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RESUMO 

 
COTRIM, Keyla Cristina Francisco, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, outubro 
de 2021. Viabilidade da produção de lipídios por Papiliotrema laurentii UFV-1 
em soro de ricota. Orientador: Wendel Batista da Silveira. Coorientadores: Antônio 
Galvão do Nascimento, José Ivo Ribeiro Júnior e Rafaela Zandonade Ventorim. 

 

O soro de ricota é um resíduo da indústria de laticínios geralmente descartado no 

ambiente sem tratamento. A sua utilização como meio de fermentação para a 

produção de lipídios por leveduras oleaginosas é considerada uma alternativa 

promissora para o seu aproveitamento. Os lipídios microbianos podem ser utilizados 

como fontes alternativas aos óleos vegetais para produção de oleoquímicos e 

biocombustíveis derivados de ácidos graxos, como, por exemplo, o biodiesel. 

Atualmente, os óleos comestíveis são utilizados como fontes de triacilgliceróis para a 

produção de biodiesel, mas, a produção desses óleos compete com produção de 

alimentos por terras agricultáveis e recursos hídricos. Neste contexto, a levedura 

Papiliotrema laurentii pode ser utilizada como uma fonte de lipídios, pois, além de 

acumular mais de 20% da sua massa seca na forma de lipídios, assimila a lactose 

do soro de ricota como fonte de carbono e energia. Portanto, este trabalho avaliou o 

efeito dos fatores biomassa inicial, pH e razão Volume do meio/Volume do frasco 

(VM/F) sobre a produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 em soro de ricota. O 

delineamento experimental utilizado foi o Fatorial 23+1 sob o Delineamento 

Inteiramente Casualizado (DIC), com 8 combinações entre os fatores estudados e 

três repetições no ponto central, totalizando 11 ensaios, para avaliar seus efeitos 

sobre o teor lipídico (%) utilizando a Metodologia de Superfície de Resposta (RSM). 

Os maiores valores de teor de lipídios, produção de lipídios e formação de 

biomassa, os quais correspondem a 46,0 %, 9,3 g.L-1 e 20,1 g.L-1, respectivamente, 

foram obtidos na seguinte condição: pH inicial igual a 5, biomassa inicial, 

representada pela densidade óptica de células igual a 1, e a razão VM/F 50/500 

(0,1). Na condição de cultivo que favoreceu o acúmulo de lipídios por P. laurentii 

UFV-1, os ácidos graxos mais abundantes foram os C16 (31,4 %) e os C18 (67,2 %), 

os quais são os mais importantes para a qualidade do biodiesel. A qualidade do 

biodiesel produzido com esse óleo microbiano atende as normas europeias (EN 

14214), americanas (ASTM D 6751) e brasileiras (RANP 45) de qualidade, com 



 
 

valores de Índice de Iodo (IV) de 67,9, Número de Cetanos (CN) 59,6, Maior Valor 

de Aquecimento (HHV) 39,4 MJ/kg, Viscosidade Cinemática 3,9 mm2/s, Ponto de 

Nuvem 9,9 ºC e Densidade 0,87 g/cm3. 

 

Palavras-chave: Biodiesel. Lactose. Soro de ricota. Leveduras oleaginosas. Teor de 

lipídios.  



ABSTRACT 

 
COTRIM, Keyla Cristina Francisco, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, October 
2021. Feasibility of lipid production by Papiliotrema laurentii UFV-1 from ricotta 
whey. Adviser: Wendel Batista da Silveira. Co-Advisers: Antônio Galvão do 
Nascimento, José Ivo Ribeiro Júnior and Rafaela Zandonade Ventorim. 

 

The ricotta whey is a dairy waste usually disposal in the environment without 

treatment. Its use as fermentation medium for lipid production by oleaginous yeasts 

is considered a promising alternative for its utilization. Microbial lipids can be used as 

alternative feedstocks to vegetable oils for the production of oleochemicals and fatty-

acid derived biofuels, such as biodiesel. Currently, edible oils are used as a source of 

triacylglycerols for the production of biodiesel, but their production competes with 

food production for arable land and water resources. In this context, the yeast 

Papiliotrema laurentii can be used as lipid source due to its capacity of accumulating 

more than 20% of its dry mass in the form of lipids and assimilating lactose from 

ricotta whey as carbon and energy source. Therefore, this study aimed to evaluate 

the effect of initial biomass, pH and culture medium to flask ratio (VM/F) on lipid 

production by P. laurentii UFV-1 from ricotta whey. The experimental design used 

was the 23+1 Factorial design under the Completely Randomized Design (CRD), with 

8 combinations among the studied factors and three repetitions in the central point, 

totaling 11 assays, to evaluate their effects on lipid content (%) using Response 

Surface Methodology (RSM). The highest values of lipid content, lipid production and 

biomass formation, corresponding to 46.0 %, 9.3 g.L-1 and 20.1 g.L-1, respectively, 

were obtained under the following condition: initial pH equal to 5, initial biomass, 

represented by the optical density of cells equal to 1, and the VM/F ratio 50/500 (0.1). 

In the cultivation condition that favored the lipid accumulation by P. laurentii UFV-1, 

the most abundant fatty acids were C16 (31.4 %) and C18 (67.2 %), which are the 

most important for biodiesel quality. The quality of biodiesel produced with this 

microbial oil meets the European (EN 14214), American (ASTM D 6751) and 

Brazilian (RANP 45) quality standards, with Iodine Value (IV) of 67.9, Cetane 

Number (CN) 59.6, High Heat Value (HHV) 39.4 MJ/kg, Kinematic Viscosity 3.9 

mm2/s, Cloud Point 9.9 ºC and Density 0.87 g/cm3. 
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1 INTRODUÇÃO 

A utilização de combustíveis fósseis como fonte de energia contribui para a 

crescente emissão de gases do efeito estufa. Assim, a utilização de fontes 

alternativas de energia, como os biocombustíveis, é de grande interesse para mitigar 

os impactos ambientais causados pela emissão desses gases (DUGAR; 

STEPHANOPOULOS, 2011). Dentre os biocombustíveis, o biodiesel tem se 

destacado como alternativa ao diesel fóssil por ser renovável, biodegradável, menos 

tóxico e de menor potencial poluidor (MAZA et al., 2020). Esse biocombustível é 

produzido a partir de uma fonte lipídica pela reação de transesterificação com um 

álcool na presença de um catalisador. Tradicionalmente, são utilizados lipídios de 

origem vegetal, especialmente de fontes comestíveis, tais como soja ou palma para 

a produção do biodiesel. Entretanto, a utilização de óleos vegetais apresenta alguns 

inconvenientes, tais como a competição por terras aráveis e fontes hídricas, os quais 

poderiam ser destinados para a produção de alimentos (AROUS et al., 2017). 

Nesse contexto, os lipídios extraídos de microrganismos oleaginosos têm sido 

considerados uma fonte promissora de óleo para a produção do biodiesel, o 

chamado biodiesel de terceira geração (GÁLVEZ-LÓPEZ et al., 2019). Esses 

microrganismos têm a capacidade de acumular pelo menos 20% (m/m) de sua 

massa seca na forma de lipídios (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2010). Dependendo 

das condições de cultivo tais como pH, temperatura, aeração e as razões 

carbono/nitrogênio (C/N), o teor de lipídios pode atingir valores próximos a 70% 

(m/m) (LI; DU; LIU, 2008). 

Dentre os microrganismos oleaginosos, as leveduras se destacam quanto às 

altas taxas de crescimento e acúmulo de lipídios, facilidade para o escalonamento 

de bioprocessos, maior controle do cultivo em biorreatores e emprego de estratégias 

de engenharia metabólica para construção de linhagens com maior produção de 

lipídios (CAROTA et al., 2017; MORALES; HÉLIAS; BERNARD, 2019). Além disso, o 

perfil de ácidos graxos dos óleos produzidos por esses microrganismos é, 

quimicamente, semelhante ao encontrado no óleo de soja e em outras plantas 

utilizadas na produção de biodiesel (TANIMURA et al., 2015).  

 Algumas leveduras oleaginosas, tais como Yarrowia lipolytica, 

Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis e Lipomyces starkeyi são 

reconhecidas pela grande capacidade de acúmulo de lipídios em condições 
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limitantes de nitrogênio e excesso de carbono (BATI; HAMMOND; GLATZ, 1984). 

Recentemente, foi isolada uma nova linhagem da levedura oleaginosa Papiliotrema 

laurentii, referida como P. laurentii UFV-1, capaz de acumular lipídios em meios de 

cultivo contendo xilose e glicose como fontes de carbono sob restrição de nitrogênio 

(VIEIRA et al., 2020b). P. laurentii também é reconhecida por sua capacidade de 

assimilar lactose como fonte de carbono e energia (CAROTA et al., 2017). Essa 

característica abre perspectiva para se avaliar a produção de lipídios por P. laurentii 

UFV-1 a partir do cultivo em soro de ricota.  

O soro de ricota é um efluente da indústria de laticínios constituído por 

lactose, traços de proteínas, gorduras e sais minerais. Devido a sua composição, o 

soro de ricota apresenta alto potencial poluidor, portanto, este efluente deve ser 

tratado antes do seu descarte no ambiente (GAJO et al., 2016; SANSONETTI et al., 

2010). A sua utilização como meio de fermentação para a produção de lipídios 

representa uma alternativa promissora que alia o seu aproveitamento à geração de 

um produto biotecnológico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi aumentar a 

produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 a partir de soro de ricota. 
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2 REVISÃO DE BIBLIOGRAFIA 

2.1 Biodiesel 

Biocombustíveis são produzidos a partir de biomassas, isto é, matérias-

primas orgânicas renováveis e, portanto, são uma alternativa sustentável aos 

combustíveis fósseis. O biodiesel, segundo biocombustível líquido renovável mais 

comercializado no Brasil, pode ser utilizado como substituto ao diesel, pois estes 

combustíveis apresentam composição química semelhante. Contudo, a utilização de 

biodiesel causa menos danos ao ambiente, pois além de ser biodegradável, a 

emissão de compostos poluentes proveniente da sua combustão é menor 

comparado à combustão do diesel (CASPETA; NIELSEN, 2013; ELRAYIES, 2018). 

O biodiesel é produzido a partir da reação de transesterificação, na qual três 

moléculas de alcoóis de cadeias curtas (metanol ou etanol) reagem com uma 

molécula de triacilglicerol na presença de um catalisador ácido, básico ou 

enzimático. Esta reação leva à formação de ésteres alquílicos e glicerol (principal 

subproduto da produção de biodiesel) (MA et al., 2018). A utilização do metanol na 

reação de transesterificação leva à formação de um éster metílico de ácido graxo 

(FAME), enquanto o uso do etanol na reação de transesterificação permite a 

obtenção de um éster etílico de ácido graxo (FAEE) (BUIJS; SIEWERS; NIELSEN, 

2013).  

O biodiesel de primeira geração é produzido a partir de óleos vegetais 

comestíveis, tais como soja, colza, palma, girassol e canola. Por outro lado, o de 

segunda geração é produzido a partir de óleos não comestíveis, principalmente 

pinhão manso (Jatropha curcas) ou gorduras animais. O biodiesel de terceira 

geração utiliza óleo de origem microbiana como matéria-prima para sua produção 

(BEOPOULOS et al., 2009). 

No Brasil, desde 2008, tornou-se obrigatória a adição de 2% de biodiesel ao 

diesel de petróleo, valor este que aumentou ao longo dos anos. Dados da Agência 

Nacional de Petróleo, Gás Natural e Biocombustíveis (ANP, 2020), mostraram que a 

produção de biodiesel no ano de 2020 foi de 6,4 bilhões de litros, principalmente em 

decorrência do aumento da adição do biodiesel ao diesel convencional que foi de 

12 % no ano de 2020, conforme a Lei nº 13.263/2016. 
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No Brasil, a produção de biodiesel ocorre majoritariamente a partir do óleo de 

soja (ANP, 2020). Contudo, a utilização deste óleo afeta sua disponibilidade para o 

consumo de animais e humanos (AROUS et al., 2017). Além disso, o aumento do 

consumo deste óleo destinado à produção de biodiesel requer grandes áreas de 

plantio, o que favorece a competição por terras aráveis e recursos hídricos, como 

também pode levar a um desbalanço econômico elevando os preços dos alimentos 

e contribuir para o desflorestamento de áreas ambientalmente protegidas 

(TANIMURA et al., 2015).  

Neste contexto, é importante explorar outras fontes renováveis de lipídios, 

como, por exemplo, o óleo produzido por microrganismos oleaginosos, os quais 

produzem altos teores de lipídios quando cultivados em altas razões 

carbono/nitrogênio (C/N). Esse óleo pode ser extraído e utilizado como matéria-

prima para a produção de biodiesel. É importante destacar que o perfil de ácidos 

graxos de leveduras é quimicamente semelhante ao do óleo vegetal (TANIMURA et 

al., 2015). Sendo assim, a utilização de óleo microbiano para a produção de 

biodiesel pode contribuir para a redução dos recursos destinados ao cultivo dos 

grãos oleaginosos e diminuição da competição entre a produção de alimentos e 

produção de biodiesel (AWAD et al., 2019; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).  

2.2 Microrganismos oleaginosos  

Os microrganismos oleaginosos são capazes de acumular mais de 20% 

(m/m) de sua massa seca na forma de lipídios (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2010; 

SITEPU et al., 2014). Estes são acumulados no interior da célula microbiana em 

corpos lipídicos quando cultivados em meios de cultivo com alta razão C/N. 

Dependendo da condição de cultivo e da concentração molar de carbono e 

nitrogênio, alguns microrganismos atingem um teor de lipídios de aproximadamente 

70 % (m/m) (BHATIA et al., 2019; GONG et al., 2015).  

Como pode ser observado na Tabela 1, as bactérias, microalgas, leveduras e 

os fungos são capazes de acumular altos teores de lipídios (MENG et al., 2009). 

Dentre os microrganismos oleaginosos, as leveduras e microalgas têm sido 

utilizadas mais frequentemente do que os fungos filamentosos e as bactérias 

(OCHSENREITHER et al., 2016; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).  
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Tabela 1- Teor lipídico (m/m) obtido por microalgas, bactérias, leveduras e fungos.  
Microrganismos Teor de óleo 

(%) 
Microrganismos Teor de óleo 

(%) 

Microalgas Leveduras 

Botryococcus braunii 25–75 Candida curvata 58 

Cylindrotheca sp. 16–37 Cryptococcus 
albidus 

65 

Nitzschia sp. 45–47 Lipomyces starkeyi 64 

Schizochytrium sp. 50–77 Rhodotorula glutinis 72 

Bactérias Fungos 

Acinetobacter 
calcoaceticus 

27–38 Aspergillus oryzae 57 

Rhodococcus opacus 24–25 Mortierella 
isabellina 

86 

Bacillus alcalophilus 18–24 Humicola 
lanuginosa 

75 

Arthrobacter sp. >40 Mortierella vinacea 66 

Fonte: Meng et al., 2009. 

A utilização de bactérias oleaginosas apresenta como principal entrave o 

acúmulo de lipídios na membrana externa na forma de poli-hidroxialcanoatos (PHA), 

o que torna o processo de extração mais complexo (TANIMURA et al., 2015). Os 

fungos filamentosos, por sua vez, são comumente usados para produção de ácidos 

graxos poli-insaturados (PUFA) de interesse médico e dietético como o ácido 

araquidônico (ARA), o ácido docosahexaenóico (DHA) e ácido eicosapentanóico 

(EPA) (SITEPU et al., 2014). 

As microalgas têm sido bastante estudadas como fonte de óleo para a 

produção de biodiesel (CHISTI, 2007; ZHU et al., 2012). Porém, microalgas 

requerem grandes áreas para o seu cultivo, pois requerem uma fonte luminosa para 

o crescimento e são menos eficientes no que diz respeito à acumulação de lipídios 

do que outros microrganismos (Tabela 1). Além disso, o cultivo de microalgas é 

afetado pelas variações ambientais e contaminação por bactérias e protozoários 

(HUANG et al., 2017). Por outro lado, há um maior controle das condições de cultivo 

em fotobiorreatores (sistemas fechados). Contudo, a implementação desses 



18 
 

 
 

sistemas é mais onerosa (MA et al., 2018), e requer a remoção de gás oxigênio pois 

o seu acúmulo eleva a pressão no interior do tanque. Outro problema associado ao 

uso de microalgas é a presença de pigmentos que podem ser extraídos juntamente 

com os lipídios durante a extração, dificultando dessa forma sua quantificação (AMI 

et al., 2014). 

As leveduras oleaginosas têm sido amplamente estudadas para a produção 

de ácidos graxos. As vantagens do emprego de leveduras frente às microalgas 

incluem o crescimento mais rápido, os altos rendimentos de biomassa obtidos, e 

menor susceptibilidade de contaminação do bioprocesso com bactérias devido à 

maior tolerância de leveduras em cultivos realizados em valores baixos de pH 

(SITEPU et al., 2014). Outra característica importante é a capacidade que as 

leveduras apresentam de assimilar uma vasta gama de fontes de carbono e energia. 

Por exemplo, Yarrowia lipolytica cresce em meio de cultivo contendo melaço de 

cana-de-açúcar (RAKICKA et al., 2015); Lipomyces starkeyi, Cryptococcus curvatus 

e Papiliotrema laurentii assimilam xilose, principal constituinte do hidrolisado obtido 

de biomassas lignocelulósicas (JUANSSILFERO et al., 2018); Rhodosporidium 

toruloides assimila glicerol (co-produto da produção de biodiesel) (SAINI et al., 

2020). Papiliotrema laurentii assimila também o açúcar lactose presente em soro de 

leite e soro de ricota, subprodutos da indústria de laticínios gerados durante a 

fabricação de queijos e ricota, respectivamente (CAROTA et al., 2017).  

Outro aspecto vantajoso da utilização de óleo de leveduras para a fabricação 

de biodiesel está relacionado à semelhança do seu perfil de ácidos com o de óleos 

comestíveis. Assim, as propriedades do biodiesel produzido a partir de óleo de 

leveduras é similar ao fabricado com a utilização de óleos comestíveis (TANIMURA 

et al., 2015). Os ácidos graxos predominantes em leveduras são o ácido mirístico 

(C14:0), o ácido palmítico (C16:0), o ácido palmitoleico (C16:1), o ácido esteárico 

(C18:0), o ácido oleico (C18:1) e o ácido linoleico (C18:2). As composições ricas em 

ácido oleico (C18:1) são mais valorizadas porque melhoram as propriedades de 

qualidade do biodiesel (BEOPOULOS et al., 2009; SITEPU et al., 2014; TANIMURA 

et al., 2016). 
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2.3   Fenótipo oleaginoso em leveduras 

Existem duas vias para o acúmulo de lipídios, a primeira em condições de 

excesso de carbono, geralmente sob a forma de açúcares, conhecidos como síntese 

de novo e, a segunda, sob condições de excesso de carbono sob a forma de 

substratos hidrofóbicos, chamada via de acúmulo ex novo. Nas duas vias, o acúmulo 

de lipídios ocorre em condições nas quais o nitrogênio é limitante (BEOPOULOS et 

al., 2009). Embora as duas vias possam ser utilizadas para produção de lipídios, a 

via de síntese de novo é a de maior interesse tendo em vista o tipo de substrato 

comumente utilizado no cultivo de microrganismos oleaginosos.  

Sob limitação de nitrogênio, a adenosina monofosfato (AMP) é desaminada 

em inosina monofosfato (IMP) e amônio (NH4
+), pela ação da enzima AMP 

desaminase. Com a diminuição da concentração intracelular de AMP, a isocitrato 

desidrogenase, enzima responsável pela transformação do isocitrato em α-

cetoglutarato, tem sua atividade reduzida, uma vez que é ativada alostericamente 

por AMP. Assim, o isocitrato acumula no interior da mitocôndria e, como ele 

encontra-se em equilíbrio com o citrato, este também tem a sua concentração 

aumentada (BEOPOULOS et al., 2009; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). O 

citrato é transportado da mitocôndria para o citoplasma via transporte do citrato-

malato, onde é clivado pela enzima ATP-citrato liase para formar oxaloacetato e 

acetil-CoA. A enzima citosólica acetil-CoA carboxilase biotina-dependente (Accase) 

é responsável pela reação de carboxilação da acetil-CoA a malonil-CoA na primeira 

etapa da síntese de ácidos graxos (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011). A síntese 

lipídica requer grande quantidade de poder redutor (ADRIO, 2017). O NADPH 

necessário para a biossíntese de ácidos graxos em leveduras oleaginosas pode ser 

obtido de diferentes fontes, entre elas a reação catalisada pela glicose 6-P 

desidrogenase, uma enzima dependente do NADP+ da fase oxidativa da via das 

pentoses fosfato. Alguns estudos apontaram que esta via é a principal fonte de 

NADPH para a síntese de lipídios em Yarrowia lipolytica (WASYLENKO; AHN; 

STEPHANOPOULOS, 2015). Em Papiliotrema laurentii, a via das pentoses fosfato 

parece ser também a principal fonte de NADPH, enquanto a reação catalisada pela 

enzima málica (ME) também contribui para o suprimento de poder redutor requerido 

na síntese de ácidos graxos (VIEIRA et al., 2020b). Em Y. lipolytica, a enzima málica 

NADP+-dependente está ausente (DULERMO et al., 2015). 
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2.4 Diversidade de habitat e versatilidade da Papiliotrema laurentii  

  A levedura P. laurentii, inicialmente denominada Cryptococcus laurentii, foi 

reclassificada de acordo com análises filogenéticas baseadas nas sequências 

nucleotídicas da região espaçadora transcrita interna (ITS) do rDNA e dos domínios 

D1 / D2 do 28S rDNA (LIU et al., 2015). P. laurentii pertence ao filo Basidiomycota, 

apresenta forma esférica a oval e possui alto grau de heterogeneidade interespécies 

(LONDERO et al., 2019; SUGITA et al., 2000). A análise filogenética baseada na 

sequência ITS indica que P. laurentii UFV-1 está mais próxima evolutivamente de 

espécies Basidiomycota não oleaginosas como Kwoniella mangroviensis CBS 8507 

e Cryptococcus neoformans var. grubii CBS 8710 do que com outras leveduras 

também oleaginosas (VIEIRA et al., 2020b). 

As linhagens de P. laurentii são encontradas em diversos ambientes, como 

águas residuais de indústria de queijos, frutas, solos rizosféricos, caules e flores 

(CAROTA et al., 2017; DEL V. LEGUINA et al., 2019; LONDERO et al., 2019; 

PIROZZI et al., 2013; VIEIRA et al., 2020a). Linhagens de P. laurentii, como a P. 

laurentii UFMG-HB-48 foram isoladas de madeira e bagaço de cana-de-açúcar em 

decomposição e apresentaram maior atividade extracelular de xilanase (LARA et al., 

2014). A linhagem P. laurentii 5307AH isolada do interior de uma aeronave das 

Forças Aéreas Norte Americana apresentou capacidade de metabolizar poliésteres e 

poliuretanos de poliéster biodegradáveis, tanto na forma planctônica como séssil em 

biofilme (HUNG et al., 2019). A levedura P. laurentii é capaz de converter diferentes 

fontes de açúcares tais como D-xilose, L-arabinose, celobiose, lactose, frutose e 

ramnose em triacilgliceróis (CASTANHA et al., 2014; SITEPU et al., 2014). Essa 

capacidade de assimilar uma ampla gama de açúcares evidencia o potencial dessa 

levedura para a produção de biodiesel a partir de matérias-primas de baixo custo 

que têm em sua constituição os açúcares mencionados acima (AWAD et al., 2020).  

Nos últimos anos, estudos sobre a capacidade da levedura P. laurentii 

acumular lipídios vêm aumentando (CAROTA et al., 2017; CASTANHA et al., 2014; 

GUERZONI et al., 1985; MA et al., 2018; SARKAR et al., 2018; SITEPU et al., 2014; 

VIEIRA et al., 2020a). O interesse em P. laurentii para a produção de triacilglicerol 

deve-se à aplicabilidade desse óleo microbiano nas indústrias de alimentos, 

farmacêutica, cosméticos e biocombustíveis como, por exemplo, para a produção de 

biodiesel. 
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Recentemente, a linhagem Papiliotrema laurentii UFV-1 foi isolada de uma 

amostra de solo rizosférico do Parque Nacional da Serra dos Órgãos (Rio de 

Janeiro, Brasil) e selecionada devido à sua capacidade de acumular lipídios a partir 

do cultivo em meio contendo glicose e xilose, sob limitação de nitrogênio. O acúmulo 

de lipídios em P. laurentii UFV-1 começa durante a fase de desaceleração do 

crescimento, atingindo o teor máximo em 48h, o que é desejável para se alcançar 

uma alta produtividade volumétrica de lipídios em cultivos em batelada. Em 

condições otimizadas de cultivo na presença de xilose: inóculo inicial (Densidade 

óptica a 600 nm) = 0,8, pH = 7, agitação de 300 rpm e razão C/N de 100:1, essa 

levedura alcançou um alto teor de lipídios, isto é, 63% (m/m) (VIEIRA et al., 2020a). 

Sob limitação de nitrogênio, a síntese de proteínas e ácidos nucleicos em P. 

laurentii UFV-1 é reduzida e o fluxo de carbono é direcionado para a síntese lipídica 

(VIEIRA et al., 2020a). O conteúdo máximo de lipídios alcançado por P. laurentii 

UFV-1 foi no período de 48 h de cultivo, entretanto, após 72h foi observada a 

diminuição desse conteúdo, provavelmente relacionada ao esgotamento das fontes 

de carbono e de nitrogênio. Sob esta condição de escassez nutricional, a 

degradação lipídica nessa levedura pode ter ocorrido por meio da β-oxidação visto 

que a expressão de genes envolvidos com esta via aumentou (KOHLWEIN, 2010). 

A enzima ATP citrato-liase (ACL), característica de leveduras oleaginosas, é 

uma enzima-chave para a lipogênese. Ela tem como função catalítica a conversão 

do citrato citosólico em acetil-CoA e oxaloacetato. Em P. laurentii UFV-1, a 

expressão do gene que codifica a enzima ACL manteve-se inalterada ao longo de 

todo o cultivo (VIEIRA et al., 2020b). Diferentemente, em Y. lipolytica cultivada em 

meio contendo glicose como única fonte de carbono e energia, a expressão do gene 

ACL1 apresenta-se mais elevada durante a fase de crescimento exponencial e 

diminui na fase de desaceleração do crescimento, quando se inicia o acúmulo de 

lipídios (FABISZEWSKA et al., 2019). Ao contrário do que ocorre em P. laurentii e Y. 

lipolytica, a expressão do gene ACL1 em Rhodotorula toruloides é maior durante o 

acúmulo de lipídios (24 e 96 h) (ZHU et al., 2012). A acetil-CoA carboxilase (Accase) 

desempenha um papel importante no metabolismo dos lipídios, porque catalisa a 

primeira etapa limitante da síntese de ácidos graxos. A expressão do gene ACC1, 

que codifica a enzima Accase, em P. laurentii UFV-1 apresentou-se menor às 24 h 

de cultivo do que nas primeiras 6 h. Além disso, em P. laurentii UFV-1, o poder 
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redutor (NADPH) requerido para a biossíntese de ácidos graxos parece ser gerado 

principalmente a partir da via das Pentoses Fosfato (PPP), contudo, no período de 

acumulação de lipídios, há um aumento da expressão do gene que codifica a 

enzima málica, indicando que o NADPH, formado na reação catalisada por esta 

enzima, contribui para a formação de poder redutor (VIEIRA et al., 2020b). Além 

disso, a degradação das purinas nessa levedura é possivelmente associada com a 

reciclagem de nitrogênio levando à liberação de amônia.  

2.5 Fatores que afetam o acúmulo de lipídios 

Geralmente, a condição de limitação de nitrogênio é utilizada para estudar o 

acúmulo de lipídios em microrganismos oleaginosos. Durante a fase de crescimento 

o fluxo de carbono é distribuído para a síntese de carboidratos, proteínas, ácidos 

nucleicos e lipídios. O nitrogênio é essencial para a síntese de proteínas e ácidos 

nucleicos, portanto, é requerido para o crescimento celular. Sob limitação de 

nitrogênio, a síntese de proteínas e ácidos nucleicos é reduzida rapidamente e a 

taxa de crescimento diminui. Com isso, o fluxo de carbono é direcionado para a 

síntese lipídica (BEOPOULOS et al., 2009). Sendo assim, o acúmulo de lipídios em 

leveduras é favorecido pelo aumento da razão carbono-nitrogênio (C/N) 

(GALAFASSI et al., 2012; SITEPU et al., 2014) sendo necessária uma relação C/N 

inicial superior a 20:1 para desencadear o processo de acumulação de lipídios 

(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2010).  

Outro fator importante é a aeração, ou seja, a disponibilidade de oxigênio, a 

qual exerce grande influência em cultivos microbianos submersos. Um adequado 

dimensionamento da transferência de oxigênio é essencial em processos 

fermentativos que empregam microrganismos aeróbios e anaeróbios facultativos 

(SCHMIDT, 2005).  

Uma maior disponibilidade de oxigênio durante o cultivo de duas diferentes 

linhagens de S. cerevisiae, proporcionou uma maior produção de lipídios, 

acarretando também em um aumento da proporção de ácidos graxos insaturados 

em relação ao total de óleos produzidos (ZARA et al., 2008). Estes autores 

destacaram que o nível de oxigênio dissolvido influenciou a expressão de genes que 

codificam enzimas da biossíntese de lipídios, afetando o perfil de ácidos graxos da 

levedura.  
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O pH é um fator importante que afeta o crescimento microbiano e a formação 

de bioprodutos de interesse industrial. Dias et al. (2015), utilizaram duas estratégias 

de cultivo em batelada alimentada controlando dois valores de pH (4 e 5) para 

avaliar a produção de biomassa, lipídios e carotenóides por R. toruloides NCYC 921. 

Na primeira estratégia, pH 4, a produção de biomassa e carotenóides, bem como a 

produtividade lipídica foram 128,26 g; 0,18 mg.g-1 e 0,31 g.L-1.h-1, respectivamente. 

Porém, para o pH 5,0 foi observado uma lenta diminuição no crescimento quando 

comparado ao pH 4,0. A biomassa encontrada foi menor no pH 5,0 (127 g.L-1), 

porém a produção de carotenóides foi maior (0,29 mg/g) no pH 5,0 quando 

comparada com o pH 4,0. Isso indica que o pH ótimo para o crescimento de R. 

toruloides NCYC 921 e para a produção de carotenóides são diferentes (DIAS et al., 

2015).  

 A densidade inicial do inóculo está relacionada ao tempo de consumo da 

fonte de carbono e à produtividade do bioproduto de interesse. A maior densidade 

inicial do inóculo favorece o aumento da taxa de captação da fonte carbono e 

energia, o que contribui para a redução do tempo para atingir a produção máxima de 

lipídios (JUANSSILFERO et al., 2018). 

2.6 Soro de ricota 

 De acordo com as projeções realizadas pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), o Brasil produziu, em média nos últimos cinco 

anos, 780 mil toneladas de queijo, com geração no ano de 2019 de cerca de 

571,5 mil toneladas de soro de leite. No Brasil, ao contrário do que ocorre em outros 

países, cerca de 50 % do soro produzido na fabricação de queijos não é 

aproveitado, sendo descartado sem tratamento ou utilizado para alimentação animal 

(GAJO et al., 2016). Industrialmente, o soro de queijo tem sido utilizado na produção 

de bebidas lácteas, concentrados proteicos ou ricota. A produção estimada de ricota 

para o ano de 2020 foi de 11,3 toneladas, com potencial de geração de 110,0 mil 

toneladas de soro de ricota (MAPA, 2020).  

O soro de ricota resulta num efluente, o qual representa 95% do volume do 

soro de queijo utilizado para a elaboração da ricota. O soro de ricota é constituído 

por proteínas (0,15 % - 0,22 %), lactose (4,8 % - 5,0 %), sais (1,0 % - 1,3 %), 

gordura (0,20 %) e ácidos orgânicos (0,22 % - 0,25 %), apresentando grande 
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potencial poluidor devido à alta carga orgânica, com Demanda Química de Oxigênio 

(DQO) de 80.000 mg.L-1 e Demanda Bioquímica de Oxigênio (DBO) de 50.000 

mg.L-1 (SANSONETTI et al., 2010). Portanto, o descarte de soro de ricota como 

efluente sem tratamento prévio leva à redução do oxigênio disponível para animais e 

plantas aquáticas, ocasionando danos ao ecossistema local (GAJO et al., 2016). 

A composição físico-química do soro de ricota possibilita a sua utilização 

como ingrediente para o desenvolvimento de novos produtos, sendo uma solução 

viável para a diminuição do impacto ambiental e redução dos custos de tratamento 

dos efluentes de indústrias de laticínios (ZOTTA et al., 2020). Atualmente, o soro de 

ricota é destinado ao consumo suíno ou simplesmente descartado no ambiente 

(MAPA, 2020). Porém, a sociedade tem pressionado uma maior atuação dos órgãos 

ambientais para diminuir a poluição ocasionada pelo descarte desse resíduo nos rios 

(GAJO et al., 2016).  

 Apesar dos efluentes de laticínios apresentarem elevada biodegradabilidade, 

o tratamento biológico desses efluentes não é simples devido à elevada carga 

orgânica, altas variações nos fluxos e composições químicas das águas residuárias 

dos processos produtivos dos laticínios (ERGU et al., 2001). O alto custo de 

implantação e instalação de tratamentos biológicos para o soro de leite e soro de 

ricota destaca a importância de se encontrar alternativas viáveis para o seu 

aproveitamento (CAROTA et al., 2017; DAS et al., 2016; PIROZZI et al., 2013). 

Alguns estudos propõem o aproveitamento do soro de queijo para a produção do 

bioetanol por meio da fermentação com a levedura Kluyveromyces marxianus 

(BITELLO et al., 2012; DAS et al., 2016; SANSONETTI et al., 2009, 2010; 

SARACENO et al., 2011). Atualmente, poucos estudos propõem o aproveitamento 

do soro de ricota para a produção de lipídios por meio da fermentação por leveduras 

oleaginosas (CAROTA et al., 2017; PIROZZI et al., 2013). Um estudo com a 

levedura P. laurentii UCD 68-280 cultivada em soro de ricota foi capaz de produzir 

5,06 g L-1 de lipídios, alcançando um teor de lipídios de 70% (m/m) quando cultivada 

em biorreatores (CAROTA et al., 2017).  

2.7 Metabolismo de lactose em leveduras 

A lactose, principal componente do soro de ricota, é um dissacarídeo formado 

pela ligação β-1,4 entre os monossacarídeos glicose e galactose. A lactose pode ser 
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metabolizada por algumas espécies de leveduras que possuem a enzima β-

galactosidase (ZOTTA et al., 2020). Em Kluyveromyces marxianus e Kluyveromyces 

lactis, o transporte desse dissacarídeo acontece pela proteína transportadora 

permease (Lac12p), codificada pelo gene LAC12 induzido tanto por lactose como 

por galactose (PAIVA et al., 2019). A permease Lac12p é uma proteína de 

membrana integral e funciona por meio de um mecanismo de simporte de prótons. O 

sistema simporte transporta uma molécula em conjunto com outra substância, 

normalmente um próton (H+) (SILVEIRA et al., 2019). Essa enzima transporta a 

lactose do meio para o citosol, onde este açúcar é hidrolisado na reação catalisada 

pela β-galactosidase, codificada pelo gene LAC4. Os genes LAC12 e LAC4 são 

específicos para o metabolismo da lactose e são co-regulados pelo mesmo promotor 

bidirecional (RUBIO-TEXEIRA, 2005). A glicose é metabolizada pela via glicolítica e 

a galactose pela via Leloir formando o intermediário glicose-6-fosfato. A primeira 

reação da via Leloir é catalisada pela galactocinase, Gal1p, na qual a galactose é 

fosforilada, gerando galactose-1-fosfato. Em seguida, a enzima uridino 

difosfoglicose-4 epimerase (Gal10p) catalisa a reação na qual ocorre a permuta da 

galactose com o grupo UDP-glicose, originando a UDP-galactose. A molécula UDP-

galactose após mudanças estereoquímicas gera um novo UDP-glicose. Logo após 

essa mudança, a enzima galactose-1 fosfato uridiltransferase (Gal7p), utiliza a 

glicose liberada na segunda reação para transformar a galactose-1-fosfato em 

glicose-1-fosfato. Essa molécula, intermediária da via Leloir, é catabolizada pela 

enzima fosfoglicomutase (Gal5p) em glicose-6-fosfato (DINIZ, 2009). 
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3 HIPÓTESE 

A produção de lipídios por Papiliotrema laurentii UFV-1 em soro de ricota é 

influenciada pelos níveis, combinados ou não entre si, dos seguintes fatores: pH, 

razão volume do soro/volume frasco de Erlenmeyer (VM/F) e biomassa inicial das 

células.
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4 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 em soro de ricota como 

meio de cultivo, em diferentes condições de pH, VM/F e concentração inicial do 

inóculo. 

4.1 Objetivos Específicos 

● Determinar a razão carbono:nitrogênio do soro de ricota; 

● Identificar os fatores que afetam significativamente (p<0,05) os parâmetros de 

produção de lipídios por Papiliotrema laurentii UFV-1 em soro de ricota como 

meio de cultivo; 

● Avaliar o perfil de ácidos graxos de P. laurentii UFV-1 na melhor condição de 

produção de lipídios em soro de ricota; 

● Predizer as propriedades do biodiesel (índice de iodo, índice de cetano, 

viscosidade cinemática, densidade e ponto de nuvem) a partir do óleo de P. 

laurentii UFV-1. 



28 
 

 
 

5 MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Microrganismo e manutenção 

A levedura Papiliotrema laurentii UFV-1, pertencente à Coleção de Culturas 

de Leveduras do Laboratório de Fisiologia de Microrganismos da Universidade 

Federal de Viçosa, foi utilizada neste trabalho. Esta levedura foi isolada de amostra 

de solo coletada no Parque Nacional da Serra dos Órgãos (S 22º 27' 33,1", W 43º 

01' 40"). A cultura está mantida em meio YP contendo 10 g.L-1 de extrato de 

levedura (Himedia), 20 g.L-1 de peptona bacteriológica (Himedia) com glicerol 50 % 

(Vetec) e congelada a –80 ºC. 

5.2 Inóculo 

Para produção do inóculo, uma alíquota de 1 mL da cultura estocada a –80 ºC 

foi transferida para 100 mL do meio de cultivo YP contendo 2% de lactose [m/v 

(YPL)] em frascos Erlenmeyer de 500 mL. As culturas foram incubadas em um 

incubador rotatório (NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC, 25D), sob agitação de 250 rpm 

a 30 ºC por aproximadamente 18 horas. Após esse tempo, a cultura foi centrifugada 

a 3000 × g por 5 minutos a 4 ºC. O sedimento de célula foi lavado duas vezes com 

água peptonada 0,1% (m/v) e transferido para um novo meio de cultivo. O inóculo 

inicial foi ajustado para os valores de densidade óptica a 600 nm (DO600) definidos 

no delineamento experimental.  

5.3 Meio de Cultivo 

O soro de ricota, empregado como meio de cultivo neste trabalho, foi 

gentilmente fornecido pelo Laticínio Sérvulo, Senador Firmino, Minas Gerais e 

encontra-se congelado a –20 ºC no Laboratório de Fisiologia dos Microrganismos da 

Universidade Federal de Viçosa.  

5.4 Esterilização do soro de ricota 

O soro de ricota (SR) foi descongelado sob refrigeração a 4 ºC e, em seguida, 

aquecido a 65 ºC por 7 min em béquer de vidro sob agitação no agitador magnético 

(modelo 601.0122.60F60, INTLLAB). Posteriormente, o SR foi centrifugado a 10.000 

× g por 5 minutos a 20 ºC (Sorval RC5C, Marshall Scientific, Hampton, New 
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Hampshire, USA), e o sobrenadante foi esterilizado em membrana filtrante de 0,22 

µm (Merck Milipore Co. GER), com o auxílio de uma bomba de vácuo (modelo 131 

tipo 2 VC, Prismatec). 

5.5 Análises físico-químicas do soro de ricota 

As análises físico-químicas foram realizadas no Departamento de Tecnologia 

de Alimentos da Universidade Federal de Viçosa (DTA-UFV). Para determinar a 

razão C/N do soro de ricota, o teor de nitrogênio total e a concentração de lactose, 

mensurada  conforme descrito no item 5.10.1, foram empregados no cálculo descrito 

abaixo (item 5.5.3). 

5.5.1 Determinação do pH  
O pH das amostras foi determinado em equipamento digital (Marca Kasvi, 

Modelo K39-1410A e Eletrodo Modelo K38-1301A. 

5.5.2 Determinação de Nitrogênio Total 
 O teor de nitrogênio % (m/v) total da amostra foi realizado pelo método 

Kjeldahl (IAL, 2008), utilizando-se o fator de correção 6,38 para determinação de seu 

conteúdo proteico.  

5.5.3 Determinação do cálculo de C/N 
A razão carbono:nitrogênio foi calculada com base na equação 1. 

C/N = ((% lactose x MM do C)/ MM lactose)/N, (Eq. 1)  

onde: 

C/N: razão carbono/nitrogênio 

% lactose = 4,6% 

MM carbono (lactose) = (12x12) = 144 

MM lactose = 342,3 

N: Nitrogênio Total 

5.6 Condições de cultivo da levedura P. laurentii UFV-1 em soro de ricota 

Para avaliar o acúmulo lipídico, a levedura P. laurentii UFV-1 foi cultivada em 

soro de ricota estéril, com pH tamponado pela adição de ácido cítrico e fosfato de 

sódio (pH 5, 6 e 7), em frascos Erlenmeyer de 500 mL. Em cada frasco foram 

adicionados diferentes volumes de soro de ricota (50 mL; 100 mL e 150 mL), 

conforme a Tabela 3. As culturas foram incubadas em um agitador orbital (New 
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Brunswick, Edison, Nova Jersey, USA) a 30 ºC, sob agitação de 250 rpm. O soro de 

ricota, previamente filtrado e esterilizado, foi tamponado em pH 5, 6 ou 7, pela 

adição direta de sais de fosfato de sódio e ácido cítrico, com base no método de 

Clark (1920), ajustado conforme a Tabela 2. 

Tabela 2. Massa de ácido cítrico e fosfato de sódio adicionados em 20 mL de soro 
de ricota para tamponamento nos valores de pH desejados. 

pH desejado Na2HPO4 (mg) Ác.Cítrico (mg) 

7,0 448,04 88,89 

5,0 388,94 132,72 

6,0 439,68 95,09 

 

5.7 Crescimento da levedura Papiliotrema laurentii UFV-1   

A densidade celular foi medida em espectrofotômetro (BECKMAN DU series 

600, Indianapolis, USA) a 600 nm (DO600). A biomassa celular (g.L-1) foi obtida 

mediante determinação da DO600, em cada um dos tempos (0, 12, 24, 36 e 48 h) de 

cultivo e comparada com a curva padrão DO600 x Massa Seca (g), previamente 

obtida. Para determinar a relação DO600 x Massa Seca (g), amostras da levedura 

cultivada na fase exponencial de crescimento foram coletadas e centrifugadas a 

3000 × g, por 5 min, a 4 ºC. Após descarte do sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 6 mL de água destilada estéril. Após agitação, 1 mL da 

suspensão foi transferido, em quadruplicata, para cadinhos secos, previamente 

lavados e pesados. Em seguida, o material foi seco em estufa a 105 ºC, até peso 

constante, para determinação da massa seca. Do material restante ressuspenso, 1 

mL foi utilizado para produzir as diluições (10-1, 10-2, 2x10-2, 3x10-2, 4x10-2, 5x10-2 e 

6x10-2) as quais foram utilizadas para determinação da DO600. Em seguida, foi 

construída uma curva de calibração correlacionando a DO600 com a massa seca em 

cada caso. 

5.8 Delineamento experimental  

Para determinar as importâncias relativas dos efeitos do pH, da biomassa 

inicial (DO600) e da razão Volume do meio/Volume do frasco (VM/F) sobre o teor 
lipídico % (m/v) de P. laurentii UFV-1, foi realizado um experimento fatorial 23 + 1 
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constituído de 11 ensaios correspondentes às combinações entre os níveis 
codificados −1 e +1 e com três repetições do ponto central (0), instalado sob o 

delineamento inteiramente casualizado (DIC) (Tabela 3). 

Tabela 3. Níveis das variáveis independentes de acordo com o delineamento 
composto central rotacional. 

Variável Independente 
Variável Codificada 

-1 0 +1 

Aeração 0,1 0,2 0,3 

pH 5,0 6,0 7,0 

Biomassa inicial (DO600) 0,2 0,6 1,0 

Durante a fase de escolha do melhor modelo, os efeitos não significativos 

foram retirados, um de cada vez, começando pelas interações duplas, de acordo 

com o teste t de Student a 5 % de significância. Para fatores do mesmo tipo, foi 

retirado, primeiro, o efeito não significativo com o maior p-valor. E com base no 

modelo ajustado, foi estimado o coeficiente de determinação e testada a falta de 

ajuste pelo teste F da análise de variância, também a 5 % de significância. 

Desse modo, o ajuste do modelo com base nos níveis codificados dos três 

fatores estudados foi representado pelo modelo de primeira ordem. Entretanto, nos 

resultados, as variáveis respostas (teor de lipídios, biomassa, produção de lipídios, 

produtividade volumétrica de lipídios, consumo de lactose, rendimento de lipídios por 

substrato e rendimento de lipídios por massa celular) estão representadas nas 

equações com valores reais dos resultados, representado, de forma geral, por 

(equação 2): 

y = 0 + 1DO600 + 2pH + 3VM/F + 4DO600 x pH  5 DO600 x VM/F  6 pH x VM/F 

+  (Eq. 2), em que: 

y é valor observado do teor de lipídios % (m/m), da biomassa, produção de lipídios, 

produtividade volumétrica de lipídios, consumo de lactose, rendimento celular, 

rendimento de lipídios por substrato e rendimento de lipídios por massa de P. 

laurentii UFV-1; 

0 é a constante da regressão; 

1, 2, 3, 4, 5, 6 são os coeficientes de regressão; 
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a, b e c são os níveis codificados (1, 0 e 1) da biomassa inicial (DO600) (0,2; 0,6 e 

1,0), do pH (5; 6 e 7) e da VM/F (0,1; 0,2 e 0,3) respectivamente; e   N (0; 2). 

5.9 Parâmetros Fermentativos 

Os parâmetros de produção de lipídios foram calculados conforme as 
equações 3, 4, 5 e 6: 

 Rendimento celular (Yx/s) = (massa celular final – massa celular inicial em 

g.L-1)/(concentração  inicial de lactose – concentração  final de lactose em g.L-

1) (Eq. 3). 

 Rendimento de lipídios por substrato (Yp/s) = (concentração final de lipídios – 

concentração inicial de lipídios g.L-1)/(concentração  inicial de lactose – 

concentração  final de lactose em g.L-1) (Eq. 4). 

 Rendimento de lipídios por massa celular (Yp/x) = (concentração final de 

lipídios – concentração inicial de lipídios g.L-1)/(massa celular final – massa 

celular inicial em g.L-1) (Eq. 5). 

 Produtividade Volumétrica de lipídios (Qp) = (concentração final de lipídios – 

concentração inicial de lipídios g.L-1)/período em horas (Eq. 6). 

5.10 Procedimentos analíticos 

5.10.1 Consumo de lactose 

 A concentração de lactose foi mensurada por Cromatografia Líquido de Alta 

Eficiência (HPLC). O sobrenadante da cultura foi filtrado em membrana filtrante de 

0.45 μm x 0,13 mm (0.45 μm x 0,13 mm, Merck Milipore Co. GER), antes de ser 

injetado no Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (HPLC) (CTO-20A, Shimadzu, 

Japão). O conteúdo de lactose presente no soro de ricota foi determinado por 

injeção de 10 μL de amostra em coluna de troca iônica Aminex HPX-87H (300×7.8 

mm, 9 μm, Bio-Rad, Munich, Germany) com 5 mM H2SO4 como eluente a 0.6 mL 

min-1, a 60°C, com detecção por índice de refração (RID-20A, Shimadzu, Japan). A 

quantificação deste açúcar foi realizada mediante calibração e verificação com 

padrões externos. 
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5.10.2 Extração e quantificação de lipídios 

Após 48 h de cultivo, as células foram sedimentadas por centrifugação a 5000 

× g, por 20 min, e liofilizadas durante 24 h. Cerca de 50 mg do sedimento celular foi 

utilizado para a extração e quantificação do teor de lipídios. A extração dos lipídios 

foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Bligh e Dyer (1959), 

utilizando metanol e clorofórmio (2:1) como solventes orgânicos. Na última etapa do 

procedimento foi utilizada solução salina [NaCl 1% (m/v)] para melhorar a separação 

entre as fases aquosa e orgânica, a qual contém a fração lipídica . O teor de lipídios 

(TL) foi obtido conforme Equação 7: 𝑇𝐿(%) = 100 ௉೑ି௉೔௠           (𝐸𝑞. 7), 
sendo 𝑃௙ o peso final do ependorff contendo o lipídio extraído após evaporação do 

solvente a 60 ºC, até peso constante, 𝑃௜ o peso do ependorff vazio e m a biomassa 

utilizada. 

5.10.3 Perfil de ácidos graxos 

O perfil de ácidos graxos foi analisado por cromatografia gasosa com detector 

de ionização de chama, GC-FID 6890N, Agilent Technologies 7890A®. As amostras 

de P. laurentii UFV-1 foram sedimentadas por centrifugação a 12.000 × g a 4 °C 

durante 10 min, e o sedimento foi liofilizado. Os ácidos graxos nas células da 

levedura liofilizadas (4-5 mg de massa seca) foram saponificados, metilados, 

extraídos e identificados utilizando o sistema de identificação microbiana MIDI 

(Sherlock 6.0 microbial identification system) na Microbial ID, Inc. (Newark, DE).  

5.10.4 Predição das propriedades do Biodiesel 

Os valores dos parâmetros do biodiesel foram calculados com equações 

empíricas baseadas nos dados relativos à composição e ao teor de ácidos graxos 

individuais na biomassa de P. laurentii UFV-1. O valor do Índice de Iodo (IV) foi 

calculado a partir da Equação 8: 𝐼𝑉 = ∑ ቀ254 ே௪ெ௜ ቁ௡௜           (𝐸𝑞. 8), 
onde N é o número de dupla ligação na molécula de ácido graxo, wi (adimensional) é 

o conteúdo do ácido graxo individual na soma dos ácidos graxos totais, e Mi  a 

massa  molecular do ácido graxo (g/mol).  
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A viscosidade cinemática, n (mm2/s), foi determinada de acordo com a 

Equação 9: 𝑛 =𝑒𝑥𝑝 𝑒𝑥𝑝 ൭෍ 𝑤𝑖𝑙𝑛(𝑛𝑖)௡
௜ ൱           (𝐸𝑞. 9), 

onde ln(ni) = –12.503 + 2.496 ln(Mi) – 0.178N. 

 

O índice cetano (CN) foi calculado conforme Equação 10:  𝐶𝑁 = ∑ 𝑤𝑖∅𝑖௡௜           (𝐸𝑞. 10), 
onde n é o número de cetano do FAME individual. O ∅𝑖 foi calculado a partir da 

fórmula ∅𝑖 = –7.8 + 0.302Mi– 20N. 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1 Determinação da razão C/N do soro de ricota  

  As concentrações de lactose, nitrogênio e proteínas foram determinadas no 

intuito de estimar a razão C/N do soro de ricota (Tabela 4). Esta razão é um 

parâmetro importante que influencia o acúmulo de lipídios por leveduras oleaginosas 

(GALAFASSI et al., 2012; SITEPU et al., 2014). Em microrganismos oleaginosos, a 

razão C/N inicial superior a 20 é requerida para o favorecimento da síntese de novo 

de lipídios (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).   

Tabela 4. Concentrações de lactose, nitrogênio e proteínas do soro de ricota. 

Componente Concentração (%) 

Lactose 4,60 

Nitrogênio 0,023 

Proteínas 0,15 

C/N 84:1 

O soro de ricota apresentou um teor de nitrogênio total de 0,023 %, o que 

equivale a 0,15 % de proteínas. Este teor de proteína é similar aos teores relatados 

em outros trabalhos, os quais variam de 0,15 % a 0,25 % (CAROTA et al., 2017; 

PIROZZI et al., 2013).  

A lactose é a principal fonte de carbono e energia do soro de ricota. Neste 

estudo, a concentração de lactose no soro de ricota foi de 4,6 % (m/v). Embora 

existam outras fontes de carbono no soro de ricota, tais como ácidos orgânicos e 

proteínas, a concentração das mesmas é baixa quando comparada à concentração 

de lactose. Sendo assim, apenas a concentração de lactose foi considerada para o 

cálculo da razão C/N, resultando numa razão de 84:1. Esta alta razão C/N evidencia 

o potencial do soro de ricota como meio de cultivo para a produção de lipídios por P. 

laurentii UFV-1. Em outro trabalho, utilizando xilose como única fonte de carbono e 

energia, uma alta razão C/N de 100:1 favoreceu o acúmulo de lipídios por P. laurentii 

UFV-1, atingindo um teor de lipídios de 63 % (m/m) sob condições otimizadas de 

cultivo (VIEIRA et al., 2020a).  
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6.2 Avaliação do crescimento e produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 
em soro de ricota  

Para avaliar a capacidade de crescimento e produção de lipídios por P. 

laurentii UFV-1 em soro de ricota, a levedura foi cultivada nas seguintes condições: 

temperatura de 30 ºC, pH inicial igual a 6,0, agitação de 200 rpm e DO inicial igual a 

0,2. A linhagem P. laurentii UFV-1 apresentou maior crescimento em soro de ricota 

do que outras linhagens cultivadas em soro de ricota ou soro de queijo, como pode 

ser evidenciado na Tabela 5. A velocidade específica de crescimento apresentada 

por P. laurentii UFV-1 foi de 0,44 h-1, superior à apresentada por Cryptococcus 

laurentii A UCD 68-201 cultivada em soro de ricota (0,02 h-1) (CAROTA et al., 2017). 

Cabe destacar que Cryptococcus laurentii foi reclassificada recentemente como 

Papiliotrema laurentii (LIU et al., 2015). A biomassa obtida por P. laurentii UFV-1 em 

soro de ricota foi de 7,6 g.L-1, superior à alcançada por C. laurentii A UCD 68-201 

(5,6 g.L-1), também cultivada em soro de ricota (CAROTA et al., 2017).   

Os parâmetros de produção de lipídios apresentados por P. laurentii UFV-1 

em soro de ricota indicam que a levedura apresentou o fenótipo oleaginoso quando 

cultivada neste meio de fermentação. O teor de lipídios obtido em 48 h de cultivo foi 

de 35,01 % (m/m). Esse valor foi superior ao teor de lipídios de 27,79 % (m/m) obtido 

por C. laurentii 11 em soro de queijo (CASTANHA et al., 2014).  A produção de 

lipídios por P. laurentii UFV-1 cultivada em soro de ricota foi de 2,66 g.L-1, superior à 

produção lipídios obtida por C. laurentii 11 (1,27 g.L-1) (CASTANHA et al., 2014). 

Contudo, a produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 foi mais baixa do que a obtida 

por C. laurentii A UCD 68-201 (5,06 g.L-1).   

A produtividade volumétrica de lipídios alcançada por P. laurentii UFV-1 em 

soro de ricota foi de 0,0554 g.L-1.h-1, superior à obtida por C. laurentii 11 (0,0053 g.L-

1.h-1) cultivada em soro de queijo (CASTANHA et al., 2014), porém, menor do que a 

alcançada por C. laurentii A UCD 68-201 (0,0703 g.L-1.h-1) em soro de ricota com a 

razão C/N 55:1 (CAROTA et al., 2017). 
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Tabela 5. Parâmetros de crescimento e de produção de lipídios por P. laurentii UFV-1, C. laurentii 11 e C. laurentii A UCD 68-201 

Leveduras 
oleaginosas 

Meio de 
Cultivo μmáx (h-1) Teor Lipídico 

(%) 
Biomassa 

(g.L-1) 
Lipídios 
(g.L-1) 

Produtividade 
Volumétrica 

(g.L-1.h-1) 
Referência 

P. laurentii 
UFV-1 Soro de ricota 0,44 35,01 7,6 2,66 0,0554 Este 

trabalho 

C. laurentii 11 Soro de queijo nr 27,79 4,57 1,27 0,0053 Castanha (2014) 

C. laurentii A 
UCD 68-201 Soro de ricota 0,02 nr 5,6 5,06 0,0703 Carota (2017) 

*nr=não reportado 
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6.3   Acúmulo de lipídios em P. laurentii UFV-1 cultivada em soro de ricota  

Visto que a linhagem de P. laurentii UFV-1 apresentou o fenótipo oleaginoso 

quando cultivada em soro de ricota, mesmo sob condições não otimizadas, avaliou-

se neste estudo o efeito de três fatores sobre a produção de lipídios no intuito de 

aumentar a sua produção a partir desse meio de fermentação. Foram conduzidos 11 

ensaios em diferentes níveis dos fatores de pH, razão do volume do meio/volume do 

frasco Erlenmeyer (VM/F) e concentração de biomassa inicial, representada pela 

Densidade Óptica (DO600). Estes fatores independentes foram selecionados com 

base em estudos anteriores que mostraram a sua relevância para acumulação de 

lipídios em leveduras oleaginosas (JIRU et al., 2017; LI; DU; LIU, 2008; 

PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011; VIEIRA et al., 2020a). A temperatura não foi 

utilizada como um fator independente baseado em experimentos anteriores que 

mostraram que em temperaturas superiores a 30 °C a formação de biomassa é 

reduzida, dificultando a ascendência para as regiões máximas de otimização 

(VIEIRA et al., 2020a). A metodologia de superfície de resposta (RSM) foi adotada 

para avaliar o efeito dos diferentes fatores em estudo sobre o teor lipídico (%) 

(Tabela 6).  

A análise de variância (ANOVA) do modelo linear (α = 0,05) para o teor 

lipídico (%) apresentou R2 = 0,88 e p-valor = 0,0390, indicando que este modelo 

representa adequadamente a variação observada no conjunto de dados. O modelo 

linear obtido é mostrado na Equação 11:  

Teor de lipídios (%) = 30,66 + 1,20 (Biomassa inicial (DO600)) + 0,08 (pH) – 8,07 

(VM/F) – 3,67 (Biomassa inicial (DO600) x pH) – 2,38 (Biomassa inicial (DO600) x 

VM/F) – 1,79 (pH x VM/F) 

R2 = 0,88, (Eq. 11) 

Entretanto, os fatores com interações (Biomassa inicial (DO600) x pH; 

Biomassa inicial (DO600) x VM/F; pH x VM/F) e os fatores lineares (Biomassa inicial 

(DO600) e pH) exibiram coeficientes lineares não significativos (p > 0,05). Nota-se 

pela ANOVA, que o pH e a biomassa inicial (DO600) não afetaram (p < 0,05) o 

acúmulo de lipídios (%) por P. laurentii UFV-1 cultivada em soro de ricota. A análise 

de regressão (Tabela 7) do modelo mostrou que apenas o coeficiente relativo ao 

fator VM/F causou (p < 0,05) influência no teor lipídico (%). Esse resultado indica 
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que o fator VM/F relacionado à aeração é o fator mais importante para o acúmulo de 

lipídios por P. laurentii UFV-1 cultivada em soro de ricota dentre as diferentes 

condições de cultivos avaliadas. 

Tabela 6. Análise de Variância dos dados experimentais com intervalo de confiança 
(IC) de 95 %. 

Fonte GL SQ  QM  F Valor-P 
  (Linear) (3) (533,074) - - - 
    Biomassa inicial (DO600) 1 11,544 11,544 0,50 0,5201 
    pH 1 0,047 0,047 0,00 0,9663 
    Vol.soro/Vol.frasco (VM/F) 1 521,484 521,484 22,44 0,0092* 
  (Interação com 2 Fatores)  (3) (178,542) - - - 
    Biomassa (DO600) x pH 1 107,678 107,678 4,63 0,0984 
    Biomassa (DO600) x VM/F 1 45,268 45,268 1,95 0,2351 
    pH x VM/F 1 25,597 25,597 1,10 0,3532 
Resíduo da Regressão 4 92,939 23,235       
  Falta de ajuste 2 66,126 33,063 2,47 0,2883 
  Resíduo puro 2 26,813 13,406   
Total 10 804,555          

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: 

quadrado médio. *significativo pelo teste F (p < 0,05) 

Após a análise dos resultados, os termos estatisticamente não significativos 

da Equação 11 foram eliminados para simplificar o modelo, e uma nova análise de 

variância e de regressão foi realizada. O modelo resultante (Equação 12), 

dependente apenas da razão VM/F (aeração) apresentou R2 = 0,67, foi 

estatisticamente significativo (p < 0,05).  

Tabela 7. Análise de regressão do teor de lipídios.  
Fonte GL SQ QM F p-valor 

VM/F 1 521,48 521,48 16,58* 0,0030 

Resíduo da 
Regressão 

9 283,07 31,45     

Falta de ajuste 7 256,26 36,61 2,73 0,2940 

Resíduo puro 2 26,81 13,41     

Total 10 804,55       



40 
 

 
 

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio. 
*significativo (p < 0,05). Elaborado pelo autor. 

Também não foi observada falta de ajuste (p > 0,05) para o modelo linear 

simplificado, confirmando que o fator VM/F (aeração) é o principal fator que afeta a 

produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 em soro de ricota nas condições 

estudadas.  
Teor de lipídios (%) = 46,81 - 80,7 x (VM/F), (Eq. 12). 

R2 = 0,67 

O valor negativo do coeficiente linear VM/F (aeração) indica que quanto 

menor a razão VM/F, maior será a disponibilidade de oxigênio no meio de cultivo e, 

portanto, maior o teor de lipídios (%). O efeito dos fatores pH, biomassa inicial e 

aeração sobre a produção de lipídios por P. laurentii UFV-1 foi analisado conforme 

as condições experimentais e seus principais níveis. De modo geral, os resultados 

sugerem que maiores acúmulos de lipídios podem ser alcançados diminuindo-se a 

razão VM/F, ou seja, proporcionado maiores níveis de oxigênio dissolvido ao meio 

de cultivo. Portanto, a aeração do meio tem efeito positivo sobre o teor de lipídios 

(%) por P. laurentii UFV-1. 

6.4  Produção de biomassa  

Os efeitos da biomassa inicial (DO600), razão VM/F e pH foram avaliados por 

meio de ferramentas estatísticas utilizando-se a metodologia de superfície de 

resposta sobre a produção de biomassa (g.L-1).  

Para verificar a qualidade do ajuste dos dados experimentais ao modelo 

proposto para a explicação da variação observada na resposta biomassa celular 

(g.L-1) foram realizadas as análises de variância dos efeitos e do modelo 

matemático. 

Na análise de variância dos efeitos, a razão VM/F foi o principal efeito que 

influenciou a produção de biomassa (g.L-1). Na análise de variância do modelo 

matemático proposto para explicar a variação da resposta biomassa (g.L-1) (Equação 

13) foi obtido um coeficiente de determinação de 0,85 demonstrando assim um bom 

ajuste do modelo aos dados. 

Biomassa (g.L-1) = 31,60 - 34,81 VM/F (Eq. 13) 

R2 = 0,79 
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 A análise de variância do modelo para produção de biomassa celular foi 

adequada para descrever o comportamento observado, visto que o modelo foi 

significativo, e não apresentou falta de ajuste significativa. Baseado no resultado de 

análise de variância para a resposta que descreve a biomassa celular (g.L-1) em 

função da biomassa inicial, da razão VM/VF e pH, o modelo matemático pode ser 

apresentado na forma da equação 13. 

A menor razão VM/F (50/500) foi o efeito principal que influenciou na 

produção da biomassa celular num período de 48 horas de cultivo. A menor razão 

VM/F representa uma condição de maior aeração, isto é, o meio de cultivo apresenta 

maior disponibilidade de oxigênio, fato que aumentou a concentração da biomassa 

celular (g.L-1). Nestas condições de cultivo, com agitação de 250 rpm e razão VM/F 

50/500, pH 5 e biomassa inicial (DO600) igual a 1,0 foi estimada uma produção de 

biomassa celular de 20,14 g.L-1. Condições de maior disponibilidade de oxigênio 

tendem a favorecer o crescimento celular, uma vez que o metabolismo oxidativo 

proporciona um maior rendimento energético.   

6.5 Produção de lipídios  

Para a produção de lipídios, a análise de variância demonstrou que o termo 

linear da variável razão VM/F foi o efeito que alterou a produção de lipídios (p < 

0,05) a um nível de 95% de confiança. Verificou-se ainda que os termos de interação 

Biomassa inicial (DO600) x VM/F, Biomassa inicial (DO600) x pH, pH x VM/F e termos 

lineares Biomassa inicial (DO600) e pH, não apresentaram efeitos significativos 

dentro da faixa de variação observada neste estudo.  

Na análise de regressão do modelo matemático proposto obteve-se um 

coeficiente de determinação de 0,76, sendo o modelo estatisticamente significativo e 

não apresentando falta de ajuste a um nível de significância de p < 0,05. Sendo 

assim, o modelo é considerado adequado para descrever o comportamento 

observado pela variável resposta. 

Com base no resultado de análise de variância, o modelo de resposta que 

descreve a produção de lipídios pode ser representado pela equação 14. 

Produção de lipídios (g.L-1) = 9,568 - 22,25 VM/F (Eq. 14)  

R2 = 0,76 
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A partir da equação matemática é possível relacionar a produção de lipídios 

(g.L-1) acumulados durante 48 horas de cultivo em função da razão VM/F. 

Analisando a Eq. 14 foi possível verificar que quanto menor for o valor da razão 

VM/F maior será o seu efeito sobre a produção de lipídios. A concentração máxima 

de lipídios (9,3 g.L-1) foi obtida no Tratamento 4, isto é, biomassa inicial (DO600) 1,0, 

pH igual 5, agitação de 250 rpm e razão VM/F (50/500).  O tratamento no qual se 

obteve a menor concentração de lipídios (2,0 g.L-1) foi o Tratamento 8, conduzido 

sob agitação de 250 rpm, pH inicial igual a 7, biomassa inicial (DO600) igual 1 e razão 

VM/F de 150/500. Estes dados indicam que uma maior aeração do meio de cultivo 

favorece a produção de lipídios por P. laurentii UFV-1. O gráfico que correlaciona a 

concentração de lipídios (g.L-1) em função da concentração de biomassa celular (g.L-

1) é apresentado na Figura 4.  

 

Figura 4. Correlação da concentração de lipídios (g.L-1) em função da biomassa 

(g.L-1) no cultivo de P. laurentii UFV-1 em soro de ricota, com três níveis (+1, 0, -1) 

das variáveis dependentes pH (5,6 e 7), biomassa inicial (0,2, 0,6 e 1,0) e razão 

VM/F (50/500, 100/500 e 150/500). 

 O coeficiente de correlação linear de Pearson (p = 0,85) mostrou alta 

correlação entre as duas respostas estudadas, resultado esperado visto que a 

concentração de lipídios é intracelular, portanto, quanto maior a biomassa celular 

maior será a concentração de lipídios. 
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6.6 Consumo de lactose  

Para verificar a qualidade do ajuste dos dados experimentais ao modelo 

proposto para a explicação da variação observada na resposta consumo de lactose 

foram realizadas as análises de variância dos efeitos e do modelo matemático. Na 

análise de variância dos efeitos, o termo linear VM/F foi considerado o único que 

apresentou influência sobre o consumo de lactose (p < 0,05). Os termos da 

interação biomassa inicial (DO600) x pH, biomassa inicial (DO600) x VM/F e pH x VM/F 

e os efeitos lineares das variáveis biomassa inicial (DO600) e pH não apresentaram 

influência no consumo de lactose (p < 0,05) para um nível de confiança de 95%. Na 

análise de variância do modelo matemático proposto para explicar a variação da 

resposta consumo de lactose (Equação 15) foi obtido um coeficiente de 

determinação de 0,78 demonstrando assim um bom ajuste do modelo aos dados. 

O modelo apresentado na equação 15 é baseado no resultado de análise de 

variância que descreve o consumo do substrato em função da razão VM/F.  

Consumo de Lactose (%) = 100,1 - 135,5 VM/F (Eq. 15) 

R2 = 0,78 

Utilizando a Equação 15 foi possível representar o comportamento do 

consumo de lactose em função da razão VM/F para o tempo de 48 horas de cultivo. 

A menor razão VM/F (maior condição de aeração) influenciou positivamente no 

consumo do substrato. Nestas condições de cultivo, 250 rpm, pH 5, biomassa inicial 

(DO600) com razão VM/F 50/500 foi estimada uma concentração de cerca de 0,50 

g.L-1 de lactose residual, ou seja, um consumo de cerca de 98,9% do substrato em 

48 horas de cultivo. 

6.7 Rendimento de lipídios por substrato  

Para o rendimento de lipídios por substrato consumido, a análise de variância 

na qual houve efeito significativo, foi encontrado o coeficiente de determinação de 

0,86, demonstrando que a variável estudada VM/F teve influência (p < 0,05) sobre o 

rendimento de lipídios por substrato. 

Verificou-se ainda que os termos de interação biomassa inicial (DO600) x 

VM/F, biomassa inicial (DO600) x pH, pH x VM/F, bem como os termos lineares,  

biomassa inicial (DO600) e pH não apresentaram efeitos sobre o rendimento dentro 

da faixa de variação observada neste estudo (p < 0,05). 
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Com base no resultado de análise de variância, o modelo de resposta que 

descreve o rendimento de lipídios por substrato é representado pela equação 16. 

YP/S = 0,2262 - 0,4012 VM/F (Eq. 16) 

R2 = 0,86 
A partir da equação matemática é possível relacionar o rendimento de lipídios 

por substrato (g.g-1) durante 48 horas de cultivo em função da razão VM/F. 

Analisando a Eq. 16 foi possível verificar que quanto menor for o valor da razão 

VM/F maior será o seu efeito sobre o rendimento. O rendimento de lipídios por 

substrato mais elevado (0,206 g.g-1) foi obtido no Tratamento 4, ou seja, (biomassa 

inicial (DO600) igual a 1,0; pH igual a 5, agitação de 250 rpm e razão VM/F 50/500 

sendo de em 48 h de cultivo. O ensaio no qual se obteve os menor valor de  YP/S 

(0,099 g.g-1) foi o Tratamento 8, com agitação de 250 rpm, pH inicial igual a  7, 

biomassa inicial (DO600) igual a 1 e razão VM/F de 150/500 (menor aeração). Estes 

dados apontam para uma influência positiva da maior disponibilidade de oxigênio no 

meio de cultivo no rendimento de lipídios por substrato.  

6.8 Rendimento de lipídios por massa celular  

Para o rendimento de lipídios por massa celular Y(P/X), a análise de variância 

indicou que o efeito linear da razão VM/F teve influência sobre a variável resposta. 

Para a análise de variância do modelo foi obtido um coeficiente de determinação de 

0,89, sendo o modelo estatisticamente significativo e não havendo falta de ajuste. 

Portanto, o modelo é considerado adequado para descrever o comportamento 

observado pela variável resposta. Verificou-se ainda que os termos de interação 

biomassa inicial (DO600) x VM/F, biomassa inicial (DO600) x pH, pH x VM/F, bem 

como os termos lineares,  biomassa inicial (DO600) e pH não apresentaram efeitos 

sobre Y(P/X) dentro da faixa de variação observada neste estudo (p < 0,05). 

Com base no resultado de análise de variância para a resposta de rendimento 

de lipídios por massa celular Y(P/X), o modelo matemático é representado pela 

equação 17: 

Y(P/X) = 0,4666 - 0,798 VM/F (Eq. 17) 

R2 = 0,89 

A partir da equação matemática é possível relacionar o rendimento de lipídios 

por massa celular (g.g-1) durante 48 horas de cultivo em função da razão VM/F. 
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Analisando a Eq. 17 foi possível verificar que quanto menor for o valor da razão 

VM/F maior será o seu efeito sobre o rendimento de lipídios por massa celular. O 

rendimento de lipídios por massa celular mais elevado (0,462 g.g-1) foi obtido no 

Tratamento 4, ou seja, (biomassa inicial (DO600) igual a 1,0; pH igual a 5, agitação de 

250 rpm e razão VM/F 50/500 num período de 48 h de cultivo. O ensaio no qual se 

obteve os menor valor de  YP/X (0,177 g.g-1) foi o Tratamento 8, com agitação de 250 

rpm, pH inicial igual a  7, biomassa inicial (DO600) igual a 1 e razão VM/F de 150/500 

(menor aeração). Estes dados apontam para uma influência positiva da maior 

disponibilidade de oxigênio no meio de cultivo no rendimento de lipídios por massa 

celular.  

6.9 Produtividade volumétrica de lipídios 

Para a produtividade volumétrica de lipídios (QP), a análise de variância 

indicou que o efeito linear da razão VM/F teve influência sobre este parâmetro de 

produção. Para a análise de variância do modelo foi obtido um coeficiente de 

determinação de 0,78, sendo o modelo estatisticamente significativo e não havendo 

falta de ajuste. Portanto, o modelo é considerado adequado para descrever o 

comportamento observado pela variável resposta. Verificou-se ainda que os termos 

de interação biomassa inicial (DO600) x VM/F, biomassa inicial (DO600) x pH, pH x 

VM/F, bem como os termos lineares, biomassa inicial (DO600) e pH não 

apresentaram efeitos sobre QP dentro da faixa de variação observada neste estudo 

(p < 0,05). 

Com base no resultado de análise de variância do modelo para a resposta 

produtividade de lipídios (QP), foi proposto o modelo matemático representado na 

equação 18.  

Produtividade volumétrica de lipídios (QP = g.L-1.h-1) = 0,1995 - 0,4650 VM/F (Eq. 18)  

R2 = 0,78.  

De acordo com a Tabela 9, a QP (g.L-1.h-1) apresentou uma variação de 0,042 

a 0,193 (g.L-1.h-1). A máxima produtividade, ou seja, 0,193 (g.L-1.h-1) foi obtida na 

condição de menor razão VM/F (50/500), 250 rpm, pH 5 e biomassa inicial (DO600) 

1,0.  De forma semelhante ao observado para o teor de lipídios e produção de 

lipídios, a QP  foi favorecida  em condições de maior disponibilidade de oxigênio. 

Não foi possível realizar ensaios com maiores agitações devido à capacidade de 
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agitação do incubador rotatório.  Desta forma, trabalhos futuros devem focar em 

processos fermentativos que podem proporcionar maiores níveis de oxigenação, 

além de permitirem a quantificação de níveis de oxigênio.  Quanto ao pH e biomassa 

inicial (DO600) este trabalho sugere a possibilidade de estudar outros níveis de forma 

ascendente para maior crescimento celular e produção de lipídios.  

De forma geral, observou-se neste trabalho que os maiores valores do teor de 

lipídios, produção de lipídios e produtividade volumétrica de lipídios foram 46,03%, 

9,3 g.L-1 e  0,193 (g.L-1.h-1), respectivamente. Estes valores foram obtidos no cultivo 

realizado na menor razão VM/F e com o maior valor de biomassa inicial (Tratamento 

4). Neste trabalho, observou-se que na razão VM/F de 50/500, cerca de 99 % da 

lactose, foi consumida pela P. laurentii UFV-1 em 48 h de fermentação. Foi nessa 

condição, que também se observou a maior formação de biomassa (20,4 g.L-1) e 

maior rendimento de lipídios por massa celular 0,462 (g.g-1). Por outro lado, no 

tratamento com a maior razão VM/F (150/500), isto é, menor aeração, o consumo de 

lactose foi de apenas 48,58 % após 48 h de fermentação. Nesse caso, também se 

obteve a menor produção de lipídios (2,0 g.L-1) e formação de biomassa (11,30 g.L-

1), destacando o impacto positivo da aeração sobre a produção de biomassa e 

lipídios por P. laurentii – UFV 1. 
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Tabela 8. Teor de lipídios, consumo de lactose, biomassa, concentração de lipídios e produtividade volumétrica de lipídios obtidos 
no cultivo de P. laurentii UFV-1 em soro de ricota em função da biomassa inicial, pH e razão volume do meio/volume do frasco 
(VM/F).  

Tratamentos Biomassa 
inicial (DO600) pH  

VM/F* 
Teor 

Lipídico (%) 
Consumo de 
Lactose (%) 

Biomassa 
(g.L-1) 

Título lipídico 
(g.L-1) 

1 0,2 5 50/500 26,38 74,30 20,83 5,5 

2 0,2 5 150/500 23,72 53,46 12,08 2,9 

3 0,2 7 50/500 42,60 65,49 14,85 6,3 

4 1 5 50/500 46,03 98,88 20,14 9,3 

5 0,2 7 150/500 22,48 48,20 10,02 2,3 

6 1 5 150/500 23,55 68,76 13,91 3,3 

7 1 7 50/500 37,27 88,72 19,34 7,2 

8 1 7 150/500 17,94 48,58 11,30 2,0 

9 0,6 6 100/500 34,12 82,80 17,36 5,9 

10 0,6 6 100/500 28,24 84,66 18,06 5,1 

11 0,6 6 100/500 34,96 88,78 18,65 6,5 

*A aeração é definida pela razão entre o volume do meio e o volume frasco de Erlenmeyer utilizado no experimento. 
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De fato, maiores valores de aeração têm sido reportados para aumentar a 

produção de lipídios. O resultado obtido por este trabalho está de acordo com o 

observado para a levedura Rhodotorula kratochvilovae SY89 (JIRU, 2017) cultivada 

em condições otimizadas. Estes autores investigaram diferentes razões de volume 

do meio/volume do frasco Ernlenmeyer (0,1, 0,2, 0,3, 0,4 e 0,5). As culturas foram 

mantidas a 30 ºC sob agitação de 200 rpm por 144 h. Neste estudo, os melhores 

resultados quanto à biomassa produzida (15,22 ± 0,34 g.L-1), produção de lipídios 

(6,47 ± 0,08 g.L-1) e teor de lipídios (42,51 ± 1,43 %) foram obtidos quando a razão 

entre o volume do meio e o volume do frasco foi de 0,2 (50/250). Foi observado por 

Jiru et al., (2017) uma diminuição da biomassa, produção de lipídios e teor de 

lipídios quando o volume do meio aumentou em relação ao volume do frasco de 

Erlenmeyer. Estes resultados indicam que a produção de lipídios e formação de 

biomassa estão associadas com a disponibilidade de oxigênio dissolvido no meio de 

fermentação.  

Bento et al. (2019) também estudaram a influência da aeração na produção 

de lipídios e formação de biomassa por Rhodotorula glutinis em meio de cultivo 

utilizando glicerol como fonte de carbono. O experimento foi conduzido em 

incubadores rotatórios sob diferentes condições de aeração (2,5 a 5,0; razão 

vol.frasco/vol.meio) (BENTO et al., 2019). A produção de lipídios e formação de 

biomassa, 4,5 g.L-1 e 39,4 g.L-1, respectivamente, foram maiores em condições de 

maior aeração. Por outro lado, houve limitação de crescimento e produção de 

lipídios na menor condição de aeração avaliada, o que é consistente com os 

resultados obtidos no presente estudo com P. laurentii UFV-1 cultivada em soro de 

ricota. 

Na Tabela 9 são apresentados parâmetros fermentativos: rendimento de 

massa celular (YX/S), rendimento de lipídios por substrato (YP/S), rendimento de 

lipídios por massa celular (YP/X) e produtividade volumétrica lipídica (QP). Esses 

parâmetros forma avaliados, estatisticamente, quanto a influência dos efeitos (pH, 

VM/F e biomassa inicial (DO600)) e seus níveis (+1, 0, -1). 
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Tabela 9. A produtividade volumétrica de lipídios e os parâmetros fermentativos obtidos no cultivo de P. laurentii UFV-1 em soro de 
ricota em função da biomassa inicial, pH e razão volume do meio/volume do frasco (VM/F).  

Tratamentos Biomassa 
inicial (DO600) pH  

VM/F* 
Y x/s 
(g.g-1) Yp/s (g.g-1) Y p/x 

(g.g-1) 
Produtividade 

Volumétrica Lipídica 
(g.L-1.h-1) 

1 0,2 5 50/500 0,615 0,162 0,264 0,114 

2 0,2 5 150/500 0,489 0,117 0,240 0,060 

3 0,2 7 50/500 0,489 0,207 0,424 0,132 

4 1 5 50/500 0,447 0,206 0,462 0,193 

5 0,2 7 150/500 0,482 0,111 0,230 0,047 

6 1 5 150/500 0,441 0,105 0,237 0,068 

7 1 7 50/500 0,479 0,178 0,372 0,150 

8 1 7 150/500 0,560 0,099 0,177 0,042 

9 0,6 6 100/500 0,432 0,147 0,340 0,123 

10 0,6 6 100/500 0,439 0,124 0,282 0,106 

11 0,6 6 100/500 0,431 0,150 0,349 0,136 

*A aeração é definida pela razão entre o volume do meio e o volume frasco de Erlenmeyer utilizado no experimento 
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Os resultados obtidos neste estudo apontam para a necessidade de, em 

estudos futuros, estabelecer estratégias que favoreçam a aeração do meio de cultivo 

em biorreatores visando a maximização do acúmulo de lipídios por P. laurentii UFV-1 

em soro de ricota. 

Deve-se salientar que houve uma correspondência entre os valores obtidos 

experimentalmente e os valores preditos que estão dentro do intervalo de predição 

do modelo a 95% de confiança (Tabela 10). Portanto, o modelo é adequado para 

estudar a relação entre o teor de lipídios (% m/m) com os fatores pH, VM/F e 

biomassa inicial do inóculo (DO600). 

Tabela 10. Valor predito versus valor observado para o modelo de regressão linear 

do teor de lipídios produzido por P. laurentii UFV1 em soro de ricota. 

Teor de Lipídios (%)  Intervalo de Predição (95%) 

Observado   Min. Máx. 

47,76   24,75 52,73 

6.10 Perfil de ácidos graxos de P. laurentii UFV-1 e as propriedades do 
biodiesel  

O perfil de ácidos graxos de P. laurentii UFV-1 foi avaliado para investigar se 

estes são apropriados para a produção de biodiesel. A qualidade do biodiesel está 

relacionada com a abundância dos ácidos graxos palmítico (C16:0), oleico (C18:1) 

esteárico (C18:0), linoleico (C18:2) e linolênico (C18:3) (KNOTHE, 2009). Portanto, o 

perfil de ácidos graxos de P. laurentii UFV-1 foi analisado na condição de 

crescimento que favoreceu a obtenção do maior teor lipídico. Esta condição 

corresponde ao Tratamento 4 (temperatura 30 ºC, 250 rpm, pH 5, biomassa inicial 

1,0 e VM/F 50/500).  

Neste trabalho, os ácidos graxos mais abundantes foram o palmítico (C16:0), 

oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) (Tabela 11). Estes são também os ácidos graxos 

mais abundantes encontrados nos óleos vegetais utilizados para a produção de 

biodiesel, como a canola, óleo de girassol, soja e palma (AGEITOS et al., 2011; 

RAMOS et al., 2009).   
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Tabela 11. Comparações de ácidos graxos entre P. laurentii UFV-1, outras leveduras e óleos de vegetais. 

Fonte 

Ácidos graxos (%) 

Outros 
Fonte 

de 
carbono 

Referência 12:0 
Ácido 

Láurico 

14:0 
Ácido 

Mirístico 

16:0 
Ácido 

Palmítico 

18:0 
Ácido 

Esteárico 

16:1 
Ácido 

Palmitoleico 

18:1 
Ácido 
Oleico 

18:2 
Ácido 

Linoleico 

P. laurentii 
UFV-1 

(Tratamento 4) 

0,18±0,3
1 1,13±0,30 31,20±0,18 5,49±0,27 0,21±0,30 48,3±1,58 13,39±1,25 nd Lactose Este 

trabalho 

C. laurentii 
UCD 68-201 nr nr 18,53±1,24 5,45±0,28 0,30±0,05 47,16±0,97 23,47±1,01 nr Lactose 

Carota et 
al., 

2017 

Pseudozyma 
hubeiensis 0,2 1,3 22,8 16,4 0,5 26,7 21,9 10,3 ** Xilose Tanimura 

et al.,. 2016 

Y. lipolytica nr nr 11 1 6 28 51 nr Glicose Beopoulos 
et al.,. 2009 

Soja nr <0,5 7-11 2-6 nr 19-34 43-56 23*** - Ramos et 
al.,. 2009 

Palma nr 0,5-2 32-45 2-7 nr 38-52 5-11 nr - Ramos et 
al.,. 2009 
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O perfil de ácidos graxos de P. laurentii UFV-1 mostra a predominância de 

ácidos graxos saturados e monoinsaturados C16 (31,41%) e C18 (67,18%), 

semelhante ao perfil encontrado em outras leveduras e plantas oleaginosas, tais 

como a soja e palma. As concentrações de ácidos graxos polinsaturados (PUFAs), 

como os ácidos linolênico (C18:3), eicosadienóico (C20:2) e araquidônico (20:4), 

foram negligenciáveis ou mesmo ausentes. Concentrações baixas de ácidos graxos 

poliinsaturados são desejáveis do ponto de vista da estabilidade de oxidação do 

biodiesel (AROUS et al., 2017). Além do mais, essa característica é desejável 

porque o Número de Cetano, indicador da velocidade de combustão do combustível, 

aumenta à medida que as duplas ligações insaturadas diminuem (KNOTHE, 2009). 

As características do biodiesel (Tabela 12) foram calculadas a partir do perfil 

de ácidos graxos, de acordo com as equações matemáticas descritas por Sergeeva 

et al. (2017). As propriedades do biodiesel a partir da composição dos ácidos graxos 

de P. laurentii UFV-1 mostrou que a Viscosidade Cinemática, Densidade e o Alto 

Valor de Aquecimento (HHV) foram semelhantes às propriedades preditas para os 

óleos de P. laurentii AM 113 (WANG; LIU; LIANG, 2018), R. toruloides (SERGEEVA 

et al., 2017), e Cryptococcus musci JCM 24512 (TANIMURA et al., 2015), bem como 

com óleo de Jatropha (RAMOS et al., 2009). Entretanto, P. laurentii UFV-1 

apresentou o Índice de Iodo foi menor que o observado por aqueles autores. Já o 

Número de Cetano foi semelhante aos preditos a partir do perfil de ácidos graxos de 

C. musci JCM 24512 (TANIMURA et al., 2015) e de óleo da Jatropha (RAMOS et al., 

2009).  

As propriedades do biodiesel preditas a partir do perfil de ácidos graxos de P. 

laurentii UFV-1, isto é, o Valor de Iodo (67,92), Número de Cetano (59,63), Ponto de 

Nuvem (9,94 ºC), Maior Valor de Aquecimento (39,42 MJ.kg-1), Viscosidade 

Cinemática (3,91 mm2.s-1) e Densidade (0,87 g.(cm3)-1) foram adequadas para 

satisfazer a qualidade do biodiesel seguindo as normas da Europa (norma EN 

14214), EUA (norma ASTM D 6751) e Brasil (RANP 45). 
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Tabela 12. Comparações das propriedades do biodiesel que pode ser produzido com óleo de P. laurentii UFV-1 e pinhão manso 
considerando as normas de biodiesel dos EUA (USA-ASTM), União Européia (EU-EN) e do Brasil (Brazil-RANP). 

Fonte Índice de 
Iodo 

Número 
de 

Cetanos 

Maior Valor de 
Aquecimento 

(MJ.kg-1) 

Viscosidade 
Cinemática 
(mm2.s-1) 

Ponto de 
Nuvem (ºC) 

Densidade 
(g.(cm3) -1) Referência 

P. laurentii UFV-1 67,92 59,63 39,42 3,91 9,94 0,87 Este trabalho 

P. laurentii AM 113 81,39 65,63 40,18 4,62 7,49 0,87 Wang et al., 
(2018) 

R. toruloides 74,13 62,19 39,14 3,43 - 0,86 Sergeeva et al., 
(2017) 

C. musci JCM 
24512 75,33 57,26 40,02 4,67 8,75 0,87 Tanimura et al., 

(2015) 

Jatropha 98,02 55,23 40,55 4,48 4,67 nr Ramos et al., 
(2009) 

Brazil-RANP 
45/2014 - min 42 - 3,0-6,0  0,85-0,90  

USA-ASTM 
D6751-07b max 120 min 47 - 1,9-6,0  0,86-0,91  

EU-EN 
14214/2012 max 120 min 51 min 35* 3,5-5,0  0,86-0,90  

*EU-EN 14214/2003 
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7 CONCLUSÕES 

O soro de ricota apresenta uma razão C/N que favorece o acúmulo de lipídios 

e o crescimento celular por P. laurentii UFV-1.  

O fator mais importante para produção de lipídios e produtividade volumétrica 

lipídica por P. laurentii UFV-1 foi a razão VM/F (aeração).   

Na caracterização do perfil de ácidos graxos, os lipídios produzidos 

apresentam maiores concentrações de ácidos graxos com dezesseis e dezoito 

carbonos (saturados e monoinsaturados), os quais possuem boa estabilidade 

oxidativa para produção de biodiesel. 

Os indicadores de qualidade de biodiesel, obtidos a partir do perfil de ácidos 

graxos de P. laurentii UFV-1, atendem aos requisitos das normas da Europa (norma 

EN 14214), EUA (norma ASTM D 6751) e Brasil (RANP 45).  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

Figura S1. Velocidade específica de crescimento da P. laurentii UFV-1 no soro de ricota à 30 ºC sob 200 rpm em pH 6. 
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Figura S2. Curva de crescimento da P. laurentii UFV-1 em soro de ricota à 30 ºC sob 200 rpm em pH 6. 
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Tabela S1. Análise de Regressão para o teor lipídico (%). 

Termo Coef 
EP de 
Coef Valor-T Valor-P VIF 

Constante 30,66 1,45 21,10 0,000    
    Biomassa inicial (DO) 1,20 1,70 0,70 0,520 1,00 
    pH 0,08 1,70 0,04 0,966 1,00 
    VM/F -8,07 1,70 -4,74 0,009* 1,00 
  Interação com 2 Fatores -3,67 1,70 -2,15 0,098 1,00 
    Biomassa (DO) * pH -2,38 1,70 -1,40 0,235 1,00 
    Biomassa (DO) * VM/F -1,79 1,70 -1,05 0,353 1,00 
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Tabela S2. Análise de variância ANOVA do teor lipídico. 
Fonte GL SQ QM F-valor p-valor 

Modelo 1 521,48 521,48 16,58 0,003 

Linear 1 521,48 521,48 16,58 0,003 

VM/F 1 521,48 521,48 16,58 0,003 

Erro 9 283,07 31,45     

Falta de 
ajuste 

7 256,26 36,61 2,73 0,294 

Erro puro 2 26,81 13,41     

Total 10 804,55       

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: quadrado médio. 
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Tabela S3. Análise de Regressão do coeficiente linear aeração.  

Termo Coef 
EP de 
Coef Valor-T Valor-P VIF 

Constante 30,66 1,69 18,13 0,000   
VM/F -8,07 1,98 -4,07 0,003 1,00 



 

 

Figura S3. Curva padrão com a relação entre massa seca celular e densidade óptica 
do cultivo da P. laurentii 

. Curva padrão com a relação entre massa seca celular e densidade óptica 
 UFV-1 em soro de ricota. 
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