 6,30 para os meios YMA e meio MBAR, respectivamente.
Notou-se uma pequena oscilagdo no comportamento do pH do meio MBAR,
provavelmente ocasionada pela presenga do acido ricinoleico no meio de

crescimento. Este meio foi preparado para avaliar como seria o perfil de
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crescimento tendo o substrato — acido ricinoleico — como Uunica fonte de
carbono e como seria a adaptagao celular ao mesmo.

Comparando-se com trabalhos ja desenvolvidos com outras linhagens
de leveduras, o comportamento do pH da Candida guilliermondii nos meios
estudados ficou dentro do esperado, embora para as Candidas exploradas por
OKUI (1963)" — entre elas a Candida guilliermondii — o valor do pH do meio
variou de pH inicial de 6,8; 6,4 apos 48h; e 7,8 apos 72h, contrariando os
resultados obtidos nesse trabalho.

Ja ENDRIZZI (1995)° obteve importantes variacdes de pH com a
Candida intermedia: um pH inicial de 5,6 que alcangou em torno de 3,0 apés
48h de incubagdo. No caso dos estudos de CHEETHAM (1990)°?, os
microrganismos Rhodotorula glutinis e Sporobolomyces odorus, o crescimento
celular foi 6timo a pH 6,5 — 7,0, mas para a produgdo de gamadecalactona
(GDL), ocorreu a pH alcalino (7,5-8,5).

Os resultados encontrados s&o mostrados na Tabela 25.

Tabela 25. Valores de pH encontrados nos meios de crescimento utilizados com

a linhagem Candida guilliermondii em fungao do tempo

Tempo (h) pH pH pH pH
Ensaio S3 Ensaio S4 Ensaio S5 Ensaio S6
(YMA) (MBAR) (MSA) (MSB)
0 7,66 7,17 6,7 6,74
3 7,48 7,19 6,65 6,78
6 7,05 7,16 6,75 6,86
12 5,94 7,07 6,67 6,9
18 6,45 7,07 6,66 6,92
24 572 6,92 6,57 6,97
30 5,64 7,20 6,44 6,97
36 5,46 7,26 6,16 6,7
42 5,74 7,02 5,92 6,74
48 5,92 6,30 5,81 6,65
Variagao 6,31 £ 0,81 7,04 £0,28 6,43 + 0,37 6,82 £ 0,12
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Figura 21. Representacao dos valores de pH encontrados nos diferentes
ensaios com os meios de crescimento utilizados com Candida
guilliermondii

A partir de uma interpretagdo biotecnoldgica, para a analise dos
resultados acima, podemos observar que os pHs sofreram pequenas variagdes
ao longo do crescimento celular, nos quatro meios estudados concluindo que
nao alteram os perfis dos comportamentos ao longo dos ensaios. Conforme

varios estudos ja desenvolvidos®°"%?

, essas leveduras podem atuar numa
determinada faixa de pH sem prejuizo para o rendimento da concentragao
celular.

Por este motivo, ndo repetimos o monitoramento durante o crescimento
celular com a linhagem Candida oleophila, comportamento confirmado pelo
estudo desenvolvido por OKUI’ que também ndo detectou uma alteragdo

significativa do pH no meio de crescimento.
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4.1.5 Comportamento do pH nos Diferentes Meios na Fase de
Biotransformacao

Quanto ao comportamento do pH durante a fase de biotransformacao,
isto &, durante a degradagcdo de um substrato por um determinado
microrganismo, observou-se uma similaridade quanto ao pH inicial de cultivo da
Candida oleophila (em torno de 6,2) utilizando como substrato tanto o acido
ricinoleico quanto o ricinoleato de metila ( rotas COAR e CORM). A variagao de
pH ocorrida ao longo da biotransformacao foi desprezivel.

Ja no ensaio envolvendo a Candida guilliermondii utilizando os
mesmos substratos, isto €, acido ricinoleico (CGAR) e ricinoleato de metila
(CGRM), o primeiro inéculo iniciou com pH=6,7 e o segundo com pH=5,5,
diferentemente do ocorrido durante o crescimento celular, os pHs dos meios de
biotransformacgao sofreram um ligeiro aumento, atingindo pH=7,0 em ambas as
rotas, ndo saindo da faixa de pH em que normalmente ocorre a
biotransformacgao quando se utiliza leveduras.

A anadlise do comportamento do pH nos diferentes meios de

biotransformacgao encontra-se resumida na Tabela 26.

Tabela 26. Valores de pH encontrados no meio de biotransformacao para os
ensaios COAR, CORM, CGAR e CGRM

pH pH pH pH

Tempo (h) Ensaio G1 Ensaio G2 Ensaio G3 Ensaio G4
(COAR) (CGAR) (CORM) (CGRM)

0 6,34 6,74 6,2 5,43

12 6,46 6,69 6,24 5,49

18 6,48 6,72 6,18 5,65

24 6,51 6,77 5,88 6,12

36 6,52 6,71 5,65 6,17

48 6,52 7,04 5,87 6,93
Variagdo | 6,41 + 0,11 6,78 + 0,13 | 6,00 + 0,24 | 6,07 + 0,56
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Figura 22. Representacao da variagdo do pH para os ensaios COAR, CORM,
CGAR e CGRM

4.2DETECGAO DA GAMADECALACTONA PRODUZIDA NA
BIOTRANSFORMAGAO DO ACIDO RICINOLEICO E DO RICINOLEATO
DE METILA POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Uma vez determinadas e otimizadas as condi¢gdes para o melhor tempo
de desenvolvimento do crescimento celular e comportamento do pH dos meios
de crescimento e biotransformacédo, o préximo passo foi a detecgdo por
cromatografia gasosa da possivel presenga de gamadecalactona produzida
pela biotransformacao do acido ricinoleico e do ricinoleato de metila utilizando
Candida oleophila e Candida guilliermondii.

Todas as amostras submetidas a analise por cromatografia gasosa
foram preparadas retirando-se aliquotas do meio de biotransformacao a
diferentes tempos (t = Oh, t = 12h, t = 18h, t = 24h, t = 36h, t = 48h), acidificadas
e lactonizadas a quente, seguindo o procedimento adotado por OKUI’, pois
espera-se que o acido 4-hidroxidecandico resultante da p-oxidagdo do acido
ricinoleico, sofra lactonizacdo apds o processo de biotransformacao. Este

procedimento foi adotado quando utilizamos as leveduras Candida oleophila e
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Candida gquilliermondii. Porém, com o desenvolvimento da biotransformacao
nos meios MBAR (meio de biotransformagao com acido ricinoleico) e MBRM
(meio de biotransformagcdo com ricinoleato de metila) pela Candida
guilliermondii, nenhum sinal referente a formacédo de gamadecalactona foi
detectado.

Para as amostras retiradas do meio de biotransformagao utilizando a
levedura Candida oleophila, quando o mesmo apresentava como substrato o
acido ricinoleico, observou-se a formagdo de gamadecalactona nas amostras
coletadas nos tempos: 30 min., 10 h, 18 h, 24 h e 34 h. O cromatograma da
amostra coletada no tempo 24h, € mostrada na Figura 17; os demais sao

semelhantes.

Scan: 1 to 594 Scale TIC: 873694 MC: 74000

} r\ f} M\’M’—m,. .
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J P U S — —. 85k 1,0 *x
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4,03 10. 66 17.33 24.00 30. 66

Figura 23. Cromatograma da amostra coletada no t=24h no meio de
biotransformagao com a linhagem Candida oleophila e o acido
ricinoleico
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Figura 24. Espectro de massa da gamadecalactona padrao

Observou-se um discreto aumento no pico correspondente a
gamadecalactona (tempo de retencédo 15,90 min.) com o passar do tempo.
Apods 48h nao ha mais sinais de gamadecalactona (GDL), o que sugere que a
lactona formada no caldo de fermentacdo foi totalmente consumida ou
degradada. Os cromatogramas das amostras foram comparados com aquele
utilizando-se padrdo de gamadecalactona, cujo espectro de massa esta

representado na Figura 18. O espectro de massa da gamadecalactona (GDL),
ndo apresenta ion molecular [M*] em m/z = 170, sendo que o pico base

aparece a m/z = 85, correspondente a fragmentagdo da gamadecalactona em

duas partes, conforme Esquema 5.
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Figura 25. Fragmentacao da gamadecalactona em dois picos base de m/z= 85
u.m.a.

Outro pequeno pico em m/z = 128, corresponde a perda do fragmento
ibnico m/z = 42, provavelmente correspondente ao fragmento CH; = C=0
(ceteno). Nao se quantificou a gamadecalactona (GDL) formada.

Como as anadlises cromatograficas realizadas com o acido ricinoleico
nao revelaram presenga expressiva de gamadecalactona (GDL) no meio de
biotransformacgao, decidiu-se utilizar como substrato o ricinoleato de metila,
baseado nos estudos realizados por Endrizzi® e pela maior biodisponibilidade
apresentada por esse substrato quando esta presente no meio de
biotransformacao.

A biotransformacgéo do ricinoleato de metila nesse trabalho, ocorreu da
mesma forma ja mencionada para o acido ricinoleico, centrifugando as células
do meio de crescimento e transportando-as para o meio de biotransformacao.

Apos um periodo pré-determinado de 15h de crescimento celular, ja no
meio de biotransformacao foram retiradas aliquotas de 20 mL nos tempos: Oh,
12h, 18h, 24h, 36h e 48h, respeitando-se o limite de 10% de conteudo retirado
de cada frasco de fermentacao, porém nao foi detectada nenhuma producao de
gamadecalactona (GDL) por cromatografia gasosa nas condigoes

experimentais adotadas.
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Em um dos trabalhos de Okui 7,0 ricinoleato de metila permite o
crescimento da Candida intermedia, mas as linhagens C.molischiana e C.rhagii
que produzem lactona, ndo s&o capazes de manter suas biomassas
(diminuicdo da massa seca durante a incubagado). Para estas linhagens, a
degradacgédo do ricinoleato de metila pela p-oxidagdo poderia estar sendo
blogueada na etapa do acido 4-hidroxidecanodico, que é lactonizada a
gamadecalactona (GDL) ou na etapa do acido 2-hidroxioctandico.

Como o ricinoleato de metila € a unica fonte de carbono no meio de
bioconversédo, ele pode, dependendo da espécie de levedura, ser usado
somente para produgédo de biomassa e/ou para produgao de gamadecalactona
(GDL). Como exemplo, podemos citar a Candida famata que utiliza-o para
suprir a energia necessaria para o crescimento porém nao o converte em
composto aromatico enquanto a Pichia guilliermondii parece apenas converté-
lo a gamadecalactona (GDL), embora os rendimentos nao sejam muito
expressivos. Estudos realizados por Endrizzi e sua equipe® (Laboratoire de
Biotechnologie, Dijon, France), mostraram que o consumo de
aproximadamente 3g/L de ricinoleato de metila permite a produgdo de 200
mg/L de gamadecalactona (GDL) pela Pichia guilliermondii e somente 40 mg/L
pela Candida intermedia. Em vista deste panorama, tem-se subsidios para o
fato de o ricinoleato de metila ndo ser metabolizado a gamadecalactona (GDL)
pela Candida oleophila.

Outra hipotese € que algumas linhagens podem ndo possuir a
capacidade de produzir a lactona®”®°®. Qutras linhagens como, por exemplo, a
C. intermedia é capaz de consumir a gamadecalactona apos té-la produzido; a
C. succiphila nao parece utilizar o ricinoleato de metila nem para o crescimento
celular nem para a produgédo de gamadecalactona e a C. famata utiliza-o como
suplemento energético para seu crescimento.

Uma duvida entdo recai sobre o consumo total do acido ricinoleico, a
saber: se inicialmente foram colocados 10 g/L de acido ricinoleico no meio de
biotransformacao e o rendimento final da lactonizacdo nao corresponde a esta
concentracdo, quais as possiveis causas do consumo e/ou desaparecimento

deste acido ?
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A literatura cita que a baixa producéo de gamadecalactona (GDL)** em
alguns casos deve-se ao fato de o acido ricinoleico ser a unica fonte de C em
alguns meios de biotransformagdo, como é o caso desse trabalho, dai parte
deste acido é usado para manutencgao do crescimento das funcdes celulares. A
levedura Yarrowia lipolytica é capaz de crescer durante a biotransformacgao.

Outros estudos®® ainda evidenciaram que o acido ricinoleico pode ser
facilmente convertido ao acido 4-hidroxidecandico ou a gamadecalactona,
porém por causa da grande toxicidade do acido graxo livre, deve-se tomar
grande cuidado na sua adi¢ao para a fermentacgao.

Observou-se no trabalho de Gatfield® que o acido 4-hidroxidecansico
formado pode além de formar a gamadecalactona, seguir outras duas rotas
para formagéo da 2-decen-4-olida ou sofrer B-oxidagdo com Candida lipolytica,
como mostra o Esquema 6, o que pode contribuir para o baixo rendimento da

gamadecalactona (GDL).
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Esquema 5. Diferentes formas de degradacao do acido 4-hidroxidecanodico por
leveduras.

Outro fator que pode ter contribuido para a ndo detecgdo ou baixa
producdo da gamadecalactona (GDL) foi a utilizacdo de sistema descontinuo
neste trabalho. Maume®® observou que a produgao de gamadecalactona (GDL)
foi alta quando o substrato (6leo de ricino) estava presente desde o comecgo da

fermentacdo e continuou sendo adicionado em estagios mais adiantados,
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tornando a fermentacao estavel. Isto demonstra que o processo da B-oxidagao

e 0 consumo do acido graxo podem ocorrer através de indugao continua.

4.3 QUANTIFICAGAO DO ACIDO RICINOLEICO POR CROMATOGRAFIA
GASOSA

Construiu-se curvas de calibragdo para o acido ricinoleico, uma vez
otimizadas as condi¢cbes de detec¢ao por cromatografia gasosa para avaliar a
quantidade de acido ricinoleico remanescente no meio de cultura.

Através das curvas padrdes objetivou-se avaliar a quantidade de acido
ricinoleico (convertido a ricinoleato de metila) remanescente no meio de
biotransformacao.

N&o foi possivel detectar o acido ricinoleico por cromatografia gasosa
devido a coluna disponivel do aparelho ndo ser apropriada para quantificar
acidos carboxilicos. Portanto as amostras que continham acido ricinoleico
foram esterificadas e silanizadas antes de submetidas & deteccdo*’. Tanto para
0s processos de crescimento quanto para os de biotransformacéo, preferiu-se
a utilizacao do éster derivado do acido ricinoleico.

As curvas analiticas foram obtidas pelo método do padréo interno®®,
por ser um método que independe de pequenas mudangas em variaveis
experimentais como temperatura da coluna, fluxo do gas de arraste,
quantidade de amostra e conhecimento exato dos volumes injetados, que
prejudiquem a analise quantitativa.

O padréo interno utilizado foi o estearato de metila (item 3.2.7.6) do
qual foram adicionados 100uL a cada solugdo de gamadecalactona e acido
ricinoleico esterificado a ser injetada para construgdo da curva de calibragéo.

A faixa de concentracdo usada para construir a curva analitica foi de 50
a 250 mg.L™" para a y-decalactona e de 100 a 500 mg.L™" para o ricinoleato de
metila. As solu¢des foram injetadas em triplicata e calculado o desvio padréo
e o desvio padrdo relativo®’. Os baixos valores de desvio padrdo relativo

demonstram que foi obtida uma boa precisdo das medidas. Apds determinadas
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as areas dos picos, foram construidos graficos relacionando-se a razao entre a
area do analito e a area do padrao interno (As/Ap|) contra a massa do analito
dividida pela massa do padrao interno (ma/mp;). O programa estatistico utilizado
para construir os graficos e encontrar as equagdes da reta foi o Origin 4.1.

As curvas de calibragcdo encontradas para cada solugao estéo

representadas pelas Tabelas 27 e 28 e Figuras 19 e 20.

Tabela 27. Relagao de A./Ap € ma/mp, das solugoes de acido ricinoleico injetadas
em triplicata para a construg¢ao da curva analitica usando método de

padronizagao interna.

(ma/mpl)? (Aa/Apl)® Média DP® DPR®
1 0,522 0,503 0,515 0,5133 | 9,99x10° | 1,04
2 1,288 1,212 1,175 1,226 | 548x102 | 4,46
3 1,865 1,861 1,829 1,851 | 4,46x102 | 1,79
4 2,447 2,558 2,480 2,480 | 2,25x10% | 0,90
5 3,268 3,165 3,180 3,180 | 1,17x10" | 3,67

ma-massa do ricinoleato de metila
®mp; — massa do padrao interno
®Aa- area do ricinoleato de metila
A - drea do padrao interno

°DP — desvio padrao

YDPR — desvio padrao relativo
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Figura 26. Curva analitica do acido ricinoleico (como ricinoleato de metila) na
faixa de concentracdo de 100 mg.L" até 500 mg.L" usando o
método de padronizacao interna. O padrao interno utilizado foi o
estearato de metila.

3)

A equacao da reta obtida através dos dados acima fc
Y =-0,12616 + 0,65874 x
R=0,99971

desvio padrao relativo = 0,02921

Tabela 28. Relagao de A./Ap € ma/mp das solugdes de gamadecalactona
na faixa de concentragdo de 50 mg.L"até 250 mg.L™" injetadas
em triplicata para a construgao da curva analitica usando o
método de padronizacao interna.

(ma/mpi)® (Aa/Apl)® Média DP° DPR®
0,5 0,321 0,305 0,268 0,298 0,027 9,09
1,0 0,964 0,863 0,684 0,837 0,141 11,60
1,5 1,308 1,240 1,520 1,356 0,140 10,30
2,0 1,878 1,686 2,224 1,929 0,272 14,10
2,5 2,338 2,295 2,175 2,269 0,084 3,70
¥ma-massa do ricinoleato de metila mp; — massa do padrdo interno
®Aa- area do ricinoleato de metila Ap- drea do padrao interno

°DP — desvio padrao YDPR — desvio padrao relativo
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Figura 27. Curva analitica da gamadecalactona na faixa de concentragido de 50
mg.L" até 250 mg.L™" usando o método da padronizagdo interna. O
padrao interno utilizado foi o estearato de metila

A equacao da reta obtida através dos dados acima foi:
Y =-0,1724 + 1,0068 x (4)
R=0,99708

desvio padrao relativo = 0,07036

4.4 LIMITE DE DETECGAO E LIMITE DE QUANTIFICAGCAO

O limite de detecgdo foi definido como a concentragdo de
gamadecalactona e acido ricinoleico esterificado que produz um sinal no
detector igual a trés vezes o nivel de ruido da linha base determinado para a
coluna DB-1 pelo método de diluicbes sucessivas. O limite de quantificacao foi
definido pelo intervalo de concentracdo no qual a intensidade da resposta do
detector é diretamente proporcional a concentracdo da amostra®.

O limite definido como a mais baixa concentracdo de um

analito/amostra que pdde ser estatisticamente distinguido de um branco foi de
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10 mg.L™" para a gamadecalactona e de 25 mg.L™" para o &cido ricinoleico
esterificado.

O limite de quantificacdo definido como a menor concentragdo para
medidas quantitativamente precisas foi obtido a partir das concentracdes de 50
mg.L”" para a gamadecalactona e 100 mg.L" para o &cido ricinoleico

esterificado.

4.5 QUANTIFICAGAO DA GAMADECALACTONA E DO ACIDO
RICINOLEICO ESTERIFICADO

As amostras extraidas durante a biotransformacgao nos tempos Oh, 12h,
18h, 24h e 36h, e tratadas conforme descrito no Capitulo 3, item 3.2.7, foram
injetadas no cromatégrafo em triplicata. Apés a area do acido ricinoleico
esterificado e do padrdo interno serem obtidas por integragdo automatica,
determinou-se as razbes entre a area do ricinoleato de metila e a area do
padrao interno (As/Api). Interpolando as médias de Ai/Ap nas curvas analiticas
obtidas no item 4.3., determinou-se a razao m,/mp,. Multiplicando esta razao
pela massa de padrdo interno adicionado similarmente a cada amostra,
calculou-se a concentragdo em miligramas por litro do ricinoleato de metila
presente em cada tempo de extracdo. Os resultados encontrados estédo

demonstrados nas Tabelas 29 e 30.
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Tabela 29. Relagao entre areas do analito acido ricinoleico esterificado e do
padrao interno (A./Ap) para a injecao em triplicata das amostras e
respectivas concentragées de acido ricinoleico esterificado

encontradas nas amostras nos tempos de 0 a 36 horas.

Tempo A./Ap Média DP DPR C_o_ncentragéo

ricinoleato de

(h) metila(mg.L™")*
0 0,236 | 0,227 0,216 0,226 | 53,49 | 1,02x107? 4,51
12 0,119 | 0,127 0,114 0,120 | 37,30 | 6,84x10? 5,70
18 0,190 | 0,165 | 0,180 | 0,180 | 46,50 | 1,32x10 7,33
24 0,364 | 0,355 | 0,417 | 0,378 | 76,59 | 8,32x10 8,78
36 0,122 | 0,125 0,115 0,121 37,53 | 5,02x103 4,16

NOTA * Valores obtidos a partir da equacao (2) para o acido ricinoleico esterificado.

Multiplicando a razdo (mJ/mp;) pela massa do padrao interno mp
conhecido, obtém-se o valor da massa do acido ricinoleico esterificado em
cada tempo de extragdo através da seguinte férmula: ma = ma/mp; X mp;  (5)

O calculo do desvio padrao relativo ficou abaixo de 10% para todas as
amostras, demonstrando uma boa reprodutibilidade e precisdo das medidas,
validando o método do padrdo interno como técnica de quantificacdo das

amostras.
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CAPIiTULO V

5 CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos, nos permite chegar a algumas
conclusdes a respeito do processo de biotransformacado do acido ricinoleico e
do ricinoleato de metila na presenca das leveduras Candida oleophila e
Candida guilliermondii.

Quanto a determinagdo das curvas de crescimento e velocidade
maxima especifica das linhagens estudadas em diferentes meios de cultivo foi
possivel concluir pelo estudo da cinética de crescimento da levedura Candida
guilliermondii nos meios YMA, MBAR, MSA e MSB que os dois primeiros
apresentaram melhores rendimentos para o crescimento celular. Analisando-se
os perfis do comportamento celular e cinético da Candida guilliermondii nos
quatro meios utilizados, o meio YMA é o que apresenta ambos os
comportamentos bem definidos em todas as fases pertencentes ao processo
de crescimento celular. A partir dessa constatacéo, optou-se pelos meios YMA
e MBAR para o estudo da cinética de crescimento da Candida oleophila
escolhendo-se também o meio YMA como meio de cultivo de crescimento por
apresentar maior concentragdo celular quando comparada ao cultivo no meio
MBAR, um perfil semelhante ao que se refere a literatura e uma taxa de
velocidade maxima especifica de crescimento 53% superior com relagédo ao
meio MBAR.

Confrontando todos os aspectos analisados quanto ao crescimento
celular das leveduras Candida oleophila e Candida guilliermondii, observou-se
que para o meio YMA, a taxa de velocidade especifica maxima de crescimento
da Candida guilliermondii foi 0,1878h™ e da Candida oleophila foi 0,674h™ e a
concentragao celular para a Candida guilliermondii atingiu 2,18 g/L e para
Candida oleophila 9,9 g/L até o término do cultivo.

A partir desse perfil, pudemos constatar que a linhagem Candida

oleophila apresentou maior eficiéncia no processo de crescimento celular,
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gerando alta concentracdo de biomassa e um perfil de velocidade maxima
especifica de crescimento que permite identificar a fase de crescimento
exponencial da levedura.

Quanto ao monitoramento do pH conclui-se que as oscilacbes
ocorridas neste trabalho conforme Tabelas 25 e 26 nao alteraram os perfis dos
comportamentos ao longo dos ensaios, pois conforme estudos®®?, essas
leveduras podem atuar em determinadas faixas de pH sem prejudicar o
rendimento do processo, tanto que a oscilacdo entre os valores de pH ocorrida
no meio de crescimento e no meio de biotransformacao foi em torno de 0,76
pontos.

Quanto ao comportamento da linhagem Candida guilliermondii utilizada
no meio contendo acido ricinoleico como substrato, observou-se a ineficiéncia
dessa levedura na produgao de gamadecalactona (GDL); fato observado em
outros trabalhos’. N&o foi possivel detectar a presenca de gamadecalactona
(GDL) em nenhuma das amostras retiradas ao longo do processo de
biotransformagdo com o acido ricinoleico com esta levedura. Embora seja
apenas uma constatacdo sensorial € ndo uma analise qualitativa, todas as
amostras exalaram cheiro semelhante ao da gamadecalactona (GDL) padrao
adquirida da empresa Duas Rodas — Jaragua do Sul (SC).

Quando com a Candida guilliermondii se utilizou como substrato o
ricinoleato de metila, também ndo se observou a presengca de
gamadecalactona (GDL).

Quando a levedura utilizada foi a Candida oleophila em meio de
biotransformagao com &acido ricinoleico, foi detectado por cromatografia gasosa
formagdo de gamadecalactona, em pequena quantidade, porém nao foi

quantificado. Este resultado nos remete a algumas evidéncias:

a) a concentracdo da gamadecalactona produzida apresentou baixo

limite de deteccéo;

b) A gamadecalactona produzida foi totalmente consumida ou

degradada no caldo de fermentagéo ou;
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c) Ocorreu interrupcéo da degradacao do acido ricinoleico em algum

estagio intermediario da biotransformacgao a gamadecalactona.

Quanto a quantificagdo da GDL e do acido ricinoleico esterificado, o
célculo do desvio padrdo mostrou que o mesmo ficou abaixo de 10% para
todas as amostras, demonstrando uma boa reprodutibilidade e precisao das
medidas, validando o método do padrao interno como técnica de quantificagcao

das amostras.

5.1 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DESSE TRABALHO

Sugerimos que as proximas etapas sejam desenvolvidas levando-se
em conta os resultados e comportamentos encontrados nestes preliminares
para avaliar se a baixa produgédo de gamadecalactona (GDL) ocorreu devido as
condicdes do meio de cultura e condigdes experimentais utilizadas e para isto

sugere-se:

» Realizar o estudo com diferentes concentracbes de substrato,
tanto para o acido ricinoleico como para o ricinoleato de metila com as duas

linhagens estudadas;

»  Testar o uso de um processo continuo de inoculagdo dos meios

de cultivo;

»  Prolongar os tempos de biotransformacdo para monitorar as

quantidades de produto encontrado;

»  Quantificar a concentragdo de glicose no meio de cultivo, pois
conforme Dufossé (1998), ela € um dos fatores limitantes para a producao de

gamadecalactona;
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»  Quando possivel, reduzir os tempos entre a retirada das amostras

e a analise por cromatografia gasosa (sistema “on-line”).

»  Ultilizar antiespumantes como o Tween 80, para evitar a formagao
de emulsdo nos meios de cultura inoculados com substratos como o acido

ricinoleico.



Referéncias Bibliograficas 99

REFERERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.BERGER, R.G. Aroma Biotechnology. Berlin: Springer Verlag, 1995.

2.BELIN, J.M.; BENSOUSSAN, M.; SERRANO-CARREON, L. Microbial biosynthesis
for the production of food flavours. Trends in Food Science & Technology, v.3, p.11-
14.1992.

3.SCHREIER, P. Aspects of biotechnological production of food flavours. Food
Reviews International, v.3, f.5, p.289-315.1989.

4. HANSSEN,H.-P; Fermentative Gewinnung von Duft-und Aromastoffen aus
Pilzkulturen. GIT Fachz. Lab.,v.33, n.10, p.996-1004. 1989.

5.WINK, J.; LOTZ, A ; PRAVE, P. Biotechnologisch hergestellte Aromastoffe. Biotech-
forum, v. 4, p.235-238.1987.

6.DUFOSSE, L. et.al. Production of y-Decalactone and 4-Hydroxy-Decanoic Acid in the
Genus Sporidiobolus. Journal of Fermentation and Bioengineering, v.86, n.2,
p.169-173.1998.

7.0KUI, S.; UCHIYAMA, M.; MIZUGAKI, M. Intermediates of the Oxidative Breakdown
of Ricinoleic Acid by Genus Candida. The Journal of Biochemistry, Sendai, v.54, n.
6,p.536-541.1963.

8.ENDRIZZI, A; BELIN, J.M. Bioconversion of methyl ricinoleate to 4-hydroxy-decanoic
acid and to y-decalactone by yeasts of the genus Candida. J. Basic Microbiol, v.35,
n.5, p.285-292. 1995.

9.FABER, K. Biotransformations in Organic Chemistry. 3.ed. Berlin: Springer, 1997.

10.PATTERSON, R.L.S. et.al. Bioformation of Flavours. ed. Cambridge:The Royal
Society of Chemistry, 1992.

11. TRAMPER, J. Chemical versus Biochemical Conversion: When and How to Use
Biocatalysts. Biotechnology and Bioengineering, v.52, p.290-295.1996.

12.BORZANI, W. Cinética de Reagbdes Enzimaticas. In: et.al.Biotecnologia
Industrial. 1 ed. Sdo Paulo: Edgard Bllcher Ltda, 2001.v 1.p.197-216.

13.HISS,H. Cinética de processos fermentativos. In: SCHMIDELL, W. et.al.
Biotecnologia Industrial. Sdo Paulo: Edgard Blicher Ltda, 2001.v 2.p.93-122.

14. SCHMIDELL, W; FACCIOTTI, M.C.R. Biorreatores e processos
fermentativos. In: . et.al. Biotecnologia Industrial. Sd0 Paulo: Edgard
Bllcher Ltda, 2001.v 2.p.179-192.

15. SCRIBAN, R. et.al. Biotecnologia. S&o Paulo: Manole, 1985.



Referéncias Bibliograficas 100

16.ALTERTHUM, F. Elementos de Microbiologia. In: BORZANI, W. etal.
Biotecnologia Industrial. 1 ed. Sdo Paulo: Edgard Blicher Ltda, 2001.v 1.p.1-32.

17. SCHMIDELL, W. Microrganismos e meios de cultura para utilizacdo industrial.
In: . et.al. Biotecnologia Industrial. Sdo Paulo: Edgard Blicher Ltda, 2001.v
2.p.5-18.

18.STANBURY,P.F..WHITAKER,A; HALL,S.J. Principles of fermentation
technology. 2ed. Oxford: Butterwoth-Heinemann,1995.

19.CARVALHO, J.C.M.; SATO,S. Fermentacao descontinua. In: SCHMIDELL, W. et.al.
Biotecnologia Industrial. Sao Paulo: Edgard Blicher Ltda, 2001.v 2.p.193-204.

20. TYRREEL, M.N. Evolution of natural flavor development with the assistance of
modern technologies. Food Technology, v. 44, n.1, p. 68-72.1990.

21. LATRASSE, A. et al. Chirality of the y-Lactones Formed by Fusarium poae INRA
45. Chirality, v. 5, p. 379-384.1993.

22.MOSANDL,A.; GUNTHER, C. Stereoisomeric flavor compounds.20.Structure and
properties of y-lactones enantiomers.J.Agric.Food Chem, v.37, p.413-418.1989.

23. GUICHARD, E. et al. Chiral y-lactones from Fusarium poae. Z.Lebensm. Unters.
Forsch.193:26-31,1991.

24 TRESSL, R.; ALBRECHT, W. Biogenesis of aroma compounds through acyl
pathways. In: PARLIMENT,T.H.; CROTEAU, R. Biogeneration of aromas.
Washington: American Chemical Society, 1986.p.114-133.

25. FRONZA, G. et.al. Bioteneration of Aromas. Chimia, Milano,v.47,n.4,p.107-109,
april. 1993.

26.JANSSEMS, L. et al. Production of Flavours by Microorganims. Process
Biochemistry, v.27,p195-215.1992.

27.SCHARPF JR, L.G. et al. Generation of flavor and odor compounds through
fermentation processes. In Biogeneration of Aromas, v.317, p.323-346.1986.

28.COLLINS, R.P.;HALIN, A.F. Essencial oil composition of Ceratocystis virescens.
Mycologia, v. 69, p. 1129-1136. 1997.

29.DHAVLIKAR, R.S.; ALBROSCHEIT, G. Microbial transformation of terpenoids:
Valencene. Dragoco Report, v. 20, p. 251-258. 1973.

30.VOISHVILLO, N.E. et al. Transformation of terpenes by microorganisms. Applied
Biochmistry and Microbiology, v.6, p. 409-418.1970.

31.OMELIANSKI, V.L. Aroma — producing microorganisms. Journal of Bacterialogy,
v.8, p. 393-419. 1923.



Referéncias Bibliograficas 101

32. ENDRIZZI, A. et.al. Production of Lactones and Peroxisomal Beta-Oxidation in
Yeasts. Critical Reviews in Biotechnology, v.16, f.4, p.301-329.1996.

33.FERON, G. Fatty acid accumulation in the yeast Sporidiobolus salmonicolor during
batch production of y-decalactone. FEMS Microbiology Letters,v.149,p.17-24.1997.

34. CARDILLO,R. et.al. On the mode of conversion of racemic, Cq4-Cq9, gamma-
hydroxy alkene fatty acids into C;-C44, aptically active gamma-and delta-lactones in
Cladosporium suaveolens. Journal Organic Chemistry, v.54, p.4979-4980.1989.

35.MAGA, J.A. Lactones in foods.Critical Reviews in Food Science and
Nutrition,p.1-56,sep.1976.

36.MAUME, K.A.; CHEETHAM, P.S.J. The production of y-decalactone fermentation of
castor oil. Biocatalysis, v.5, p.79-97.1991.

37. LEE, S.L. et al. Production of y-decalactone from ricinoleic acid by immobilized cells
of Sporidiobolus salmonicolor. Process Biochemistry, v.33, n.4, p.453-459.1998.

38. PAGOT, Y.; BELIN, J.M. Fatty acid cellular metabolism and lactone production by
the yeast Pichia guilliermondii. Appl.Microbiol.Biotechnol, v.45, p.349-354. 1996.

39.TRESSL, R. et.al. Formation of lactones and terpenoids by microorganisms. In:
CHARALAMBOUS, G.; INGLETT, G.E. Flavor of Foods and Beverages: Chemistry
and Technology. New York: Academic Press, 1978. p.145-168.

40.SERRANO-CARREON, L.; BENSOUSSAN,M.; BERLIN, J.M. Microbial biosynthesis
for the production of food flavours.Trends in Food Science & Technology, v.3, p.11-
14, jan.1992.

41.MADUREIRA, L.A.S. Lipids in recent sediments of the eastern north atlantic.
(s.l), 1994.287f.Tese (doutorado) —University of Bristol.

42.NEDER, R.N. Micrologia — Manual de laboratério. Sao Paulo: Nobel, 1992.

43.GUEDES, L.S.L.S. Estudo do comportamento cinético de uma levedura
amilolitica recombinante em fermentador. Sao Paulo, 1995. 258f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Departamento de Engenharia Quimica , Universidade
de Sao Paulo.

44 .CARVALHAL, M.L.C. Técnicas basicas em microbiologia. In: BORZANI, W. et.al.
Biotecnologia Industrial. 1 ed. Sdo Paulo: Edgard Blicher Ltda, 2001.v 1.p.33-62.

45 TAVARES, L.B.B. Fermentacao alcodlica de material amilaceo por levedura
amilolitica recombinate em reator com células imobilizadas. Sao Paulo, 1998.
157f. Dissertacdo (Doutorado) — Departamento de Tecnologia Bioquimica-
Farmacéutica, Universidade de S&o Paulo.

46. LE DUY,A.; ZAJIC,J.E. A geometrical approach for diferentiation of experimental
function at a point: Aplied to growth and product formation. Biotechnol.Bioeng.,
v.25,p.805-810.1973.



Referéncias Bibliograficas 102

47.MORITZ,D.E. Estudo do crescimento de trés leveduras produtoras de aromas.
Floriandpolis,1998.111f. Dissetacao (Mestrado em Biotecnologia) — Centro de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Santa Catarina

48. PELCZAR JR., J.M. Microbiologia:conceitos e aplicagoes. 2.ed. S&o
Paulo:Makron Books, 1996.

49.MONOD, J. The growth of bacterial cultures. Ann.Review of Microbiol, v.3, p.371-
394. 1949.

50.LIN, S.-J.; LEE, S.-L.; CHOU, C.-C. Effects of various fatty acid components of
castor oil on the growth and production of y-decalactone by Sporobolomyces odorus. J
Ferment. Bioeng, v.82, p.42-45. 1996.

51.DIAS, J.C.T.; REZENDE, R.P.; LINARDI, V.R. Bioconversion of nitriles by Candida
guilliermondii CCT 7207 cells immobilized in barium alginate. Appl Microbiol
Biotechnol, v.56, p.757-761.2001.

52.MAUME, K.A.; CHEETHAM, P.S.J. The production of y-decalactone fermentation of
castor oil. Biocatalysis, v.5,p.79-97. 1991.

53.SPINNLER, H.E. et.al. Analysis of metabolic pathway by the growth of cells in the
presence of organic solvents. Proc.Natl.Acad.Sci., v. 93, p.3373-3376.1996.

54 PAGOT, Y. et.al. Utilization of na auxotrophic strain of the yeast Yarrowia lipolytica
to improve y-decalactone production yields. Letters in Applied Microbiology, v.25,
p.113-116.1997.

55.LANCAS.F.M. Cromatografia em fase gasosa. Sdo Paulo:Acta, 1993.

56. VOGEL, Al Textbook of pratical organic chemistry. 5.ed.Brian
Stanley:Longman Scientific & Technical, 1989.

57.BACAN, N. et.al. Quimica Analitica Elementar.2.ed.Campinas:Edgar Blicher
Ltda,1979.

58. GATFIELD, I.L. Production of Flavor and Aroma Compounds by Biotechnology. In:
Meeting of the American Chemical Society, 190, 1985, Chicago. Food Technology.
Germany: october, 1988. p.110-123.



nnnnn 103

ANEXOS



Anexos 104

ANEXO 1

DESCRIGAO DO METODO DAS DILUIGOES SUCESSIVAS UTILIZADO

PARA O REPIQUE DAS CEPAS DA CANDIDA GUILLIERMONDII*

Em geral utilizamos células de culturas de crescimento denso que
formam aglomerados de coldnias, tornando-se necessario fazer diluicbes do
in6culo, para que aparegcam nas placas, colénias mais separadas.

A contagem pode ser expressa em numero de microrganismos por mL
de meio de cultura, através do seguinte procedimento:

Coletou-se uma alga de Candida guilliermondii de uma placa de Petri
contendo as col6nias aglomeradas e colocou-se em um tubo com 9 mL de
agua peptonada (0,1%). Foi feito assim uma diluicdo de 1:10. Semeou-se 0,1
mL dessa diluicdo em placa de Petri com meio YMA solidificado e espalhou-se
uniformemente por sua superficie com uma espatula Drigalski.

Pipetou-se 1 mL da diluicdo 1:10 em um tubo com 9 mL de agua
peptonada 0,1%. Fez-se uma diluicdo 1:1000. Semeou-se 0,1 mL em placa
com YMAgsigo € espalhou-se.

Continuou-se as diluicbes até 1:100.000 como mostra o Esquema 7 e
incubou-se todas as placas a 28°C por 48 horas.

Do conjunto de placas incubadas, foram escolhidas as melhores dentro

de uma diluicdo. As melhores sédo as que possuem de 30 até 300 colbnias.
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% Placa com coldnias aglomeradas

1 alga com células retiradas da placa

9 mL agua peptonada 0,1%
diluicao 1:10
Diluicbes em > > — >
9 mL de agua
peptonada 1mL 1mL 1mL

1:100 1:1000 1:10.000 1:100.000

0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL

Incubacio
24 h ou mais

Esquema 6. Preparacdo de cepas em placas de Petri através do método das

diluicdes sucessivas
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MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS PARA O DESENVOLVIMENTO DA
BIOTRANSFORMAGAO COM AS CANDIDA OLEOPHILA E CANDIDA
GUILLIERMONDII

Figura 28. Método de repique das cepas utilizadas

Fiaura 29. Incubador rotatério
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Anexos

Figura 30. Biorreator
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ANEXO 3

ESPECTROS DE RMN DO RICINOLEATO DE METILA
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Figura 31. Espectro de RMN'H (200 MHZ) do ricinoleato de metila
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Figura 32. Espectro de RMN'*C (200 MHZ) do ricinoleato de metila



