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RESUMO

BARBOSA, Samuel Lessa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2023.
Desenvolvimento de um meio de cultura para a levedura oleaginosa Papiliotrema
laurentii combinando análise de balanço de fluxo e experimento fatorial. Orientador:
Wendel Batista da Silveira. Coorientadora: Rafaela Zandonade Ventorim.

A demanda global por oleoquímicos vem aumentando ao longo dos últimos anos. Atualmente,

a maioria desses compostos é produzida a partir de óleos vegetais, no entanto, a obtenção de

oleoquímicos a partir de biomassa vegetal enfrenta desafios ambientais e socioeconômicos,

uma vez que compete com a produção de alimentos. Os óleos microbianos, surgem como uma

alternativa sustentável aos óleos vegetais, uma vez que não competem com a produção de

alimentos, não dependem de condições geográficas ou sazonais específicas e apresentam

maior rendimento lipídico. Nesse sentido, as leveduras oleaginosas são consideradas

plataformas promissoras pois conseguem sintetizar lipídios a partir de matérias-primas

abundantes e de baixo custo. A levedura oleaginosa Papiliotrema laurentii demonstrou a

capacidade de assimilar diversas fontes de carbono, contudo o seu crescimento é limitado em

meios de cultura comumente utilizados para o cultivo de leveduras oleaginosas. Portanto, é

necessário desenvolver um meio de cultura que promova seu crescimento e,

consequentemente, uma maior produtividade de lipídios. A análise de balanço de fluxo (do

inglês Flux Balance Analysis ou FBA), aplicada a modelos metabólicos em escala genômica

(do inglês Genomic-scale Metabolic Models ou GEMs), tem sido empregada com sucesso

para obter informações fisiológicas e explorar o potencial genético de microrganismos. Neste

trabalho, a FBA foi empregada utilizando o GEM de P. laurentii (papla-GEM) para direcionar

experimentos fatoriais com o objetivo de desenvolver um meio de cultura que favoreça o

crescimento de P. laurentii. Com base na FBA, foram selecionadas quatro fontes de carbono

(glicose, xilose, sacarose e lactose) e duas fontes de nitrogênio (sulfato de amônio e ureia).

Foi então delineado um experimento fatorial 4x3x2, avaliando combinações entre as quatro

fontes de carbono em três concentrações e as duas fontes de nitrogênio. A combinação de

lactose e ureia resultou em uma maior produção de biomassa e título lipídico. Posteriormente,

foi avaliado o efeito do aumento da concentração do extrato de levedura e da concentração de

carbono em um experimento fatorial 4x3. A condição de cultivo baseada na combinação de

28,56 g L-1 de lactose, 0,234 g L-1 de ureia e 0,5 g L-1 de extrato de levedura, com uma razão

C:N de 75:1, resultou em um aumento de 500% tanto na produção de biomassa, quanto no



título lipídico em comparação com a condição padrão, representada pelo meio de cultivo SS2

contendo 30 g L-1 de glicose, 0,523 g L-1 de sulfato de amônio e 0,1 g L-1 de extrato de

levedura. Esses resultados demonstram que a estratégia proposta foi eficaz para aumentar a

produção de biomassa por P. laurentii e, consequentemente, de lipídios com potencial para

produção de oleoquímicos.

Palavras-chave: Levedura Oleaginosa. Biomassa. Título lipídico. Lactose. Ureia.



ABSTRACT

BARBOSA, Samuel Lessa, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 2023. Development
of a culture medium for the oleaginous yeast papiliotrema laurentii combining flux
balance analysis and factorial experiment design. Advisor: Wendel Batista da Silveira.
Co-advisor: Rafaela Zandonade Ventorim.

The global demand for oleochemicals has been increasing over the last years. Most of these

compounds are currently produced from vegetable oils; however, obtaining oleochemicals

from plant biomass is a great challenge from an environmental and a socio-economic point of

view, as there is a competition with the food production. Microbial oils have emerged as a

sustainable alternative to vegetable oils, as they do not compete with the food production,

display higher lipid yields compared to vegetable oils, and their production does not rely on

specific geographical or seasonal conditions. Oleaginous yeasts are considered sustainable

platforms for oleochemical production as they can synthesize lipids from abundant and

low-cost raw materials. The oleaginous yeast Papiliotrema laurentii is able to assimilate

various carbon sources; however its growth yeast is limited in culture media generally used

for cultivation of oleaginous yeasts. Therefore, it is necessary to develop a culture medium

that favors its growth, in turn the production of highest lipid titers. Flux balance analysis

(FBA) applied to genome-scale metabolic models (GEMs) has been a useful tool to gain

insights regarding microbial physiology and explore the genetic potential of microorganisms.

These models represent the metabolic pathways of an organism, enabling the design of

factorial experiments. In this context, FBA was used in the papla-GEM model to guide

factorial experiments aiming to develop a culture medium that favors the growth of P.

laurentii. Based on FBA, four carbon sources (glucose, xylose, sucrose, and lactose) and two

nitrogen sources (ammonium sulfate and urea) were selected. A 4x3x2 factorial experiment

was then constructed, evaluating the four carbon sources at three concentrations in the two

nitrogen sources. This experiment indicated that the combination of lactose and urea led to the

highest increase in both biomass and lipid titer. Subsequently, the effect of increasing yeast

extract concentration and carbon concentration was evaluated in a 4x3 factorial experiment.

Increasing the yeast extract concentration up to 0.5 g L-1 led to an increase in both biomass

and lipid titer production in P. laurentii. The cultivation condition based on the combination

of 28.56 g L-1 lactose, 0.234 g L-1 urea, and 0.5 g L-1 yeast extract (C:N ratio of 75:1),

increased by 500% both biomass production and lipid titer, compared to the reference



condition (SS2 culture medium containing 30 g L-1 glucose, 0.523 g L-1 ammonium sulfate

and 0.1 g L-1 yeast extract). These results indicate that the adopted strategy was suitable to

increase the biomass production by P. laurentii.

Keywords: Oleaginous yeast. Biomass. Lipid yield. Lactose. Urea.
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INTRODUÇÃO

A maior parte dos oleoquímicos comercializados são de origem vegetal e animal,

sendo produzidos a partir de matérias-primas empregadas na produção de alimentos, o que

caracteriza um problema de caráter ambiental e socioeconômico devido à crise alimentar

global e a necessidade de uma grande extensão de terras aráveis. A partir do final do século

XIX, a demanda por oleoquímicos vem crescendo. Suprir a crescente demanda por óleo

empregando métodos convencionais não é razoável do ponto de vista socioeconômico e de

sustentabilidade, pois a produção de óleo vegetal requer terras aráveis, água e fertilizantes.

Nesse contexto, os óleos microbianos, são uma alternativa promissora, pois não competem

com a produção de alimentos, independem de condições geográficas e sazonais, não

necessitam de vasto espaço para sua produção, e apresentam menor tempo de produção e

maior rendimento lipídico em comparação à obtenção de óleos vegetais.

Os óleos microbianos são utilizados na produção de diferentes oleoquímicos, a saber:

biocombustíveis derivados de ácidos graxos, produtos farmacêuticos, surfactantes, aditivos

alimentares, lubrificantes, biopolímeros, cosméticos, aditivos alimentares, e formulações de

herbicidas e pesticidas. No entanto, a produção de lipídios microbianos em larga escala é

limitada pelos altos custos de processamento e altos preços dos substratos. Portanto, a

exploração de matérias-primas com boa relação custo-benefício, combinada com o uso de

substratos residuais e economicamente sustentáveis, pode ser uma alternativa viável para a

redução de custos na produção de óleos microbianos.

As leveduras oleaginosas são consideradas plataformas sustentáveis de produção de

oleoquímicos, pois são capazes de produzir lipídios a partir de matérias-primas que são

subprodutos agroindustriais abundantes e de baixo custo. A levedura oleaginosa Papiliotrema

laurentii, é capaz de assimilar diversas fontes de carbono, incluindo a xilose, que é o principal

constituinte da fração hemicelulósica de biomassas lignocelulósicas (Panesar e Kaur 2015;

Sitepu et al. 2014; Yavuz 2019). Em meio de cultura contendo xilose como fonte de carbono,

P. laurentii atingiu teor lipídico de 63,5% (p/p) em condições otimizadas (30 ºC; 300 rpm;

densidade óptica inicial a 600 nm (DO600) = 0,8 e pH = 7) (Vieira et al., 2020a). Além da

xilose, esta levedura pode utilizar vários monossacarídeos, oligossacarídeos, ácidos orgânicos,

óleos, produtos agrícolas, resíduos industriais e glicerol, mantendo seu fenótipo oleaginoso.

Entretanto, a produção de biomassa de P. laurentii é limitado em meios de cultura geralmente



11

utilizados para cultivo de leveduras oleaginosas. Portanto, é necessário desenvolver um meio

de cultura que favoreça o acúmulo de biomassa, e, consequentemente, a obtenção de altos

títulos lipídicos.

A abordagem metodológica mais utilizada para o desenvolvimento de meios de

cultura envolve experimentos fatoriais, nos quais vários cultivos são realizados com diferentes

nutrientes e concentrações definidas com base em dados da literatura. No entanto, devido ao

conhecimento limitado sobre as características fisiológicas da levedura não-modelo P.

laurentii, o planejamento de experimentos fatoriais é desafiador, o que resulta em um

delineamento mais intuitivo. Dessa forma, a utilização de metodologias alternativas é

desejável para o estudo dos requisitos nutricionais em leveduras não convencionais.

Os modelos metabólicos em escala genômica (GEMs) têm sido aplicados com

sucesso para obter informações fisiológicas e explorar o potencial genético de

microrganismos, uma vez que eles representam as vias metabólicas de um organismo

específico. Por meio da reconstrução de GEMs, é possível realizar Análises de Balanço de

Fluxo (FBA) para investigar a capacidade de assimilação de diferentes nutrientes pelos

microrganismos, assim como avaliar o efeito desses nutrientes sobre o crescimento

microbiano. É importante destacar que o primeiro GEM de P. laurentii UFV-1 (papla-GEM)

foi recentemente reconstruído. Portanto, este trabalho propõe a avaliação da distribuição do

fluxo metabólico para a formação de biomassa in silico, em resposta à disponibilidade de

diferentes nutrientes representados no modelo papla-GEM, para orientar experimentos de

forma racional para o desenvolvimento de um meio de cultura que favoreça o crescimento de

P. laurentii.

A dissertação está estruturada em dois capítulos. O primeiro capítulo consiste em

uma revisão bibliográfica dos principais conceitos abordados neste estudo, incluindo o uso de

óleos microbianos para a produção de oleoquímicos, métodos de otimização da produção de

lipídios e a aplicação da análise de balanço de fluxo para estudar a fisiologia de

microrganismos. No segundo capítulo, a FBA foi aplicada para direcionar os experimentos

fatoriais, por meio da identificação de fontes de carbono e nitrogênio mais promissoras para o

cultivo de P. laurentii. Quatro fontes de carbono e duas fontes de nitrogênio foram

selecionadas para as análises, as combinações dessas fontes em cultivos definidos por

experimentos fatoriais foram empregadas para avaliar as diferenças na produção de biomassa.
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CAPÍTULO 1 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

1.1. Oleoquímicos: demanda e impactos

Os oleoquímicos são compostos químicos produzidos tradicionalmente a partir de

óleos vegetais e gorduras animais, sendo amplamente utilizados em diversas aplicações, como

fabricação de lubrificantes, tintas, biopolímeros, biocombustíveis, cosméticos, produtos

farmacêuticos, surfactantes, aditivos alimentares, entre outros (Adrio, 2017; Bharathiraja et

al., 2017). A demanda por esses compostos tem apresentado um aumento significativo desde

o final do século XIX, impulsionada pelo processo de urbanização, aumento populacional e

pela necessidade de novos produtos à base de lipídios na sociedade, principalmente no século

XX. Dentre os oleoquímicos, destaca-se o biodiesel, um combustível renovável obtido por

meio da transesterificação de triacilgliceróis com um álcool, geralmente o metanol, resultando

em ésteres metílicos de ácidos graxos (biodiesel) e glicerol. No período de 2012 a 2013,

foram produzidas globalmente 157 milhões de toneladas de gorduras e óleos, das quais 77%

foram destinadas à produção de alimentos para humanos e animais, 12% para a produção de

biodiesel, enquanto que os 11% restantes foram utilizados na produção de outros

oleoquímicos (Szczepańska; Hapeta; Lazar, 2022). Em 2019, 67% dos óleos vegetais

produzidos foram destinados à produção de alimentos, e aproximadamente 14% foram

utilizados na produção de biodiesel (Orjuela & Clark, 2020). Como observado, a produção de

biodiesel tem sido ampliada, impulsionada pela crescente demanda por energia e pela

necessidade de substituição dos combustíveis fósseis. Essa substituição ocorre devido aos

problemas ambientais associados ao processamento e consumo desses combustíveis e à

inevitável escassez futura dos mesmos (Mondal; Halder; Mondal, 2023; Sreeharsha;

Tejaswini; Mohan, 2022; Gude & Martinez-Guerra, 2018).

A produção de oleoquímicos é realizada principalmente a partir de derivados de

biomassa vegetal, e o aumento na demanda desses compostos tem impulsionado a produção

de óleos vegetais, o que pode ser constatado ao observar o período de 1983 e 2013, no qual

ocorreu um crescimento de 240% na produção desses óleos (El-Hamidi & Zaher, 2018). Além

disso, a demanda por lipídios está apresentando um crescimento consideravelmente elevado

devido ao rápido aumento da população humana (OECD, 2015). Estima-se que o consumo

global de óleos vegetais aumente mais de 3% em 2023/24, totalizando 218 milhões de

toneladas, com destaque para o crescimento do consumo de óleos no Brasil, China, Índia,
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Indonésia e Estados Unidos (Ates & Bukowski, 2023). Em 2019, cerca de 68% da produção

de biodiesel no Brasil originou-se da utilização de óleo de soja como matéria-prima, o qual é a

principal fonte de óleo para esse biocombustível no país (Everton et al., 2023). A obtenção de

óleos vegetais por meio da agricultura acarreta impactos socioeconômicos e ambientais, pois

requer extensas áreas de terras aráveis, além de água e fertilizantes, promovendo a competição

com a produção de alimentos, fato que vem se agravando com o maior requerimento de

oleoquímicos durante. Diante da perspectiva do aumento da demanda por oleoquímicos em

decorrência do crescimento populacional e das limitações na produção a partir de fontes

convencionais, estão sendo desenvolvidos métodos alternativos visando a de produção

sustentável de lipídios, incluindo abordagens biotecnológicas que envolvem microrganismos

oleaginosos (Passoth & Mats, 2019; Parson; Allen; Chuck, 2020).

1.2. Microrganismos oleaginosos

Os microrganismos oleaginosos são aqueles capazes de acumular pelo menos 20% de

lipídios em base de massa seca (Ratledge, 1991; Robles-Iglesias et al., 2023; Szczepańska;

Hapeta; Lazar, 2022). Alguns desses microrganismos possuem uma composição lipídica

semelhante à de óleos vegetais, como por exemplo as leveduras oleaginosas, Rhodotorula

glutinis R4; P. laurentii UFV-1, e P. laurentii UFV-1 AM113 (Maza et al., 2020; Vieira et al.,

2020a; Wang et al., 2018). O primeiro registro de um elevado acumulo lipídico por

microrganismos ocorreu em 1889, quando foi observado um teor de lipídios entre 26% e 28%

em base de massa seca pela bactéria Mycobacterium tuberculosis acumulou entre 26% e 28%

de seu peso seco em lipídios (Hammerschlag, 1889). Cerca de um século depois, na década de

1990, ocorreu a primeira produção comercial de ácido graxo, especificamente um óleo rico

em ácido γ-linolênico, derivado do fungo filamentoso Mucor circinelloides (Ratledge, 2014;

Mondal; Halder; Mondal, 2023).

Os lipídios de interesse incluem triacilgliceróis (TAGs), ésteres de esteróis,

fosfolipídios e glicolipídios. Os TAGs consistem em ácidos graxos, principalmente saturados

e monoinsaturados, que estão ligados a uma molécula de glicerol. Esses compostos são

reconhecidos como o componente principal dos lipídios acumulados por microrganismos

oleaginosos e são os principais alvos para aplicações biotecnológicas (Szczepańska; Hapeta;

Lazar, 2022). A produção de lipídios por microrganismos possui diversas vantagens em
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comparação aos métodos convencionais de produção de lipídios vegetais, pois não competem

com a produção de alimentos, independem de condições geográficas e sazonais, não

necessitam de vasto espaço para sua produção, tempo reduzido de produção e apresentam

maior rendimento lipídico (Chatterjee and Mohan 2020; Tomas-Pejo et al., 2021; Meng et al.,

2009). No entanto, existem determinadas limitações na produção desses lipídios, devido ao

elevado custo de produção, associado principalmente ao custo dos substratos e processamento

de biomassa, que envolve o uso de solventes orgânicos e etapas com elevado requerimento de

energia, como centrifugação e secagem (Cho e Park 2018; Santek; Beluhan; Santek, 2018,

Dong et al., 2016).

Uma abordagem importante para reduzir os custos desses processos é o uso de fontes

nutricionais de baixo custo, incluindo resíduos como fontes de carbono. Dessa forma, a

produção microbiana de lipídios contribui potencialmente para o conceito de economia

circular ao reduzir os custos da produção biotecnológica e promover a ecossustentabilidade

(Fabiszewska et al., 2022; Lopes etal., 2019). A economia circular é um conceito econômico e

ambiental que visa manter os recursos, materiais e produtos pelo maior tempo possível no

sistema econômico, reduzindo a geração de resíduos, desperdícios, utilizando como

matéria-prima, resíduos, subprodutos e materiais renováveis. Esse modelo reduz o uso de

materiais primários, poupando recursos naturais e reduzindo a emissão de carbono. Processos

que se baseiam nesse conceito são necessários, pois com o contínuo crescimento

populacional, os recursos materiais tendem a se tornar cada vez mais escassos (D'Amato et

al., 2017; Ingemarsdotter et al., 2019).

Como exemplo de aplicação de economia circular, tem-se a reutilização do soro de

leite pela própria indústria de alimentos, ou em aplicações biotecnológicas (Carvalho et al.,

2021; Lavelli & Beccalli, 2022). Esse material constituído majoritariamente por lactose e

proteínas, é um subproduto derivado do processo de fabricação de queijos que apresenta baixo

custo de obtenção e alta disponibilidade. Variados microrganismos podem utilizar a lactose

como fonte de carbono, atuando como fábricas celulares, como por exemplo, a produção de

bioetanol por Kluyveromyces marxianus e obtenção de lipídios para produção de biodiesel por

Yarrowia lipolytica e Papiliotrema laurentii (Cryptococcus laurentii) (Carota, et al., 2017,

Díez-Antolínez et al., 2018; Taskin et al., 2015). Outro exemplo é a utilização do glicerol,

gerado como subproduto durante a produção de biodiesel, como fonte de carbono para

microrganismos oleaginosos, visando a síntese de lipídios, os quais são reintegrados na cadeia

de produção do biodiesel (Chebbi et al., 2019).
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Dentre os microrganismos oleaginosos, as leveduras oferecem várias vantagens, tais

como altas taxas de crescimentos, capacidade de acumular altos teores de lipídios e

composição lipídica semelhante à de óleos vegetais, em comparação às bactérias, fungos

filamentosos e microalgas (Saenge et al., 2011; Sreeharsha & Mohan, 2020). Diversas

espécies de leveduras oleaginosas podem crescer em uma ampla gama de açúcares derivados

de diferentes substratos, como biomassas lignocelulósicas vegetais oriundas de resíduos

agroindustriais, que incluem os carboidratos, celulose e hemicelulose, representando uma

fonte de carbono de baixo custo para a produção de óleo por diversas espécies de leveduras

oleaginosas (Garlapati et al., 2020; Sreeharsha & Mohan, 2020).

O acúmulo de lipídios em leveduras pode ocorrer por meio de dois mecanismos

distintos, conhecidos como síntese de novo e síntese ex novo. A síntese de novo ocorre

quando a célula é cultivada sob estresse nutricional, desencadeando alterações no fluxo

metabólico que levam à redução do crescimento celular e aumento da produção de lipídios. A

limitação de nitrogênio é um dos principais estresses nutricionais conhecidos por induzir a

síntese de lipídios. Por outro lado, a síntese ex novo envolve a hidrólise externa de substratos

hidrofóbicos, resultando na formação de ácidos graxos e glicerol, que são posteriormente

absorvidos pela célula e convertidos em TAGs (Papanikolaou & Aggelis, 2011).

No contexto da síntese de novo, a depleção de nitrogênio desencadeia a atividade da

enzima adenosina monofosfato desaminase, que converte a adenosina monofosfato (AMP) em

inosina monofosfato e amônia para obtenção de nitrogênio. Essa redução no conteúdo celular

de AMP resulta na diminuição da atividade da enzima isocitrato desidrogenase nas

mitocôndrias, levando ao acúmulo de citrato nessas organelas. Posteriormente, o citrato é

transportado para o citosol e clivado pela enzima ATP-citrato liase (ACL) em acetil-CoA e

oxaloacetato. O acetil-CoA é então direcionado para a síntese de ácidos graxos de novo pelo

complexo sintase de ácidos graxos (FAS), e posteriormente é encaminhado para o retículo

endoplasmático para a produção de TAGs e outros lipídios (Figura 1). Com o aumento da

concentração de nitrogênio no meio de cultura, esse efeito de repressão é atenuado, resultando

em uma redução no acúmulo de lipídios e, consequentemente, no teor lipídico (Ratledge &

Wynn, 2002; Adrio, 2017). Além do nitrogênio, outras limitações nutricionais, como fósforo,

ferro e magnésio, também estimulam o fenótipo oleaginoso (Wu et al., 2010; Ratledge &

Wynn, 2002).
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Figura 1: Representação da biossíntese de triacilgliceróis em leveduras oleaginosas sob limitação de

nitrogênio. As setas pretas representam a direção de fluxo metabólico. A seta vermelha indica a

redução da concentração de AMP intracelular, o que ocasiona redução do fluxo promovido pela

isocitrato desidrogenase representada pela linha de inibição vermelha no ciclo do ácido cítrico,

promovendo o acúmulo citrato na mitocôndria e o seu transporte para o citosol. As caixas verdes,

azuis, laranjas representam metabólitos, vias metabólicas e enzimas, respectivamente. As abreviaturas

VPF e ⍺-CG correspondem à via das pentoses fosfato e alfa-cetoglutarato, respectivamente.

Considerando o modelo de regulação do metabolismo lipídico, as leveduras

oleaginosas exibem características relevantes. Durante cada etapa de elongamento de carbono

mediada por FAS, a utilização de duas moléculas de NADPH é necessária. Nas leveduras

oleaginosas, o NADPH é principalmente obtido por meio de duas vias: a reação catalisada

pela glicose 6-fosfato desidrogenase na via oxidativa das pentoses fosfato e a reação

promovida pela enzima málica. Além disso, destaca-se a presença da ACL nessas leveduras,

que fornece uma fonte adicional de acetil-CoA. Essa fonte adicional é de extrema

importância, uma vez que o fenótipo oleaginoso na levedura está intimamente relacionado a

um fornecimento eficiente de acetil-CoA. O acetil-CoA também pode ser gerado a partir da

quebra do piruvato produzido na glicólise pela enzima piruvato desidrogenase presente na

mitocôndria, bem como pela via piruvato-acetaldeído-acetato no citosol. A síntese de ácidos
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graxos requer a disponibilidade de malonil-CoA para o complexo enzimático FAS. Nas

leveduras, o complexo FAS é formado por duas subunidades, β e α, organizadas em formato

hexamérico. O malonil-CoA é formado na reação catalisada pela acetil-CoA carboxilase

(ACC), na qual o acetil-CoA condensa com o íon bicarbonato (HCO3-) (Figura 1). Nas

leveduras oleaginosas, a FAS, ACL e a enzima málica podem formar um complexo para

facilitar a síntese e o alongamento de ácidos graxos. Os principais produtos finais da FAS são

ácidos graxos saturados com 14 a 18 carbonos, que podem ser alongados e/ou dessaturados

por elongases e/ou dessaturases específicas no retículo endoplasmático. Nesse local, os ácidos

graxos são esterificados ao glicerol, produzindo diferentes TAGs, ou ao esterol para formar

ésteres de esterol (Beopoulos et al., 2011; Ratledge, 2004; Ageitos et al., 2011).

O acúmulo excessivo de ácidos graxos pode levar à lipotoxicidade celular, portanto,

é necessário incorporá-los aos TAGs e armazená-los em organelas denominadas gotículas

lipídicas (LDs), que são compartimentos multifuncionais de armazenamento derivados do

retículo endoplasmático. Diversas proteínas específicas de espécies estão associadas às LDs, o

que facilita o direcionamento do armazenamento de lipídios e a liberação regulada de ácidos

graxos, protegendo as LDs da ação das lipases. Assim, a expressão e a eficiência catalítica das

proteínas-LD influenciam os níveis totais de lipídios, determinando o comportamento

oleaginoso do organismo (Radulovic et al., 2013; Sreeharsha & Mohan, 2020).

A produção de TAGs ocorre pela via de Kennedy, que envolve três etapas de acilação

do glicerol-3-fosfato (G-3P). A primeira acilação é realizada pela G-3P aciltransferase,

convertendo-a em ácido lisofosfatídico (LPA). Em seguida, ocorre uma nova acilação,

convertendo o LPA em diacilglicerol (DAG), por meio da ação das enzimas aciltransferase

lisofosfatídica e ácido fosfatídico fosfohidrolase. O DAG formado pode ser convertido em

TAG por duas vias diferentes: uma via independente de acil-CoA e uma via dependente de

acil-CoA. Na via independente de acil-CoA, a conversão de DAG em TAG é realizada

exclusivamente pela enzima fosfolipídio:diacilglicerol aciltransferase. Já na via dependente de

acil-CoA, a catálise é realizada pelas enzimas diacilglicerol transferase e acil-CoA:esterol

aciltransferases Are1p e Are2p (Beopoulos et al., 2009).

Devido ao alto custo do processo de produção de lipídios por microrganismos, vários

estudos têm buscado otimizar a produção de lipídios utilizando estratégias de engenharia

genética e metabólica. Com base nos aspectos da regulação do metabolismo lipídico

discutidos anteriormente, muitas das enzimas-chave envolvidas nas vias de biossíntese e
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produção de NADH são alvos dessas estratégias. Exemplos dessas enzimas incluem a ACC e

a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) (Adrio, 2017; Sreeharsha & Mohan, 2020).

Zhang et al. (2016) realizaram a superexpressão das enzimas ACC e diacilglicerol

aciltransferase (DGA1) em Rhodosporidium toruloides, aumentando a produção de lipídios

em até duas vezes em comparada à linhagem parental quando cultivada em meio contendo

glicose como fonte de carbono e energia. A superexpressão simultânea da delta-9

estearoil-CoA dessaturase, acetil-CoA carboxilase 1 (ACC1) e diacilglicerídeo aciltransferase

1 (DGA1) em Yarrowia lipolytica resultou em alto rendimento de conversão de carbono em

lipídios (84,7% do rendimento máximo teórico), título lipídico de 55 g L-1 e crescimento três

vezes maior em relação à linhagem selvagem (QIAO et al., 2015). Além disso, é possível

favorecer a produção de espécies lipídicas específicas. Por exemplo, Yan et al. (2020)

conseguiram aumentar em 43% a produção de ácidos graxos insaturados por meio da

superexpressão de uma delta-12 dessaturase endógena e uma delta-15 dessaturase exógena.

1.2.1. Papiliotrema laurentii

Papiliotrema laurentii é uma levedura oleaginosa não convencional pertencente ao

filo Basidiomycota, classe Tremellomycetes e ordem Tremellalesque, que apresenta

dimorfismo, é capaz de sintetizar cápsula e não possui motilidade (Liu et al. 2015; Kurtzman,

1973). Até 2015, a espécie P. laurentii era denominada como Cryptococcus laurentii, a nova

nomenclatura foi baseada em análises filogenéticas a partir do sequenciamento de diferentes

genes e regiões gênicas, como o gene ITS rRNA, os domínios D1/D2 da subunidade grande

(LSU ou 26S) do gene rRNA, a subunidade pequena (SSU ou 18S) do gene rRNA, duas

subunidades de RNA polimerase II (RPB1 e RPB2), fator de alongamento de tradução 1-α

(TEF1) e citocromo b (CYTB) (Liu et al., 2015; Londero et al., 2019).

Papiliotrema laurentii é capaz de assimilar diversas fontes de carbono, tais como,

glicose, xilose, arabinose, celobiose, manose, galactose, ramnose, sacarose, lactose e ácido

galacturônico (Sitepu et al. 2014). Adicionalmente, essa levedura pode ser encontrada em

diversos habitats, incluindo ambientes naturais e agrícolas, como superfícies de grãos de trigo

e milho (Kurtzman, 1973), vinhedos (Wang et al., 2018), casca de árvores e frutas em

decomposição (Yalçın et al., 2021), solos contaminados por hidrocarbonetos (Chandran &

Das, 2012), bagaço de cana-de-açúcar (Gebbie et al., 2020) e óleo de palma (Polburee et al.,

2015).
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O fato de ser encontrada em diversos ambientes demonstra sua plasticidade

metabólica de assimilar variados nutrientes encontrados em diferentes substratos, o que é

atrativo do ponto de vista biotecnológico. Entre esses substratos, estão inclusos polímeros

derivados de culturas agrícolas, como biomassas lignocelulósicas, além de resíduos

industriais, como polímeros, óleos e glicerol (Fonseca et al., 2011). Além disso, P. laurentii

apresenta potencial para diversas aplicações biotecnológicas, tais como biocontrole de fungos

fitopatogênicos (Wei et al., 2014), biorremediação de metais pesados (Sarkar et al., 2019),

modulação do crescimento vegetal (Moller et al., 2016), degradação de resíduos industriais

(Barlow et al., 2020; Hung et al., 2019), degradação de revestimentos à base de poliéster sob

alta umidade (Hung et al., 2019) e produção de lipídios para aplicação no setor de

oleoquímicos (Vieira et al., 2020a).

Assim como as demais leveduras oleaginosas, o acúmulo lipídico P. laurentii é

estimulado em condições de limitação de nitrogênio, pelo mesmo mecanismo descrito

anteriormente. Curiosamente, na fase de acúmulo de lipídios, a expressão do gene ACC, o

qual codifica a enzima que catalisa a primeira reação que limita o fluxo de carbono para a

biossíntese de ácidos graxos, surpreendentemente diminui em P. laurentii. Contudo, Vieira et

al. (2020b) sugeriram a possibilidade da ocorrência de modificações pós-traducionais na ACC

para manter a provisão necessária de malonil-CoA para a síntese de ácidos graxos.

Adicionalmente, há uma alta expressão dos genes que codificam a glicose-6-fosfato

desidrogenase e a ME durante a fase de acúmulo lipídico, indicando que a demanda NADPH

para a formação de lipídios é suprida por ambas as vias. Outro fator intrigante foi observado

para a linhagem P. laurentii RY1, na qual, em meio com condições limitantes de nitrogênio,

ocorre um aumento na expressão de genes relacionados à ฀-oxidação de ácidos graxos,

possivelmente relacionado ao requerimento de energia para manter o crescimento celular.

Além disso, é observado que a maquinaria de tradução é reprimida (Sarkar et al., 2018).

O potencial de P. laurentii para a produção de lipídios a partir de biomassas e

resíduos industriais tem sido demonstrado nos últimos anos, principalmente em cultivos

realizados sob condições com alta relação carbono:nitrogênio (C:N). Por exemplo, o cultivo

de P. laurentii AM113 em modo de batelada alimentada, em meio de cultura suplementado

com hidrolisado de inulina, resultou em teores lipídicos de 54,6% (p/p) (Wang et al., 2018).

Além disso, as linhagens de P. laurentii UNESP 11 e UFV-1 apresentaram um teor lipídico de

27,8% e 37,27%, respectivamente, a partir do soro de leite, um subproduto gerado na
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fabricação de queijo, no qual a lactose é a principal fonte de carbono e energia (Castanha et

al., 2014; Cotrim, 2021).

É notável que P. laurentii acumula lipídios de forma mais rápida do que outras

leveduras oleaginosas, atingindo a produção máxima em 48 h de cultivo em meios de cultura

contendo glicose ou xilose como fontes de carbono (Vieira et al., 2020a). Portanto, essa

levedura se destaca pela capacidade de alcançar altas produtividades volumétricas.

Adicionalmente, em meio de cultivo contendo xilose como fonte de carbono e sob condições

otimizadas (30 ºC, 300 rpm, DO600 = 0,8 e pH = 7), P. laurentii alcança 63,5% (p/p) de seu

peso seco em lipídios (Vieira et al., 2020a). Além disso, o perfil lipídico de P. laurentii

assemelha-se às características dos óleos vegetais utilizados para a produção de biodiesel de

qualidade padrão, destacando seu potencial como fonte sustentável para a produção de

biocombustíveis (Vieira et al., 2020a; Wang et al., 2018).

Recentemente, o primeiro modelo metabólico em escala genômica de P. laurentii foi

publicado (Ventorim et al. 2022). O modelo foi reconstruído por homologia usando o genoma

de P. laurentii UFV-1 (Vieira et al. 2020b) como base, e usando GEMs de Rhodotorula

toruloides (Tiukova et al. 2019) e Yarrowia lipolytica (Kerkhoven et al. 2016) como moldes.

O modelo reconstruído foi capaz de representar o crescimento de P. laurentii sob condições

mínimas e complexas de cultivo. Dessa forma, o GEM abre perspectivas para entender melhor

a regulação do metabolismo de P.laurentii usando abordagens de biologia de sistemas.

1.3. Análise de fluxo metabólico

Técnicas de engenharia metabólica são empregadas para otimizar a produção de

compostos de interesse por microrganismos. No entanto, essas abordagens requerem

conhecimento das vias metabólicas que promovem a síntese do metabólito de interesse, bem

como a análise do fluxo dessas vias metabólicas (Stephanopoulos, 1999). A análise dos fluxos

metabólicos permite compreender como um microrganismo responde às variações ambientais,

identificar gargalos nas vias metabólicas que limitam a produção de um determinado

composto, avaliar os níveis de controle metabólico e estabelecer modelos preditivos, que são

valiosos para o desenvolvimento de estratégias de melhoria e processamento (Cheah et al.,

2020; Niederberger et al., 1992; Vallino & Stephanopoulos, 1993; Foster et al., 2019). O

estudo dos fluxos metabólicos é predominantemente realizado por meio de três abordagens:
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modelagem cinética, análise de fluxo metabólico baseada em carbono marcado (13C-MFA) e

FBA (Ohno; Uematsu; Kuroda, 2022).

A modelagem cinética desempenha um papel importante na descrição dos

mecanismos enzimáticos, fornecendo informações úteis sobre a regulação do fluxo

metabólico e o equilíbrio de massa em cada reação. Os fluxos metabólicos são representados

em termos das concentrações de enzimas e substratos, permitindo uma avaliação dinâmica e

quantitativa de dados metabolômicos, fluxômicos e proteômicos. Assim, o fluxo metabólico é

descrito como uma equação cinética para cada reação, envolvendo um conjunto de enzimas,

metabólitos e parâmetros específicos de cada reação, sendo a cinética de Michaelis-Menten

uma das mais conhecidas (Srinivasan; Cluett; Bahadevan; 2015; Saa & Nielsen, 2017; Yasemi

& Jolicoeur, 2021; Sauro, 2011). Quando a concentração da enzima é explicitamente

considerada na cinética da reação, o modelo cinético pode calcular o fluxo metabólico,

fornecendo informações sobre mecanismos de interação entre enzimas, metabólitos e fluxos

metabólicos, e pode ser aplicado em condições de estado não-estacionário. Entretanto, devido

à sua maior complexidade, esse tipo de modelo não é geralmente aplicado em redes

metabólicas complexas em função do alto custo computacional e da necessidade de dados

experimentais substanciais. No entanto, as informações obtidas por esse modelo podem ser

úteis para auxiliar nas abordagens de 13C-MFA e FBA (Ohno; Uematsu; Kuroda, 2022).

Tradicionalmente, as técnicas marcação por isótopo de carbono são amplamente

utilizadas no estudo das vias metabólicas, permitindo a identificação precisa dos fluxos

metabólicos e a validação de modelos metabólicos (Gonzalez & Antoniewicz, 2017; Long et

al., 2017). A técnica 13C-MFA tem sido considerada como referência para a quantificação

exata e precisa dos fluxos em células vivas (Crown & Antoniewicz, 2013). A 13C-MFA

envolve o uso de um substrato marcado com o isótopo de carbono-13 (13C) para o cultivo

celular. Esse substrato é metabolizado pela célula e o 13C é incorporado às biomoléculas do

microrganismo em questão. Em seguida, o padrão de marcação é avaliado por meio de

técnicas como espectrometria de massas e ressonância magnética nuclear (McConnell &

Antoniewicz, 2016; Szyperski et al., 1999). Devido à distribuição variada dos fluxos

metabólicos, diferentes padrões de marcação são obtidos na 13C-MFA, permitindo a inferência

dos fluxos com base nesses padrões, que são submetidos a um problema de regressão de

mínimos quadrados (Antoniewicz et al., 2006). Apesar das vantagens relacionadas à precisão

das análises, a técnica apresenta algumas limitações. Isso inclui a restrição do estudo aos

fluxos que abrangem apenas o metabolismo central de carbono, a dependência de substratos
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marcados apropriadamente, o que aumenta o custo da análise; e a escolha dos metabólitos a

serem analisados, a qual afeta a acurácia e precisão da análise de fluxo (Ohno; Uematsu;

Kuroda, 2022). A seleção do substrato marcado e a posição do isótopo 13C são etapas críticas

para garantir a precisão da técnica em questão. Essas escolhas afetam diretamente a trajetória

dos átomos de carbono através da rede metabólica, podendo divergir significativamente. Uma

seleção inadequada pode levar o isótopo 13C para rotas metabólicas não representativas para

um objetivo específico. Portanto, é imprescindível possuir conhecimento prévio sobre os

mecanismos de reação nas vias metabólicas (Crown & Antoniewicz, 2019). Como exemplo,

Amador-Nogues et al. (2010) demonstraram que a reação promovida pela piruvato

ferredoxinoxidoredutase de Clostridium acetobutylicum, substitui o carbono 1 (C-1) do

piruvato por uma molécula de CO2 intracelular, caso o 13C estivesse nessa posição, seria

removido das vias centrais de carbono, o que compromete a obtenção de informações exatas e

precisas.

Por outro lado, a FBA utiliza programação linear para predizer a distribuição de

fluxos, estabelecendo restrições com o objetivo de maximizar ou minimizar um determinado

objetivo metabólico. A principal restrição aplicada ao FBA é a suposição de estado

estacionário para os metabólitos intracelulares, ou seja, assume-se que os níveis de

metabólitos intracelulares são relativamente constantes ao longo do tempo. Para aplicar essa

abordagem ao estudo do fluxo metabólico, é necessário construir uma matriz estequiométrica

que represente as reações e os metabólitos presentes em um organismo por meio da utilização

de GEMs (Orth; Thiele; Palsson, 2010). Os GEMs são reconstruções in silico que

representam o metabolismo de um organismo com base na anotação do genoma e nas

capacidades metabólicas da célula, permitindo a conexão entre genes, proteínas e reações,

relacionando o genótipo ao metabolismo. Essas reconstruções convertem as complexas redes

metabólicas em uma representação matemática, na forma de uma matriz estequiométrica que

descreve o balanço de massa dos metabólitos e associa a estequiometria das reações às

enzimas responsáveis, incluindo cofatores. Com um GEM, considerando o estado

estacionário, é possível realizar simulações usando métodos de otimização para identificar o

espaço de solução, como a FBA (Geng & Nielsen, 2017; Nielsen, 2017; O'Brien et al., 2015).

Cabe destacar que as estequiometrias das reações descritas impõem restrições adicionais aos

fluxos de metabólitos.

Por ser formulada como um problema de otimização linear, a FBA possui um menor

custo computacional para o cálculo dos fluxos metabólicos. Isso permite a aplicação de redes
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metabólicas que podem incluir milhares de reações e abranger todos os fluxos metabólicos do

genoma. Além disso, a FBA é capaz de fornecer previsões quantitativas de fluxo para

microrganismos com diferentes genótipos e em diferentes condições ambientais (Ohno;

Uematsu; Kuroda, 2022). A FBA é amplamente utilizada para estudar redes bioquímicas e

depende do equilíbrio dos fluxos metabólicos em estado estacionário em torno de cada

metabólito da rede, juntamente com um conjunto de restrições de fluxo baseadas em

características fisiológicas obtidas experimentalmente. Ao combinar o estado estacionário

com uma função objetivo adequada, que representa um objetivo metabólico específico, como

o aumento da biomassa, é possível identificar um espaço de solução usando programação

linear. Isso resulta em distribuições de fluxo que atendem ao objetivo proposto. Em resumo, a

FBA calcula os fluxos de metabólitos através da rede, considerando restrições de fluxo que

representam o estado estacionário (balanço de massa, carga e estequiometria de reação) e

limites de fluxo obtidos experimentalmente. Isso permite a predição da taxa de crescimento

ou produção de um metabólito de interesse industrial (Orth; Thiele; Palsson, 2010; Nielsen,

2017; Marinos et al., 2020). No entanto, os modelos metabólicos convencionais e a FBA

possuem algumas limitações, como a falta de parâmetros cinéticos, a incapacidade de prever

as concentrações de metabólitos e a ausência de informações sobre efeitos regulatórios, como

ativação de enzimas ou regulação da expressão gênica. Portanto, suas previsões podem não

ser sempre precisas (Orth; Thiele; Palsson, 2010).

Variações da abordagem de FBA podem ser usadas para fins específicos. Por

exemplo, o estudo de economia de energia e alocação de recursos celulares, pode ser

realizado com a abordagem de FBA parcimoniosa (pFBA), que pode ser aplicada a um GEM

convencional (Kerkhoven, 2022). A pFBA é uma otimização de programação linear na qual a

FBA tradicional é inicialmente realizada para calcular o valor ideal de um determinado

objetivo, como a taxa de crescimento. Em seguida, é realizada uma minimização da soma de

todos os fluxos de reação associados aos genes, mantendo fixada a velocidade de crescimento

predita pelo FBA tradicional. Isso permite observar a distribuição de fluxos em resposta à

alocação mínima de enzimas necessárias para atingir o objetivo em estudo, como a taxa de

crescimento. Além disso, a pFBA é comumente usada para estudar genes essenciais

(Kerkhoven, 2022; Lewis et al., 2010).

Outra abordagem variante da técnica FBA é a análise de variabilidade de fluxo (do

inglês Flux Variability Analysis ou FVA), comumente utilizada para avaliar os fluxos

máximos e mínimos possíveis através de uma determinada reação, mantendo o valor da
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função objetivo restrito ao valor ótimo ou próximo a ele (Orth; Thiele; Palsson, 2010). A

avaliação de fluxos por FVA emprega inicialmente a FBA tradicional para uma determinada

função objetivo e, em seguida, o valor obtido é utilizado como restrição, permitindo que cada

reação da rede metabólica varie em seus fluxos máximos e mínimos. Isso possibilita a

observação de como cada reação afeta a função objetivo e qual a sensibilidade dessas reações,

gerando informações que podem guiar abordagens de engenharia metabólica (Orth; Thiele;

Palsson, 2010; Gudmundsson & Thiele, 2010).

A FBA clássica é aplicada a valores fixos de taxa de captação de substratos,

representando apenas a fase de crescimento exponencial em um regime de batelada ou para o

regime de cultura contínua. A FBA dinâmica (dFBA) foi desenvolvida para estudar o

comportamento dos fluxos metabólicos de um microrganismo em um estado não-estacionário

(Henson & Hanly, 2014). Para isso, as concentrações de substrato extracelular e as

concentrações de produto são utilizadas para calcular as taxas de absorção de substrato

variáveis ao longo do tempo, por meio de uma expressão cinética de captação. Isso permite

observar as variações no metabolismo de acordo com as mudanças no ambiente. As

concentrações extracelulares são calculadas por meio de equações de equilíbrio extracelular,

levando em consideração uma determinada concentração de biomassa celular e substrato,

enquanto o produto é definido em função do crescimento celular e da taxa de secreção de

produto obtidas por meio de programação linear. Dessa forma, os metabólitos intracelulares e

extracelulares variam ao longo do tempo, embora haja a pressuposição de que o estado

estacionário seja mantido intracelularmente, o que impede o cálculo das concentrações de

metabólitos intracelulares (Henson & Hanly, 2014).

A FBA empregando GEMs pode ser utilizada para comparar as capacidades

metabólicas entre diferentes células, realizar análises fisiológicas para avaliar a essencialidade

de genes, o crescimento em diferentes substratos e a capacidade de produção de diferentes

metabólitos. Dessa forma, ela fornece informações que contribuem para uma melhor

compreensão de como a homeostase metabólica afeta o sistema regulatório global de uma

célula, permitindo melhorar as condições em processos biotecnológicos. A FBA também pode

ser aplicada para direcionar modificações genéticas na engenharia metabólica, identificando

enzimas associadas a reações que podem ser reprimidas ou superexpressas de acordo com o

objetivo. Além disso, ela pode ser utilizada para realizar análises integrativas de dados ômicos

(Lu et al., 2021; Nielsen, 2017; O'Brien et al., 2015; Zampieri et al., 2019).
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Existem abordagens que auxiliam na busca por nutrientes relevantes para aprimorar

o objetivo estudado em uma FBA, como a análise de custos reduzidos. Os custos reduzidos

podem ser definidos como parâmetros de sensibilidade para cada reação que faz parte de uma

solução de FBA. Eles indicam o quanto uma determinada reação afeta uma determinada

função objetivo, permitindo avaliar os efeitos positivos e negativos. Assim, ao aplicar essa

análise às reações de absorção, é possível obter informações sobre nutrientes ausentes ou em

baixas concentrações no meio de cultura, os quais podem aumentar o fluxo em direção a um

objetivo definido, como o crescimento representado pela equação de biomassa (Maarleveld et

al., 2013; Goffin et al., 2010). Portanto, os custos reduzidos podem ser interpretados como o

impacto em uma função objetivo causado por um aumento no fluxo de uma determinada

reação (Marinos et al., 2020). Além disso, outro parâmetro que pode ser utilizado na

interpretação de uma solução FBA é o shadow price, que reflete a sensibilidade da função

objetivo em relação a uma mudança em uma restrição de metabólito (Palsson, 2006; Price et

al., 2004).

Atualmente, a FBA aplicada a GEMs tem sido explorada em quatro áreas de

aplicação: predição de fluxo metabólico, modificação de microrganismos para atuarem como

microfábricas celulares, análise comparativa de diferentes microrganismos e otimização das

condições de cultivo (Chen et al., 2022). A integração de dados experimentais, como fluxos

de troca de metabólitos externos e taxas de crescimento, com modelos metabólicos, permite

calcular distribuições de fluxo metabólico usando FBA, refletindo as alterações metabólicas

em resposta a modificações ambientais e genéticas (Liu et al., 2021; Henriques et al., 2021;

Lopes et al., 2020). Além disso, é possível integrar o proteoma aos GEMs, o que permite uma

compreensão mais completa do metabolismo, assim como a adição de constantes catalíticas

das enzimas (Kerkhoven, 2022). Como os recursos proteicos são limitados dentro do espaço

celular, eles devem ser alocados de maneira ideal entre as vias metabólicas e os processos

biológicos em resposta a várias perturbações (Basan, 2018). Um exemplo inicial de um GEM

específico para leveduras foi o ecYeast7.6 (Sánchez et al., 2017), o qual inclui parâmetros de

restrição enzimática e mostrou-se adequado para prever comportamentos fisiológicos, como o

efeito Crabtree e o crescimento em diferentes fontes de carbono não previstos pelo modelo

convencional.
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CAPÍTULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO DE CULTURA PARA A
LEVEDURA OLEAGINOSA Papiliotrema laurentii UFV-1 COMBINANDO ANÁLISE
DE BALANÇO DE FLUXO COM EXPERIMENTO FATORIAL

Destaques

● A FBA permitiu identificar fontes de carbono e nitrogênio que favoreceram o

crescimento de P. laurentii, norteando o delineamento de experimentos fatoriais

visando a otimização da produção de biomassa.

● A combinação de lactose e ureia como fontes de carbono e nitrogênio,

respectivamente, favoreceu o aumento da produção de biomassa e lipídios de P.

laurentii.

● O aumento da concentração do extrato de levedura até 0,5 g L-1 ocasionou o aumento

da produção de biomassa e de lipídios em P. laurentii.

● A condição de cultivo baseada na combinação de 28,56 g L-1 de lactose, 0,234 g L-1

de ureia e 0,5 g L-1 de extrato de levedura, com a razão C:N de 75:1, resultou em um

aumento de 500% tanto na produção de biomassa, quanto no título lipídico quando

compara à condição padrão, representada pelo meio de cultivo SS2 contendo 0,523 g

L-1 de sulfato de amônio e 30 g L-1 de glicose e 0,1 g L-1.
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Resumo

A demanda por oleoquímicos aumentou nas últimas décadas, contudo, esses compostos são

geralmente produzidos a partir de óleos vegetais, o que não é ecologicamente sustentável. As

leveduras oleaginosas surgem como uma alternativa sustentável, pois não requerem terras

aráveis, evitando competição com a produção de alimentos. A levedura oleaginosa

Papiliotrema laurentii é capaz de acumular 63,5% de lipídios em seu peso seco. No entanto,

seu crescimento é limitado em meios de cultivo convencionais, prejudicando a produção de

lipídios. Este trabalho apresenta uma estratégia para o desenvolvimento de um meio de

cultura que favoreça a produção de biomassa por P. laurentii, utilizando a FBA para nortear a

seleção dos fatores nutricionais. A combinação de lactose e ureia promoveu o maior aumento

da produção de biomassa e lipídios. O aumento da concentração do extrato de levedura até 0,5

g/L favoreceu também a produção de biomassa. A combinação de 28,56 g L-1 de lactose,

0,234 g L-1 de ureia e 0,5 g L-1 de extrato de levedura aumentou em 500% a produção de

biomassa e o título lipídico por P. laurentii. Esses resultados demonstram que a metodologia

proposta foi adequada para aumentar a produção de biomassa e de lipídios por P. laurentii.
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2.1. Introdução

A demanda por oleoquímicos produzidos tradicionalmente a partir de biomassa

vegetal e animal, vem aumentando ao longo dos anos (Adrio, 2017). Projeções indicam que

essa tal continuará a aumentar (OECD, 2015; Ates & Bukowski, 2023). No entanto, a

sustentabilidade da produção de oleoquímicos gera grande preocupação, haja vista que a

maioria deles é produzida a partir de óleos obtidos de biomassa vegetal (Bharathiraja et al.,

2017; Bhuiya et al., 2016; Bonatsos et al., 2020). Essa produção requer grandes extensões de

terras aráveis, além de elevadas quantidades de água e fertilizantes, resultando em competição

com a produção de alimentos (Tomas-Pejo et al. 2021). Uma alternativa sustentável para a

obtenção de lipídios utilizados na produção de oleoquímicos é o uso de óleos microbianos,

produzidos por microrganismos com elevada capacidade de acumular lipídios (Chatterjee and

Mohan 2020). A produção de óleos microbianos por bactérias, leveduras, fungos filamentosos

e microalgas é independente de condições geográficas e sazonais, requer menor espaço para

produção e apresenta maior rendimento lipídico em comparação com a obtenção de óleos

vegetais (Chatterjee and Mohan 2020; Meng et al., 2009).

Microrganismos oleaginosos são definidos como aqueles capazes de acumular pelo

menos 20% de seu peso em lipídios (Ratledge, 1991; Robles-Iglesias et al., 2023;

Szczepańska et al., 2022). Dentre esses microrganismos, as leveduras oleaginosas oferecem

várias vantagens, como altas taxas de crescimento em comparação com outros organismos

oleaginosos, capacidade de acumular altos teores de lipídios, composição semelhante à de

óleos vegetais, apresentam elevada produtividade volumétrica e possuem ampla diversidade

metabólica, o que possibilita a obtenção de biomassa a partir de uma gama de nutrientes, alta

variedade de compostas produzidos (Saenge et al., 2011; Spier et al., 2015; Sreeharsha &

Mohan, 2020; Sreeharsha; Tejaswini; Mohan, 2022; Wang et al., 2015). Diversas espécies de

leveduras oleaginosas não convencionais podem crescer em uma ampla gama de açúcares

derivados de diferentes substratos, como biomassas lignocelulósicas à base de plantas, que

incluem os carboidratos, celulose e hemicelulose, representando uma fonte de carbono de

baixo custo para a produção de óleo por essas espécies (Garlapati et al., 2020; Slininger et al.,

2016; Chaturvedi; Bhattacharya; Khare, 2018).

Papiliotrema laurentii é uma levedura oleaginosa não convencional pertencente ao

filo Basidiomycota, que apresenta dimorfismo, capacidade de sintetizar cápsula e ausência de
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motilidade (Liu et al., 2015; Kurtzman, 1973). Além disso, P. laurentii é capaz de assimilar

várias fontes de carbono, como glicose, xilose, arabinose, celobiose, manose, galactose,

ramnose, sacarose, lactose e ácido galacturônico (Sitepu et al., 2014). Um estudo recente

observou que P. laurentii, também acumula lipídios mais rapidamente do que outras leveduras

oleaginosas, alcançando a produção máxima em 48 h de cultivo (Vieira et al., 2020). Em meio

de cultivo contendo xilose como fonte de carbono e condições otimizadas (30 ºC; 300 rpm;

DO600 = 0,8 e pH = 7), P. laurentii alcança 63,5% (p/p) de seu peso seco em lipídios (Vieira et

al., 2020). No entanto, o crescimento de P. laurentii é limitado em meios de cultura

comumente utilizados para cultivo de leveduras oleaginosas e, devido ao conhecimento

limitado sobre suas características fisiológicas, o planejamento de experimentos fatoriais

torna-se desafiador, resultando em um delineamento mais intuitivo. Recentemente, o primeiro

modelo metabólico em escala genômica de P. laurentii foi publicado (Ventorim et al. 2022), e

oferece uma ferramenta útil para auxiliar na compreensão da fisiologia dessa levedura (De

Almeida et al., 2022).

A análise dos fluxos metabólicos permite compreender as respostas de um

microrganismo às variações ambientais, identificar restrições nas vias metabólicas que

limitam a produção de compostos específicos, avaliar os níveis de controle metabólico e

estabelecer modelos preditivos relevantes para o desenvolvimento de estratégias de

aprimoramento e processamento (Cheah et al., 2020; Niederberger et al., 1992; Foster et al.,

2019). A FBA utiliza programação linear para predizer a distribuição de fluxos, impondo

restrições com o objetivo de maximizar ou minimizar um determinado objetivo. No entanto,

para aplicar essa abordagem ao estudo do fluxo metabólico, é necessário construir uma matriz

estequiométrica que represente as reações e os metabólitos presentes em um organismo, o

denominado modelo metabólico em escala genômica (GEM). GEMs são reconstruções in

silico que representam matematicamente o metabolismo de um organismo com base na

anotação genômica e nas capacidades metabólicas celulares, permitindo a conexão entre

genes, proteínas e reações, relacionando o genótipo ao metabolismo. Portanto, a FBA aplicada

a modelos metabólicos fornece informações de fluxos que podem representar o

comportamento de um determinado microrganismo em um determinado ambiente (Geng &

Nielsen, 2017; Nielsen, 2017; O'Brien et al., 2015; Orth; Thiele; Palsson, 2010).

Neste estudo, aplicamos a FBA ao GEM de P. laurentii (papla-GEM) para identificar

fontes de carbono e nitrogênio capazes de aumentar a produção de biomassa, norteando o

delineamento de experimentos fatoriais. Observou-se que a combinação de lactose e ureia
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promoveu o maior aumento tanto na produção de biomassa quanto no título lipídico. Além

disso, foi avaliado o efeito do aumento da concentração do extrato de levedura, com a

finalidade de verificar se existem outros requerimentos nutricionais que auxiliam na produção

de biomassa. Um aumento de até 0,5 g L-1 de extrato de levedura promoveu um aumento

substancial na produção de biomassa e título lipídico. Assim, a combinação que resultou na

maior produção de biomassa e título lipídico foi de 28,56 g L-1 de lactose, 0,234 g L-1 de ureia

e 0,5 g L-1 de extrato de levedura, com uma relação C:N de 75:1.

2.2. Metodologia

2.2.1. Análise de Balanço de Fluxo

O modelo metabólico em escala genômica papla-GEM disponível no repositório do

GitHub (https://github.com/SysBioChalmers/papla-GEM) foi utilizado para as FBAs, com o

intuito de predizer as velocidades de crescimento em P. laurentii. Antes de realizar as

simulações, o papla-GEM foi curado manualmente para corrigir reações desbalanceadas

utilizando a função "getElementalBalance" da caixa de ferramentas RAVEN (Agren et al.,

2013). Adicionalmente, o software MEMOTE foi empregado para identificar possíveis

reações desbalanceadas com base na carga metabólica (Suthers et al., 2021).

Em seguida, procedeu-se à realização da abordagem FBA utilizando a caixa de

ferramentas RAVEN e o solucionador Gurobi (versão 9.1.1., Gurobi Optimization LLC,

Estados Unidos), definindo a formação de biomassa como a função objetivo. Diferentes

velocidades crescimento e de captação de glicose determinadas experimentalmente por

Ventorim et al. (2022), em meios mínimos e complexos, sob diferentes condições de cultivo,

foram utilizadas para fornecer as restrições necessárias para execução das simulações. A fim

de controlar a taxa de captação da fonte de carbono, dados experimentais obtidos durante a

fase exponencial do cultivo conduzido em batelada, em meio de cultura mínimo Yeast

Nitrogen Base (YNB) contendo 5 g L-1 de glicose como fonte de carbono a 30 ºC e pH inicial

de 4,5, foram empregados como a condição de referência para a FBA. Dessa maneira, a taxa

de captação de glicose foi restrita para 5 mmol h-1 conforme determinado experimentalmente,

enquanto as demais fontes de carbono tiveram suas taxas de captação ajustadas para fornecer

a mesma quantidade de carbono por unidade de tempo.

https://github.com/SysBioChalmers/papla-GEM
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No intuito de identificar as fontes de carbono mais favoráveis para o crescimento de

P. laurentii, 10 diferentes fontes de carbono, a saber: acetato, lactato, glicerol, glicose, xilose,

arabinose, galactose, manose, lactose e sacarose, foram avaliadas considerando como fonte de

nitrogênio o sulfato de amônio com taxa de captação de 1 mmol gMS-1 h-1. Foram

selecionados o acetato e o glicerol em virtude de serem fontes de carbono economicamente

acessíveis e de fácil aquisição, encontrados como subprodutos e resíduos de processos

biotecnológicos. Ademais, muitos microrganismos têm a capacidade de utilizá-los como fonte

de carbono, assim como ocorre para com o lactato, comumente gerado em processos

fermentativos (Chen et al. 2018; Da Silva et al. 2009; Oyekola et al. 2010; Xu et al. 2018). A

glicose, xilose e arabinose são comumente encontradas na biomassa lignocelulósica, que é

uma matéria-prima de baixo custo (Saika et al. 2020; Seiboth & Metz. 2011; Wang et al.

2019). A manose também pode ser encontrada na biomassa lignocelulósica, como em

sementes de açaí, bem como no polissacarídeo glucomanana presente na farinha de konjac,

(Monteiro et al., 2019; Wang et al. 2019; Yang et al. 2023). A lactose e a sacarose são

açúcares de menor custo e amplamente utilizados por microrganismos, sendo a lactose

encontrada no soro de leite, gerado na produção de queijos, e a sacarose abundante no melaço

proveniente da produção de açúcar de cana-de-açúcar. Além disso, a lactose é composta por

glicose e galactose, portanto a galactose também foi selecionada como fonte de carbono a ser

avaliada (Asku & Eren et al. 2007; Bento et al. 2019; Szczerba et al. 2020; Wang et al. 2018).

Posteriormente, 25 fontes de nitrogênio, também com taxa de captação de 1 mmol

gMS-1 h-1, foram avaliadas individualmente a fim de se identificar as fontes que apresentam a

maior velocidade de crescimento. Com esse propósito, a glicose foi utilizada como fonte de

carbono na taxa de captação de 5 mmol gMS-1 h-1. As fontes de nitrogênio avaliadas foram:

sulfato de amônio fonte inorgânica padrão, ureia, alantoína, ornitina, citrulina e os 20

aminoácidos proteicos. Os aminoácidos foram utilizados como fonte orgânica de nitrogênio

por geralmente proporcionarem incrementos na produção de biomassa; a ureia e a ornitina

foram selecionadas por serem encontradas em resíduos agrícolas e por proporcionarem

aumento na produção de biomassa em leveduras; enquanto a ornitina e a citrulina podem ser

utilizadas para produção de arginina e sustentam crescimento em leveduras (El-Sayed et al.,

2019; Gutiérrez et al., 2013; Godard et al., 2007; Schafferer., 2015, Su et al., 2020). Em

seguida, simulações foram realizadas combinando todas as fontes de carbono com todas as

fontes de nitrogênio avaliadas.
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2.2.2. Microrganismo e manutenção

A linhagem P. laurentii UFV-1 utilizada neste estudo faz parte do acervo de culturas

do Laboratório de Fisiologia de Microrganismos do Departamento de Microbiologia da

Universidade Federal de Viçosa. A levedura foi armazenada a -80 °C em meio YP (10 g L-1 de

extrato de levedura, 20 g L-1 de peptona) contendo 50% (v/v) de glicerol. Essa linhagem foi

isolada de uma amostra de solo coletada no Parque Nacional da Serra dos Órgãos (Vieira et

al., 2020).

2.2.3. Condições de cultivo

Inicialmente, as células de P. laurentii UFV-1 foram ativadas em meio contendo 10 g

L-1 de extrato de levedura, 20 g L-1 de peptona, 20 g L-1 de glicose e 20 g L-1 de ágar

(YPD-Ágar) a 30 ºC por 48 h. Após esse período, uma colônia isolada foi transferida para

frasco Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio SS2 conforme descrito por Tanimura

et al. (2014), com alteração na concentração de sulfato de amônio. O meio SS2 foi composto

por 30 g L-1 de glicose, 7,15 g L-1 de sulfato de amônio, 0,5 g L-1 de sulfato de magnésio, 0,1 g

L-1 de cloreto de cálcio, 0,1 g L-1 de cloreto de sódio e 0,1 g L-1 de extrato de levedura. As

culturas foram então incubadas em um agitador a 200 rpm e 30 ºC por aproximadamente 19 h.

Posteriormente, as culturas foram centrifugadas a 4000 g por 10 minutos a 4 ºC. As células

sedimentadas foram lavadas duas vezes com água contendo 1 g L-1 de peptona e

ressuspendidas em 5 mL de água com 1 g L-1 de peptona. A DO600 foi então medida e, com

base no valor obtido, um volume específico da suspensão de células foi transferido para novos

meios de cultivo definidos no delineamento experimental, de modo que a DO600 inicial dos

cultivos fosse aproximadamente 0,1.

2.2.4. Delineamento experimental

Para a avaliar o efeito dos nutrientes selecionados pela FBA no acúmulo de

biomassa, foi realizado um experimento fatorial triplo (4x3x2) com o delineamento

inteiramente casualizado (DIC) com 2 repetições por tratamento, as análises estatísticas foram

realizadas usando o software R, versão 4.1.1. Os fatores avaliados incluíram: 4 fontes de

carbono, 3 concentrações para cada fonte de carbono e 2 fontes de nitrogênio com

concentração ajustada para manter a razão carbono:nitrogênio (C:N) em 100:1, com a

finalidade de favorecer o fenótipo oleaginoso. Consequentemente, foram obtidos 24
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tratamentos conforme apresentado na Tabela 1, totalizando 48 cultivos. Com base nos dados

obtidos, foi realizado o teste de Shapiro-Wilk, a um nível de significância de 5%, para

verificar a normalidade dos resíduos. O teste de Bartlett, a um nível de significância de 5%,

foi usado para verificar a homogeneidade das variâncias residuais por tratamento. Essas

análises foram executadas para verificar a possibilidade do uso da análise de variância

(ANOVA).

Os tratamentos foram avaliados pela ANOVA com o uso do teste de Tukey, a um

nível de significância de 5%. É importante destacar que os cultivos de P. laurentti foram

conduzidos em três concentrações diferentes, mantendo uma razão C:N de 100:1, a fim de

favorecer o fenótipo oleaginoso. Para isso, as concentrações de cada um dos açúcares

selecionados foram ajustadas para fornecer 4, 8 e 12 g L-1 de carbono. As concentrações das

fontes de nitrogênio foram estabelecidas de maneira a fornecer a quantidade correta de

nitrogênio para manter a razão C:N em 100:1, levando em consideração o extrato de levedura

contendo 10% do peso em nitrogênio. Esse desenho experimental caracterizou um fatorial

triplo em três níveis.
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Tabela 1: Matriz de composição do fatorial 4x3x2.

Fonte de Carbono Concentração de
Carbono (g L-1)

Fonte de Nitrogênio (g L-1)

Sulfato de
Amônio (A)

Ureia
(U)

Glicose
(g L-1)

10 4 0,143
(Tratamento 1)

0,064
(Tratamento 13)

20 8 0,333
(Tratamento 2)

0,149
(Tratamento 14)

30 12 0,523
(Tratamento 3)

0,234
(Tratamento 15)

Xilose
(g L-1)

10 4 0,143
(Tratamento 4)

0,064
(Tratamento 16)

20 8 0,333
(Tratamento 5)

0,149
(Tratamento 17)

30 12 0,523
(Tratamento 6)

0,234
(Tratamento 18)

Sacarose
(g L-1)

9,52 4 0,143
(Tratamento 7)

0,064
(Tratamento 19)

19,04 8 0,333
(Tratamento 8)

0,149
(Tratamento 20)

28,56 12 0,523
(Tratamento 9)

0,234
(Tratamento 21)

Lactose
(g L-1)

9,52 4 0,143
(Tratamento 10)

0,064
(Tratamento 22)

19,04 8 0,333
(Tratamento 11)

0,149
(Tratamento 23)

28,56 12 0,523
(Tratamento 12)

0,234
(Tratamento 24)

Após a realização do experimento fatorial 4x3x2, descrito na tabela 1, e a seleção da

melhor combinação entre a fonte de carbono e a fonte de nitrogênio, foi realizado um novo

experimento fatorial 4x3 com 2 repetições por tratamento. Nesse experimento, foram

avaliadas quatro concentrações de extrato de levedura e três concentrações da fonte de

carbono selecionada (lactose), conforme descrito na Tabela 2. A avaliação de diferentes



44

concentrações do extrato de levedura objetivou observar se o aumento da concentração de

outros requerimentos nutricionais, presentes no extrato de levedura, proporciona um aumento

na produção de biomassa, dado que esse substrato complexo é rico em uma gama de

nutrientes. Com o objetivo de manter a mesma proporção de lactose e ureia do experimento

fatorial anterior, para o cálculo da relação C:N não foi considerado o aumento do teor de

nitrogênio ocasionado pelo acréscimo do extrato de levedura. Dessa forma, o estímulo para a

produção de biomassa foi priorizado. A análise do título lipídico foi utilizada para determinar

o momento em que a atenuação da condição de acúmulo lipídico, se torna prejudicial para a

produção total de lipídios ao término do cultivo. Portanto, a relação C:N dos cultivos

permaneceu em 100:1 apenas quando a concentração de extrato de levedura foi de 0,1 g L-1

(Tabela 2). Assim, foram gerados 12 tratamentos, totalizando 24 cultivos. Foi adotado um

modelo completo de segunda ordem com interação como representação do experimento,

conforme o demonstrado pela equação:

em que:𝑦 =  β0 +  β1𝑎 + β2𝑎2 + β3𝑏 +  β4𝑏2 +  β5𝑎𝑏 +  ∈ 
β0 é a constante da regressão.

β1, β2, β3, β4 e β5 são os coeficientes de regressão

As letras a, b e ab representam os efeitos da concentração do extrato de levedura,

concentração da fonte de carbono e a interação entre as concentrações do extrato de levedura

e da fonte de carbono, respectivamente.

O ajuste do modelo foi realizado pelo procedimento de remoção gradual dos termos

não significativos avaliados por ANOVA. A avaliação teve início pela interação e os termos

foram retirados um a um quando não apresentavam significância estatística pelo teste t de

Student a 5% de significância.
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Tabela 2: Tratamentos obtidos no fatorial 4x3.

Tratamento
Extrato de
levedura
(g L-1)

Razão C:N Lactose
(g L-1)

Ureia
(g L-1)

1 0,1 100:1

28,56 0,234
2 0,5 75:1
3 1 57:1
4 1,5 46:1
5 0,1 100:1

38,08 0,319
6 0,5 75:1
7 1 57:1
8 1,5 46:1
9 0,1 100:1

47,6 0,404
10 0,5 75:1

11 1 57:1

12 1,5 46:1

2.2.5. Determinação da biomassa

A biomassa celular (g L-1) foi obtida por meio da determinação gravimétrica após 48

h de cultivo. As culturas foram transferidas para tubos de centrífuga de fundo cônico de 50

mL previamente secos e com massa aferida. Em seguida, foram centrifugadas a 1912 g por 10

minutos a 4 ºC. As células sedimentadas foram então lavadas duas vezes com água contendo

1 g L-1 de peptona e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, as células sedimentadas

nos tubos de centrífuga de fundo cônico foram congeladas em nitrogênio líquido e

liofilizadas. Após esse procedimento, as amostras foram armazenadas em um dessecador até a

observação de que a biomassa se manteve constante. Além disso, após as 48 h de cultivo,

foram avaliadas a D.O600 e a biomassa final.

2.2.6. Extração e determinação do conteúdo lipídico

Após a obtenção das amostras liofilizadas e a determinação da massa celular,

aproximadamente 50 mg de massa seca foram transferidos para microtubos (MCT-200-C,

Axygen, Estados Unidos) de 2 ml e utilizados para a extração e determinação do conteúdo

lipídico. O procedimento de extração de lipídios foi efetuado de acordo com a metodologia
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proposta por Bligh e Dyer (1959) com modificações. Dessa forma, 1 mL de solução

metanol:clorofórmio (2:1) e duas esferas de tungstênio foram adicionados aos tubos contendo

a biomassa. Em seguida, as amostras foram maceradas em moinho de bolas (TissueLyserII,

Qiagen N.V., Holanda) com a programação de 30 agitações por segundo durante 5 minutos.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13201 g por 10 min a 10 ºC e o

sobrenadante foi transferido para tubos de vidro para centrífuga. Este procedimento foi

repetido por mais duas vezes. Logo após, foram adicionados 3 mL de clorofórmio aos tubos

de vidro para centrífuga contendo os sobrenadantes e a mistura foi homogeneizada com

pipeta, seguida pela adição de 2 mL de solução a 1% (p/v) de NaCl para favorecer a separação

de fases. A mistura foi centrifugada a 1111 g por 20 minutos a 10 ºC, e a fase orgânica

coletada e acondicionada em microtubos de centrífuga por amostra com massa previamente

aferida. Em seguida, o solvente foi volatilizado em cabine de exaustão utilizando um banho

seco a 60 ºC por 20 h e os lipídios extraídos foram secos em estufa a 60 ºC até a observação

de massa constante.

A determinação do teor lipídico, em porcentagem, foi realizada seguindo a Equação

1:

Equação 1: 𝑙 = 100 𝑥 𝑃𝑓−𝑃𝑖𝑀𝑠
Nessa equação, l representa o teor lipídico, Pf representa a massa final do microtubo

contendo o lipídio extraído após a evaporação do solvente a 60 ºC, até atingir uma massa

constante. Pi representa o peso do microtubo vazio e seco, e Ms representa a massa da

biomassa seca utilizada.

2.2.7. Avaliação do consumo das fontes de carbono

A concentração das fontes de carbono foi determinada por meio de cromatografia

líquida de alta eficiência (HPLC). Para isso, o sobrenadante da cultura foi recuperado por

centrifugação e filtrado utilizando filtros de 0,22 μm x 0,13 mm (Nylon, Merck Milipore Co.,

Alemanha) antes de ser injetado no cromatógrafo (CTO-20A, Shimadzu, Japão). A análise foi

conduzida empregando um método isocrático, no qual uma alíquota de 20 μL da amostra foi

injetada em uma coluna de troca iônica Aminex HPX-87H (300×7,8 mm, 9 μm, Bio-Rad,

Munique, Alemanha) com 5 mM de H2SO4 como fase móvel a uma taxa de fluxo de 0,7

mL/min, a uma temperatura de 40 °C, com detecção por índice de refração (RID-20A,
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Shimadzu, Japão). A quantificação desses carboidratos foi realizada por meio de calibração e

verificação com padrões externos. O consumo foi calculado pela subtração da concentração

da fonte de carbono em g L-1 quantificado no início do cultivo (0 h) pela concentração da

fonte de carbono em g L-1 no final do cultivo (48 h).

2.2.8. Parâmetros fermentativos

A determinação dos parâmetros fermentativos foi realizada de acordo com as
seguintes equações:

Equação 1: Teor lipídico (l %): l % = . Em que Pl e Ms correspondem à( 𝑃𝑙𝑀𝑠 ) 𝑥 100
massa seca dos lipídios extraídos e à massa seca da biomassa utilizada para extração,

respectivamente.

Equação 2: Concentração de biomassa (X (g L
-1

)): X (g L
-1

) . Em que Xf, Xi e= 𝑋𝑓−𝑋𝑖𝑉
V representam o peso do tubo de centrífuga de fundo cônico de 50 mL com a biomassa, o

peso do tubo de centrífuga de fundo cônico de 50 mL seco e vazio e o volume final do cultivo

respectivamente.

Equação 3: Título lipídico (TL(g L
-1

)): TL(g L
-1

) = .( 𝑃𝑙𝑀𝑠 ) 𝑥 𝑋𝑓
Equação 4: Produtividade Volumétrica de lipídios (Qpl): Qpl = . No qual t𝑇𝐿(𝑔/𝐿)𝑡

representa o tempo de cultivo.

2.3. Resultados

2.3.1. Curadoria do modelo papla-GEM

Um total de 410 reações da primeira versão do modelo metabólico em escala

genômica papla-GEM foram balanceadas, refinando o modelo em relação ao balanço de

cargas, incluindo prótons e moléculas de água. As modificações realizadas não afetaram os

fluxos previstos para a função objetivo testada, ou seja, a velocidade de crescimento,

entretanto, considerando a possibilidade de utilizar nutrientes carregado como componentes

do meio de cultivo, como aminoácidos, o balanço de cargas pode se fazer essencial para a

acurácia das predições.
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2.3.2. Predição do crescimento de Papiliotrema laurentii em diferentes fontes de
carbono e fontes de nitrogênio

As predições de crescimento in silico de P. laurentii em diferentes fontes de carbono

foram realizadas por meio da FBA empregando o modelo papla-GEM refinado, com a taxa de

captação de sulfato de amônio fixada em 1 mmol gMS-1 h-1 para observar apenas o efeito da

variação da fonte de carbono (Tabela 3). Para garantir que a mesma quantidade de átomos de

carbono fosse assimilada, as taxas de captação das fontes de carbono foram normalizadas em

relação ao número de carbonos que cada uma possuía, definindo como referência a taxa de

captação de glicose (contendo 6 átomos de carbono) em 5 mmol gMS-1 h-1.

Nessas condições, para taxa de captação de sulfato de amônio de 1 mmol gMS-1 h-1,

os carboidratos xilose e arabinose (principais constituintes da fração hemicelulósica de

biomassas vegetais), em conjunto com o lactato, destacaram-se predizendo as maiores

velocidades de crescimento (0,34 h-1), seguidos pelas hexoses (glicose, manose e galactose) e

por fim os dissacarídeos lactose e sacarose promoveram as menores velocidades de

crescimento. As predições das velocidades de crescimento de P. laurentii em outras fontes de

nitrogênio também foram analisadas, fixando as taxas de captação em 1 mmol gMS-1 h-1.

Nessas condições, a glutamina foi a fonte de nitrogênio que mais favoreceu o crescimento de

P. laurentii em todas as fontes de carbono avaliadas, predizendo as maiores velocidades de

crescimento. Quando as fontes de nitrogênio foram a citrulina, cisteína, histidina, lisina,

metionina, fenilalanina, prolina, serina e tirosina não houve fluxo direcionado para o

crescimento de P. laurentii, independentemente da combinação com as fontes de carbono. Em

geral, os demais aminoácidos (glicina, alanina, arginina, asparagina, aspartato, glutamato,

glutamina, isoleucina, leucina, treonina, triptofano, valina e ornitina) exibiram maiores

velocidades de crescimento preditas quando combinadas aos monossacarídeos e ácidos

orgânicos, assim como observado para as simulações empregando sulfato de amônio na

mesma taxa de captação. Ademais, os resultados de fluxo relacionados ao glicerol não foram

considerados, pois a P. laurentii UFV-1 não foi capaz de o utilizar experimentalmente.

A ureia demonstrou ser uma fonte de nitrogênio promissora, apresentando

velocidades de crescimento preditas superiores ao sulfato de amônio e de alguns aminoácidos,

para todas as fontes de carbono avaliadas. Cabe destacar que a ureia é uma fonte de nitrogênio

de baixo custo encontrada em fertilizantes e diversos resíduos como em águas residuais
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municipais, resíduos de indústrias madeireiras e resíduos agrícolas, considerada, portanto,

promissora para utilização em meios de fermentação (Brabender et al., 2018; Girods et al.,

2008; Shi et al., 2021; Gonçalves et al., 2021). Assim como a ureia, a alantoína, um

composto nitrogenado oriundo do catabolismo de purinas, apresentou velocidades de

crescimento preditas superiores ao sulfato de amônio em todas as fontes de carbono avaliadas.
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Tabela 3: Velocidades de crescimento (h-1) preditas por FBA nas diferentes combinações de fontes de carbono e nitrogênio definindo a produção de biomassa

como função objetivo.

Fontes de Carbono

Fontes de nitrogênio Xilose Arabinose Lactato Acetato Manose Galactose Glicose Sacarose Lactose

Sulfato de amônio 0,34 0,34 0,34 0,29 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

reia 0,41 0,41 0,33 0,29 0,41 0,41 0,42 0,29 0,29

Glicina 0,34 0,34 0,38 0,36 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Alanina 0,34 0,34 0,42 0,43 0,29 0,46 0,29 0,14 0,14

Arginina 0,42 0,42 0,34 0,30 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43

Asparagina 0,46 0,46 0,42 0,44 0,46 0,46 0,47 0,29 0,29

Aspartato 0,34 0,34 0,42 0,43 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Glutamato 0,34 0,34 0,46 0,50 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Glutamina 0,50 0,49 0,49 0,50 0,48 0,48 0,49 0,29 0,29

Isoleucina 0,34 0,34 0,35 0,32 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Leucina 0,34 0,34 0,35 0,32 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Treonina 0,34 0,34 0,30 0,26 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Triptofano 0,35 0,35 0,35 0,32 0,29 0,29 0,29 0,15 0,15

Valina 0,34 0,34 0,36 0,32 0,29 0,29 0,29 0,14 0,14

Alantoína 0,42 0,42 0,36 0,34 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43

Ornitina 0,37 0,37 0,34 0,30 0,31 0,31 0,31 0,16 0,16
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Com base nas simulações e nos dados experimentais, as fontes de nitrogênio

selecionadas para o experimento fatorial foram a ureia como fonte de nitrogênio orgânica e o

sulfato de amônio como fonte de nitrogênio inorgânica. As fontes de carbono selecionadas

foram: glicose, como fonte de carbono referência, xilose, lactose e sacarose. Essas escolhas

foram feitas considerando não apenas as velocidades de crescimento, mas também a natureza

das fontes de carbono em questão. Por exemplo, a xilose é abundante em materiais

lignocelulósicos, como o bagaço de cana, que é um resíduo da indústria açucareira. A lactose

está presente no soro de leite, que é um subproduto da indústria de laticínios, e a sacarose é

um substrato relativamente fácil de obter, sendo encontrado em grande quantidade no melaço

de cana-de-açúcar.

2.3.3. Avaliação da produção de biomassa por P. laurentii em meio de cultivo
contendo as combinações das fontes de carbono e nitrogênio selecionadas por meio das
análises in silico

Como mencionado anteriormente, a FBA foi utilizada para predizer as velocidades

de crescimento de P. laurentti em diferentes fontes de carbono e nitrogênio no intuito de

selecionar as mais promissoras em termos de aumento da produção de biomassa. Sendo

assim, os açúcares glicose, xilose, sacarose e lactose foram selecionados como fontes de

carbono, enquanto sulfato de amônio e ureia foram selecionadas como fontes de nitrogênio. É

importante destacar que os cultivos de P. laurentti foram conduzidos em três concentrações

diferentes, mantendo uma razão carbono-nitrogênio (razão C:N) de 100:1, a fim de favorecer

o fenótipo oleaginoso.

Ao avaliar a concentração de biomassa dos tratamentos, interações duplas

significativas foram observadas entre as variáveis concentração de carbono-nitrogênio,

concentração de carbono-fonte de carbono, e fonte de carbono-nitrogênio, apresentado um

coeficiente de variação (CV) de 7,59% (Tabela 4). Referente à interação da concentração de

carbono com a fonte de nitrogênio, foi observado que o aumento da concentração de carbono

afetou a produção de biomassa em ambas as fontes de nitrogênio. Quando as concentrações de

açúcares que fornecem 4 g L-1 de carbono, ambas as fontes de nitrogênio ocasionaram médias

de biomassa final semelhantes. No entanto, a partir das concentrações de açúcares que

fornecem de 8 a 12 g L-1 de carbono, a ureia favoreceu a obtenção maior de biomassa final

(Tabela 4).
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Além disso, na presença de sulfato de amônio, houve efeito positivo (p-valor < 0,05)

da concentração de carbono sobre a produção de biomassa, ou seja, concentrações superiores

a 4 g L-1 de carbono são necessárias para alcançar maiores concentrações de biomassa. Porém,

não foi possível ajustar uma regressão representativa entre a concentração de biomassa e

concentração de carbono, portanto, não é razoável determinar qual concentração de carbono

confere a maior produção de biomassa. No entanto, quando a ureia foi utilizada como fonte de

nitrogênio, observou-se um aumento linear e crescente da concentração de biomassa nos

cultivos com sacarose ou lactose, dentro do intervalo de concentrações avaliado. Isso indica a

possibilidade de obtenção de valores ainda maiores de biomassa para concentrações acima de

12 g L-1 de carbono.
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Tabela 4: Biomassa (g L-1) final de P. laurentii cultivada em diferentes combinações de fontes de
carbono e nitrogênio: avaliação das interações duplas, concentração de carbono-fontes de nitrogênio,
fontes de carbono-concentração de carbono e fontes de carbono-fontes de nitrogênio.

Interação: concentração de carbono e fonte nitrogênio

Concentração de carbono (g L-1)

Fonte de nitrogênio 4 8 12 Equação de regressão

Sulfato de amônio 1,26a 1,41b 1,37b Y = 1,244 + 0,0137x
R2 = 0,582

ureia 1,34a 1,60a 1,74a Y = 1,168 + 0,0491x
R2 = 0,969

Interação: fonte de carbono e concentração de carbono

Concentração de carbono (g L-1)

Fonte de carbono 4 8 12 Equação de regressão

Glicose 1,21b 1,40b 1,32c ###

Xilose 1,19b 1,32b 1,36bc ###

Sacarose 1,32ab 1,45b 1,54b Y = 1,221 + 0,0273x
R2 = 0,992

Lactose 1,47a 1,86a 1,99a Y = 1,262 + 0,0641
R2 = 0,930

Interação: fonte de carbono e fonte de nitrogênio

Fonte de carbono

Fonte de nitrogênio Glicose Xilose Sacarose Lactose

Sulfato de amônio 1,26aB 1,23aB 1,39aAB 1,51bA

ureia 1,37aB 1,35aB 1,49aB 2,04aA

Para a interação concentração de carbono-fontes de nitrogênio, os dados são apresentados como
média de duas repetições, as letras diferentes indicam diferenças significativas no teste de Tukey (p <
0,05) entre as fontes de nitrogênio, observando as colunas, enquanto que as equações de regressão se
referem ao efeito da concentração de carbono sobre a concentração de biomassa. p-valor da interação:
0.0048. Para a interação fontes de carbono-concentração de carbono, os dados são apresentados
como média de duas repetições, as letras diferentes indicam diferenças significativas no teste de Tukey
(p < 0,05) entre as fontes de carbono, observando as colunas. A equação de regressão se refere ao
efeito da concentração de carbono sobre a concentração de biomassa, enquanto que os símbolos ###
representam a ausência de efeito da concentração de carbono sobre a variável resposta. p-valor da
interação: 0.0236. Para a interação fontes de carbono-fontes de nitrogênio, os dados são
apresentados como média de duas repetições. Letras diferentes indicam diferenças significativas no
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teste de Tukey (p < 0,05). Letras minúsculas comparam as médias entre as fontes de nitrogênio
observadas nas colunas, enquanto as letras maiúsculas comparam as médias entre as fontes de carbono
observadas nas linhas. p-valor da interação: 1e-04.

Ao analisar o efeito da interação fonte de carbono-concentração de carbono (Tabela

4), observa-se que, para todas as concentrações avaliadas, os cultivos em meios contendo

lactose resultaram em uma maior produção biomassa, exceto na concentração que fornece 4 g

L-1 de carbono, na qual a concentração de biomassa foi semelhante entre os dissacarídeos

lactose e sacarose. Para estes dois açúcares, o efeito da concentração é linear e crescente

(p-valor < 0,05), o que não é observado nos cultivos com glicose e xilose. É relevante

destacar que, ao comparar o impacto da variação da concentração de carbono, constatou-se

que, dentro de uma mesma faixa de variação, a lactose promoveu um aumento na biomassa

superior a duas vezes em relação à sacarose. Com base nesses resultados, a combinação entre

lactose e ureia como fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, mostra-se a mais

interessante.

Com relação à interação fonte de carbono-nitrogênio, as duas fontes de nitrogênio

avaliadas apresentaram produções médias de biomassa semelhantes, exceto quando se utilizou

lactose como fonte de carbono (Tabela 4). Para o cultivo em lactose, a utilização de ureia

como fonte de nitrogênio favoreceu o aumento significativo da produção de biomassa. Em

geral, os cultivos de P. laurentii em meio de fermentação contendo lactose registraram, tanto

em sulfato de amônio, como em ureia, os maiores valores de biomassa final. Contudo, cabe

destacar que, para a combinação sacarose e sulfato de amônio, a média obtida não difere da

combinação de lactose com sulfato de amônio. Estes resultados demonstram que as predições

de crescimento de P. laurentii por FBA foram consistentes com as condições mais favoráveis

à produção de biomassa.

2.3.4. Análise do título lipídico por P. laurentii em resposta às diferentes
combinações de fontes de carbono e nitrogênio

Em todos os cultivos realizados, a levedura P. laurentii apresentou o fenótipo

oleaginoso, isto é, pelo menos 20% da sua biomassa na forma de lipídios (Tabela 5). Com

relação ao título lipídico, observou-se interação tripla significativa (p-valor < 0,05) e um CV

de 10,32% (Tabela 6). As fontes de nitrogênio não afetaram os títulos lipídicos obtidos com os

cultivos em xilose e sacarose. Para glicose na concentração de 4 g L-1 de carbono, o título
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lipídico foi maior no cultivo contendo sulfato de amônio como fonte de nitrogênio. Para

lactose nas concentrações de 8 g L-1 e 12g L-1, a utilização da ureia como fonte de nitrogênio

favoreceu o aumento dos títulos de lipídios, os quais foram superiores aos títulos registrados

nos cultivos em outras fontes de carbono. Ao avaliar as concentrações de carbono, a

combinação de lactose e ureia apresentou uma regressão linear

R2 = 0,876; p-valor < 0,05) indicando que o título lipídico(𝑌 =  28, 2547 +  0, 9125𝑥;  
aumenta com o aumento da concentração da fonte de carbono. Verificou-se ainda que houve

efeito positivo do título lipídico para a combinação xilose e sulfato de amônio, ou seja, são

necessárias concentrações superiores a 4 g L-1 de carbono fornecidas pela xilose para alcançar

maior título lipídico. Porém, não foi possível ajustar uma regressão representativa entre o

título lipídico e a concentração de carbono fornecida por xilose (

R2 = 0,678; p-valor < 0,05), sendo assim, não é prudente𝑌 =  0, 2914 +  0, 0187𝑥;  
afirmar que a concentração de 12 g L-1 de carbono seja necessária. Com relação ao aumento

da concentração de carbono fornecida por glicose combinada com ureia, não foi observado

efeito linear significativo. Entretanto, foi observado um aumento no título lipídico ao

aumentar a concentração de carbono de 4 g L-1 para 8 g L-1. Por outro lado, não foi

identificado um aumento adicional no título lipídico ao aumentar a concentração de carbono

de 8 g L-1 para 12 g L-1. Para as demais combinações de carbono e nitrogênio, a

concentração da fonte de carbono não afetou as médias (Tabela 5).

Tabela 5: Médias dos teores lipídicos (%) de P. laurentii cultivada em diferentes combinações de

fontes de carbono e nitrogênio: avaliação da interação tripla.

Teor lipídico (%)
Concentração de carbono (g L-1)

4 8 12
Sulfato de
amônio Ureia Sulfato de

amônio Ureia Sulfato de
amônio Ureia

Glicose 43,06aA 35,29bA 39,35aA 37,06aA 43,34aA 32,03bA

Xilose 30,12aB 34,04aA 39,12aA 31,06bA 37,42aAB 30,82bA

Sacarose 36,89aA 37,27aA 38,79aA 36,51aA 38,55aAB 37,0aA

Lactose 38,57aA 35,11aA 36,27aA 34,25aA 35,99aB 32,28aA

Os dados são apresentados como média de duas repetições. Letras diferentes indicam diferenças
significativas no teste de Tukey (p < 0,5). Letras minúsculas comparam as médias entre as fontes de
nitrogênio observadas nas linhas, em uma determinada fonte de carbono e concentração, enquanto as
letras maiúsculas comparam as médias entre as fontes de carbono observadas nas colunas, em uma
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determinada fonte de nitrogênio e concentração. A sigla "S.A" corresponde ao sulfato de amônio. O
CV dos dados apresentou um valor de 6,58%. p-valor da interação tripla: 0.0281.

Tabela 6: Médias dos títulos lipídicos (g L-1) de P. laurentii cultivada em diferentes combinações de
fontes de carbono e nitrogênio: avaliação da interação tripla.

Título lipídico (g L-1)
Concentração de carbono (g L-1)

4 8 12
Sulfato de
amônio Ureia Sulfato de

amônio Ureia Sulfato de
amônio Ureia

Glicose 0,565aA 0,394bB 0,52aA 0,552aB 0,496aA 0,481aBC

Xilose 0,336aB 0,432aAB 0,501aA 0,419aB 0,486aA 0,437aC

Sacaros
e 0,471aAB 0,557aA 0,572aA 0,503aB 0,552aA 0,613aB

Lactose 0,518aA 0,566aA 0,572bA 0,731aA 0,577bA 0,766aA

Os dados são apresentados como média de duas repetições. Letras diferentes indicam diferenças
significativas no teste de Tukey (p < 0,5). Letras minúsculas comparam as médias entre as fontes de
nitrogênio observadas nas linhas, em uma determinada fonte de carbono e concentração, enquanto as
letras maiúsculas comparam as médias entre as fontes de carbono observadas nas colunas, em uma
determinada fonte de nitrogênio e concentração. A sigla "S.A" corresponde ao sulfato de amônio. O
CV dos dados apresentou um valor de 10,32%. p-valor da interação tripla: 0.0121.

Com base nesses resultados, verifica-se que a combinação de lactose e ureia como

fontes de carbono e nitrogênio, respectivamente, mostrou-se a mais promissora para a

produção de lipídios por P. laurentii. Essa combinação permitiu alcançar uma concentração de

biomassa significativamente maior, com um aumento de 62,72% em relação à condição de

referência, que consistiu no meio SS2 modificado de Tanimura et al. (2014) com glicose

fornecendo 12 g L-1 de carbono (glicose a 30 g L-1) e sulfato de amônio a 0,523 g L-1 (Tabela

7). Além disso, também foi possível obter um aumento de 54,43% no título lipídico em

comparação com a condição de referência (Tabela 7). Vale ressaltar que os resultados

demonstraram uma correlação linear entre o aumento na concentração de lactose e o aumento

na biomassa. Visto que a extração de lipídios foi realizada no período de 48 horas em todos os

cultivos, os resultados da produtividade volumétrica de lipídios apresentam o mesmo perfil do

título lipídico.

2.3.5. Avaliação da produção de biomassa e título lipídico por P. laurentii em
resposta ao aumento da concentração de carbono e extrato de levedura
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Haja vista que a combinação de lactose e ureia se mostrou promissora para a

produção de biomassa e lipídios por P. laurentii, principalmente nas concentrações mais

elevadas desse dissacarídeo, um novo experimento fatorial (4x3) foi conduzido, variando a

concentração de lactose (28,56; 38,08 e 47,6 g L-1) e de extrato de levedura (0,1; 0,5; 1; 1,5 g

L-1). Observou-se efeito significativo apenas para a concentração do extrato de levedura sobre

a concentração de biomassa e título lipídico, conforme ilustrado nas figuras 2-A e 2-B,

respectivamente. Quanto ao teor lipídico, tanto a concentração de extrato de levedura quanto a

concentração de carbono promoveram efeitos significativos (Figura 2-C). O modelo que

melhor se ajustou à variável resposta biomassa foi o modelo de platô linear (Figura 2-A),

representado pela equação:

, no qual:𝑌 = 𝑎 + 𝑏 𝑥 − 𝑐( ),  𝑝𝑎𝑟𝑎 𝑥 ≤𝐶𝑌 = 7, 806884 + 11, 617712 𝑥 − 0, 521675( )
R2 = 0,969939

CV = 5,75%

p-valor = 1,515e-10

Verificou-se, portanto, que o aumento na biomassa ocorreu somente com o aumento

da concentração de extrato de levedura até 0,5 g L-1, resultando em uma biomassa de 7,52 g

L-1 (Figura 2-A). Esse valor representa um aumento significativo (Tabela 7) de 500% em

relação à condição referência mencionada anteriormente

Em relação ao título lipídico, o modelo que melhor se ajustou aos dados foi o modelo

quadrático (Figura 2-B), representado pela equação:

, no qual:𝑌 =  𝑎 + 𝑏𝑥 + 𝐶𝑥2
𝑌 =  0, 900388 + 4, 546832𝑋 +  − 2, 420476𝑋2
R2 = 0,695784

CV = 17,88%

p-valor = 1,441e-06

Na concentração de extrato de levedura de 0,5 g L-1 foi obtido o maior título

lipídico, atingindo 2,99 g L-1 de lipídeos (Figura 2-B). Esse resultado representa um aumento

significativo (Tabela 7) de 502,82% em relação à condição referência mencionada

anteriormente.
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Para o teor lipídico o modelo de superfície de resposta obtido é representado pela

equação:𝑌 =  50, 19 −  0, 514𝑐𝑐 −  7, 64𝑐𝑦𝑒
R2 = 0,5978

CV = 9,84%

p-valor = 2,704e-05

No modelo, cc representa a concentração de carbono fornecida pela lactose em g L-1,

enquanto cye representa a concentração de extrato de levedura em g L-1 (Figura 2-C). A

análise do modelo de superfície de resposta indicou que o teor lipídico diminui de forma

simultânea com o aumento das concentrações de carbono e extrato de levedura. No entanto,

observou-se que a redução no teor lipídico é mais sensível ao aumento na concentração do

extrato de levedura, o que pode ser melhor visualizado no gráfico de contorno (Figura 2-C),

no qual o eixo que representa a concentração de extrato de levedura apresenta um maior

número de pontos de interseção.
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Figura 2: A) Biomassa em g L-1. B) Título lipídico em g L-1. C) Gráfico de contorno do modelo de
superfície de resposta: Teor lipídico em g L-1. A escala de cores empregada indica o teor lipídico em
forma percentual, sendo que a tonalidade verde escura corresponde a um maior teor lipídico, enquanto
o azul escuro representa um teor lipídico menor.

Uma vez que a produção máxima de biomassa e o título máximo lipídico foram

obtidas na concentração de 0,5 g L-1 de extrato de levedura, e concentrações superiores desse

componente do meio de cultivo não foram favoráveis, um estudo experimental adicional foi

conduzido para investigar a relação entre a concentração de extrato de levedura e a produção

de biomassa e título lipídico no intervalo de 0 a 0,5 g L-1. A relação linear foi observada para

ambas as variáveis resposta, corroborando a eficácia do aumento na produção de biomassa e

título lipídico até a concentração de 0,5 g L-1 de extrato de levedura (Figura 3). A regressão

linear obtida para a produção de biomassa apresentou um coeficiente de correlação de 0,98,

um CV de 8,79% e um p-valor de 1,205e-09 (Figura 3-A). Enquanto que a regressão linear
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obtida para o título lipídico apresentou um coeficiente de correlação de 0,95, um CV de

12,25% e um p-valor de 3,48e-08 (Figura 3-B). Além disso, houve efeito significativo sobre o

teor lipídico apenas entre a condição de ausência de extrato de levedura a 0 g L-1 com as

demais concentrações (Figura 3-C).

Figura 3: Efeito da concentração do extrato de levedura nas concentrações de 0 a 0,5 g L-1. A) Efeito

sobre a biomassa em g L-1. B) Efeito sobre o título lipídico em g L-1. C) Efeito sobre o teor lipídico.
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Tabela 7: Parâmetros fermentativos de P. laurenti cultivada sob condições padrão e condições

otimizadas.

Parâmetros fermentativos

Condição de Cultivo Biomass
a (g L-1)

Teor
lipídico (%)

Título
lipídico (g

L-1)

Produtividade
volumétrica
(mg L-1 h-1)

Condição Padrão: SS2; S.A
(0,523 g L-1); Glicose (30 g

L-1); E.L (0,1 g L-1)
1,26 43,34 0,496 10,33

Otimização 1:
SS2; Ur (0,234 g L-1);

Lactose (28,56 g L-1); E.L 0,1
g L-1;

2,04 32,28 0,766 15,96

Otimização 2:
SS2; Ur (0,234 g L-1);

Lactose (28,56 g L-1); E.L 0,5
g L-1;

7,52 40,17 2,99 62,30

SS2, S.A, Ur e E.L correspondem ao meio de cultivo, sulfato de amônio, ureia e extrato de levedura,
respectivamente. Os cultivos foram realizados em a 30 ºC com agitação de 200 rpm por 48 h.

2.4. Discussão

A otimização da produção de biomassa e metabólitos por microrganismos baseia-se,

geralmente, no delineamento de experimentos fatoriais com um elevado número de unidades

experimentais (Singh et al., 2017; Weuster-Botz, Dirk, 2000). Isto é ainda mais evidente

quando se busca otimizar a produção de biomassa ou metabólitos por microrganismos não

modelos, cujas características fisiológicas são pouco conhecidas, tornando o delineamento

experimental mais intuitivo. Este estudo apresenta uma metodologia para guiar de forma

racional o delineamento de experimentos fatoriais que avaliam o efeito de fontes nutricionais

sobre a produção de biomassa microbiana. Nesse sentido, a primeira etapa deste trabalho

focou em identificar as fontes de carbono e nitrogênio que pudessem favorecer o crescimento

de P. laurentii por meio da FBA. Portanto, o delineamento dos experimentos fatoriais foi

norteado por meio de predições obtidas pela FBA, a qual permitiu avaliar o efeito de

combinações de diferentes fontes de carbono e nitrogênio sobre a velocidade de crescimento
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de P. laurentii. A estratégia adotada mostrou-se eficiente, resultando em aumentos

significativos de produção de biomassa e lipídios por P. laurentii.

Com relação às predições por FBA, considerando as fontes de nitrogênio, arginina e

alantoína, a uma taxa de captação de 1 mmol gMS-1 h-1, as maiores velocidades de

crescimento foram obtidas quando a sacarose ou lactose foram as fontes de carbono. Visto que

estes dissacarídeos são encontrados em matérias-primas alternativas e econômicas, tais como

o melaço de cana-de-açúcar e o soro de leite, respectivamente (Asku & Eren et al. 2007;

Bento et al. 2019; Szczerba et al. 2020; Wang et al. 2018), o desenvolvimento de meios de

fermentação a partir dessas matérias-primas para a produção de lipídios por P. laurentii é

promissor. É importante ressaltar que a utilização de substratos de baixo custo é desejável,

pois possibilitam uma redução nos custos de produção, visto que a fonte de carbono pode

representar até 80% dos gastos de um meio de cultivo (Fei et al., 2011a; 2011b).

Outra observação promissora foi a predição de altas velocidades de crescimento em

condições de cultivo nas quais a ureia foi a fonte de nitrogênio empregada. As velocidades de

crescimento em ureia foram superiores tanto em comparação com o sulfato de amônio quanto

com sete dos aminoácidos avaliados, a saber: glicina, valina, leucina, isoleucina, triptofano,

treonina e ornitina. Os altos valores de velocidade de crescimento em ureia, aliadas ao seu

menor custo em comparação com as demais fontes orgânicas de nitrogênio avaliadas, a

tornam atrativa para ser utilizada como fonte de nitrogênio em meios de fermentação para o

cultivo de P. laurentii. As velocidades de crescimento registradas quando a alantoína foi

utilizada como fonte de nitrogênio demonstraram valores elevados. Entretanto, é importante

destacar que a principal via de obtenção desse composto nitrogenado envolve a extração de

fontes vegetais, a qual apresenta baixo rendimento. Esta característica, do ponto de vista

ecológico e sustentável, não é desejável, razão pela qual a alantoína não foi incluída como

variável no experimento fatorial (Fedoreyev et al., 2012; Zhang et al., 2022). Glutamina e

asparagina também se destacaram como fontes de nitrogênio, demonstrando altas velocidades

de crescimento. No entanto, é importante notar que a implementação em larga escala desses

aminoácidos pode se revelar desafiadora devido ao aumento do custo do meio de

fermentação.

Com base nessas predições, a ureia e o sulfato de amônio foram selecionados como

fontes de nitrogênio orgânica e inorgânica, para o delineamento dos experimentos fatoriais.

Em relação às fontes de carbono, as velocidades de crescimento preditas na presença de
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hexoses e pentoses foram similares. Portanto, optou-se por selecionar a glicose, como

representante das hexoses, a qual é encontrado na fração celulósica de biomassas

lignocelulósicas e a xilose, como representante das pentoses, por ser o carboidrato mais

abundante encontrado na fração hemicelulósica de biomassas lignocelulósicas. Cabe salientar

que estas biomassas são subprodutos agroindustriais abundantes e de baixo custo utilizados

como matérias-primas em biorrefinarias (Song et al. 2018; Wang et al. 2019). Além desses

carboidratos, os dissacarídeos lactose e sacarose foram selecionados por serem encontrados

também em subprodutos agroindustriais de baixo custo (Bento et al. 2019; Wang et al. 2018;

Szczerba et al. 2020). Portanto, o experimento fatorial considerou duas fontes de nitrogênio,

quatro fontes de carbono e três concentrações da fonte de carbono, a saber: sulfato de amônio

e ureia como fontes de nitrogênio, glicose e xilose ambas a 10, 20 e 30 g L-1, sacarose e

lactose ambas a 9,52, 19,04 e 28,56 g L-1, configurando um fatorial 4x3x2.

Verificou-se neste estudo que algumas predições obtidas por meio da FBA foram

consistentes com os resultados experimentais. Por exemplo, para os experimentos que

utilizaram a ureia como fonte de nitrogênio, a combinação com lactose também levou à maior

produção de biomassa, superando, inclusive, em 35,58% o valor obtido da combinação de

sulfato de amônio com lactose. Este resultado corrobora com a predição de que a velocidade

de crescimento é maior na condição que empregou ureia como fonte de nitrogênio. Por outro

lado, as simulações indicaram que as velocidades de crescimento em sacarose e lactose foram

similares; todavia, isto não foi observado experimentalmente em termos de produção de

biomassa. É importante ressaltar que uma alteração na taxa de captação in silico pode alterar o

perfil de análise; portanto, as definições de taxas de captação nas simulações devem ser

realizadas cuidadosamente para as predições se aproximarem dos valores experimentais.

Neste trabalho, as taxas de captação das fontes de nitrogênio para a FBA foram estabelecidas

com base na taxa de captação determinada experimentalmente para o sulfato de amônio,

referente a 1 mmol gMS-1 h-1 (dados não publicados). Esse valor foi então extrapolado para as

demais fontes de nitrogênio para padronizar a comparação do impacto dessas fontes na

velocidade de crescimento por FBA. Mensurar as taxas de captação específicas de cada fonte

de nitrogênio pode proporcionar análises in silico com maior representatividade biológica,

contudo um dos escopos do trabalho foi analisar a capacidade da metodologia em direcionar

experimentos para organismos com disponibilidade de dados limitada e reduzir o número de

experimentos necessários.
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Outro aspecto relevante a ser considerado é o efeito das concentrações das fontes de

carbono combinadas com as fontes de nitrogênio. Quando a ureia foi utilizada como fonte de

nitrogênio, foi observado um aumento contínuo na concentração de biomassa ao longo da

faixa de concentração de carbono avaliada. Entretanto, para o sulfato de amônio o aumento na

concentração de biomassa ocorreu apenas até a concentração de 8 g L-1 de carbono (Tabela 4).

Esse padrão também foi observado para sacarose e lactose, evidenciando-se uma correlação

linear positiva entre o aumento da concentração de biomassa e o aumento da concentração de

carbono ao longo da faixa avaliada. No entanto, o coeficiente angular da equação de regressão

foi maior para lactose, ou seja, em uma mesma faixa de variação de concentração de carbono,

a lactose promove um aumento na biomassa superior em relação à sacarose. Portanto, a

melhor combinação de fontes de carbono e nitrogênio foi lactose e ureia, resultando em um

aumento de biomassa de 50,74% em relação à condição padrão, que consistiu no meio SS2

modificado, com 30 g L-1 de glicose (Tanimura et al., 2014) (Tabela 7).

Em seguida, um novo experimento foi conduzido, aumentando as concentrações de

lactose, e de extrato de levedura, resultando em um fatorial duplo com a concentração de

extrato de levedura variando de 0,1 a 1,5 g L-1 e a concentração de carbono variando de 12 g

L-1 a 20 g L-1, resultando no fatorial 4x3. O aumento da concentração do extrato de levedura

objetivou investigar se o aumento da concentração de outros nutrientes, ainda não

identificados previamente nas simulações da FBA, poderiam promover também o aumento da

concentração de biomassa, justificando o aumento da concentração do extrato de levedura.

Devido a P. laurenti ter sido isolada de uma amostra de solo, um ambiente complexo com

uma ampla variedade de componentes nutricionais, é plausível que essa levedura possua

requerimentos nutricionais específicos, bem como processos de sinalização celular que

estimulam a produção de biomassa (Wang et al., 2022; Fan et al., 2021). O extrato de levedura

é um substrato complexo, que compreende uma diversidade de compostos, incluindo

proteínas, aminoácidos, glicanas, nucleotídeos, vitaminas e minerais. Essa composição

fornece uma vasta gama de nutrientes que podem ser essenciais para o crescimento de um

determinado microrganismo (Tomé, 2021; Tachibana; Watanabe; Konishi, 2019). Além disso,

o extrato de levedura é um componente comum em diversos meios de cultivo (Lee & Little,

2015; Bekatorou; Psarianos; Koutinas, 2006). Portanto, o extrato de levedura se mostrou um

componente de interesse para o estudo do crescimento de P. laurentii.

O aumento da concentração de extrato de levedura até 0,5 g L-1 resultou em um

aumento substancial na concentração de biomassa (Figura 1-A), cerca de 370% em relação à
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melhor combinação do fatorial 4x3x2 e de 500% em relação à condição referência

mencionada anteriormente (Tabela 7). No entanto, concentrações de extrato de levedura acima

de 0,5 g L-1 não apresentaram efeito significativo na produção de biomassa. O valor máximo

de título lipídico também foi obtido na concentração de 0,5 g L-1 de extrato de levedura,

representando um aumento de 503% em relação à condição de referência (Tabela 7). Em

concentrações de extrato de levedura acima de 0,5 g L-1 ocorreu uma diminuição gradual no

título lipídico (Figura 1-B). Estes resultados demostram a importância da utilização do extrato

de levedura para o crescimento de P. laurentii, sendo a concentração de 0,5 g L-1 a

recomendada. Também foi observado que a ausência do extrato de levedura limita a produção

de biomassa e o título lipídico (Figura 2), visto que da ausência de extrato de levedura, para a

adição do mesmo na concentração de 0,5 g L-1, há um aumento de 7 vezes na produção de

biomassa e de 16 vezes no título lipídico, reforçando a importância desse componente no

meio de cultivo.

O presente estudo avaliou o efeito de algumas fontes de carbono e nitrogênio e o

extrato de levedura sobre o crescimento de P. laurentii e, dentre as condições avaliadas,

ganhos significativos na produção de biomassa e título lipídico foram obtidos. Entretanto,

estudos adicionais abrangendo outros nutrientes ainda podem ser conduzidos, visando o

desenvolvimento de um meio de fermentação otimizado para esta levedura. Uma opção seria

realizar uma análise de custo reduzido das reações de captação de nutrientes empregando o

modelo metabólico em escala genômica de P. laurentii. Os custos reduzidos refletem o

impacto do fluxo de uma reação específica na função objetivo e servem como um parâmetro

de sensibilidade (Maarleveld et al., 2013; Goffin et al., 2010). Essa análise pode revelar o

potencial de cada nutriente em aumentar a biomassa quando a função objetivo é definida

como o crescimento (Marinos et al., 2020). Portanto, a análise de custo reduzido tem o

potencial de direcionar novos experimentos fatoriais e auxiliar na determinação dos

requerimentos nutricionais necessários para estimular o crescimento de P. laurentii e obter

maiores produções de biomassa.

Com base nos resultados obtidos, a combinação de ureia e lactose, fornecendo 12 g

L-1 de carbono, foi a mais favorável para a produção de biomassa e lipídios. Essa

característica é interessante, pois a mesma condição que promove o aumento da biomassa

reflete também no aumento da produção de lipídios. Dessa forma, o objetivo de aumentar a

biomassa é alcançado sem comprometer o potencial de utilização de P. laurentii como

plataforma de produção óleos microbianos. Portanto, é recomendado o uso do meio SS2
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modificado de Tanimura et al. (2014), com lactose como fonte de carbono em uma

concentração de 28,56 g L-1, ureia como fonte de nitrogênio a uma concentração de 0,234 g

L-1 e extrato de levedura a uma concentração de 0,5 g L-1, tanto para a obtenção de biomassa

quanto para a produção de lipídios. Nesse meio recomendado foram observados os aumentos

de biomassa em 500% e do título lipídico em 503% em relação à condição de referência

mencionada anteriormente (Tabela 7).

Embora os valores de produção de biomassa e título lipídico de P. laurentii obtidos

neste estudo tenham sido inferiores à maioria das leveduras e condições de cultivo listadas na

Tabela 7, a produtividade volumétrica de lipídios, um parâmetro normalizado pelo tempo de

cultivo, foi superior ou comparável aos valores obtidos por outras leveduras oleaginosas

mencionadas, destacando seu potencial. É importante salientar que até o momento, fatores

importantes, tais como a quantidade inicial de inóculo, pH, temperatura e aeração ainda não

foram avaliados; portanto, espera-se que a otimização desses fatores aumente ainda mais a

produção de biomassa e lipídios de P. laurentii.
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Tabela 7: Comparação dos parâmetros de fermentação de P.laurentii com diferentes leveduras oleaginosa em diferentes cultivos.

Organismo Biomassa
(g L-1)

Título lipídico
(g L-1)

Produtividade
volumétrica
(mg L-1 h-1)

Teor lipídico
(%)

Fonte
de carbono Referência

P. laurentii UFV-1 1,26 ± 0,09 0,496 ± 0,05 10,33 ± 1,06 43,34 ± 2,7 Glicose
(meio SS2) Presente trabalho

P. laurentii UFV-1 7,52 ± 0,43 2,94 ± 0,5 62,3 ± 11,1 39,76 ± 3,9 Lactose
(meio SS2) Presente trabalho

P. laurentii UFV-1 9.31±0.33 5.90±0.28 82 ± 3,9 63.5± 1.05 Xilose
(meio SS2) Vieira et al. (2020)

P. laurentii UFV-1 19,34# 7,2# 150# 37,27# Lactose
(soro de ricota) Cotrim (2021)

Prunus domestica 7,3 ± 0,10 2.0 ± 0,11 41,6** 27,3 ± 1,88 Sacarose
(meio YPD) Maina et al. (2017)

Rhodosporidium toruloides
DMKU-RE16 20,5 ± 0,8 11,6 ± 0,2 53.6 ± 1,0 56.7 ± 3,1 Glicose (caldo meio

limitado por nitrogênio II) Poontawee et al. (2017)

Rhodotorula taiwanensis
DMKU-CE53 19,5 ± 0,7 6,9 ± 0,4 28.9 ± 1,5 35,7 ± 0,8 Glicose (caldo meio

limitado por nitrogênio II) Poontawee et al. (2017)

Rhodotorula. toruloides
Y-1588 13,325 ± 0,499 4,61 ± 0,89 38 ± 7 34,54 ± 6,03 Glicose

(meio GMY) Maza et al. (2020)

Rhodotorula. toruloides
Y-6985 16,12 ± 0,974 1,18 ± 0,34 59 ± 11 43,88 ± 7,02 Glicose

(meio GMY) Maza et al. (2020)

Malus domestica 8,0 ± 0,06 2,5 ± 0,20 52,1** 31,9 ± 2,27 Sacarose
(meio YPD) Maina et al. (2017)

Rhodosporidium fluviale
DMKU-SP314 12,0 ± 0,4 8,2 ± 1,4 48,9 ± 8,1 68,3 ± 9,5 Glicose (caldo meio

limitado por nitrogênio II) Poontawee et al. (2017)

Lipomyces starkeyi 21,2 ± 0,3 7,6 ± 0,0 52,7** 35,8# Glicose
(caldo YM) Thanapimmetha et al. (2021)

Rhodotorula. glutinis R4 14,32 ± 0,427 6.80 ± 1,84 57 ± 15 47,24 ± 11,2 Glicose
(meio GMY) Maza et al. (2020)

** corresponde a resultados calculados a partir das informações disponíveis nos trabalhos de referência, pois não foram disponibilizados pelos autores. #
corresponde a dados com erro padrão não informados. Todos os parâmetros fermentativos foram obtidos por regime de fermentação em batelada.
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2.5. Conclusão

A aplicação da FBA empregando o modelo metabólico em escala genômica de

Papiliotrema laurentii (papla-GEM) permitiu direcionar os experimentos fatoriais,

selecionando fontes de carbono e nitrogênio promissoras para a produção de biomassa. Os

cultivos empregando as condições indicadas por FBA resultaram em um aumento

significativo na produção de biomassa de P. laurentii e, consequentemente, no título lipídico,

demonstrando a eficácia dessa metodologia. A combinação de ureia com lactose mostrou-se a

mais favorável para o aumento em todos os parâmetros fermentativos avaliados, exceto para o

teor lipídico, o qual foi mantido inalterado nas diferentes condições avaliadas. Além disso, o

aumento da concentração do extrato de levedura até 0,5 g L-1 proporcionou um aumento

substancial na concentração de biomassa e no título lipídico, sugerindo a existência de

requerimentos nutricionais ainda desconhecidos para a produção de biomassa por P. laurentii.

A produtividade volumétrica de lipídios alcançada por P. laurentii foi igual ou superior à de

outras leveduras oleaginosas consideradas promissoras para a produção de óleos microbianos,

evidenciando o seu potencial para essa aplicação.
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