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RESUMO

Os 6leos microbianos sdo uma alternativa promissora para suprir a demanda
nutricional de lipidios essencialmente ingeridos através da dieta. E os fungos
filamentosos pertencentes a esse grupo se destacam pela capacidade de
sintetizar altas quantidades de acidos graxos quando comparado aos outros
micro-organismos oleaginosos. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial do fungo filamentoso A. oryzae para o acumulo de lipidio e promover
a extracdo lipidica utilizando solventes em banho ultrassénico, a fim de
caracterizar os 0leos obtidos e comparar o rendimento de extracdo para 0s
diferentes solventes e mistura de solventes. A extra¢do do lipidio microbiano em
banho ultrassénico nas condi¢cdes: 80 min, 50 °C e relacéo sélido: liquido 0,5
9:50 mL apresentou resultados mais interessantes com o uso de biomassa seca
correspondendo a eficiencia de 84,0%, enquanto para biomassa Umida
apresentou eficiéncia de 50,1%. A extracdo lipidica com os solventes: acetato
de etila, heptano, hexano, metanol, etanol e isopropanol apresentou eficiéncia
de extracdo de respectivamente 96%, 94,3%, 94,6%, 100%, 84,0% e 93,7%. A
composicdo em acidos graxos insaturados dos lipidios extraidos pelos diferentes
solventes foi predominante em relacdo ao teor de saturados para os solventes
polares, cujo percentual dos principais acidos graxos extraido foi: 39 — 40% acido
oleico (C18:1), 23 — 24% &cido palmitico (C16:0) e 13 — 14% acido linoleico
(C18:2) para os solventes polares. E para os solventes apolares o percentual
dos principais acidos graxos extraidos foi: 41 — 42% acido oleico (C18:1), 36 —
33% acido palmitico (C16:0) e 12% acido estearico (C18:0). E para mistura de
solventes: acetato de etila: metanol, acetato de etila: etanol, acetato de etila:
isopropanol nas proporcdes 2:1, 1:1 e 1:2 também foi extraido maior percentual
de acidos graxos insaturados e a composicdo dos principais acidos graxos
extraidos foi: 38 — 41% &cido oleico (C18:1), 23 — 25% acido palmitico (C16:0)
e 12 — 15% &cido linoleico (C18:2). E no melhoramento do processo foi possivel
reduzir o tempo de extracdo lipidico em banho ultrassénico para 40 min,
temperatura inicial do banho ultrassénico para 30 °C que apresentou eficiéncia
de extracao lipidica de 90,7%. Sendo assim, o presente trabalho possibilitou o
aprofundamento do conhecimento na extracdo de lipidio microbiano contribuindo
assim para o incremento do conhecimento cientifico da area.

Palavras-chaves: lipidio microbiano; extracdo lipidica; banho ultrassoénico;
extracdo lipidica com solventes verdes; Aspergillus oryzae.



ABSTRACT

Microbial oils are a promising alternative to meet the nutritional demand of lipids
essentially ingested through the diet. And the filamentous fungi belonging to this
group stand out for their ability to synthesize high amounts of fatty acids when
compared to other oleaginous microorganisms. Thus, the objective of this work
was to evaluate the potential of the filamentous fungus A. oryzae for the
accumulation of lipid and to promote lipid extraction using solvents in an
ultrasonic bath, to characterize the oils obtained and compare the extraction yield
for the different solvents and solvent mixture. The extraction of microbial lipid in
an ultrasonic bath under the conditions: 80 min, 50 °C and solid: liquid ratio 0.5
9:50 mL showed more interesting results with the use of dry biomass
corresponding to an efficiency of 84.0%, while for wet biomass presented
efficiency of 50.1%. Lipid extraction with the solvents: ethyl acetate, heptane,
hexane, methanol, ethanol and isopropanol showed extraction efficiency of
respectively 96%, 94.3%, 94.6%, 100%, 84.0% and 93.7%. The unsaturated fatty
acid composition of the lipids extracted by the different solvents was predominant
in relation to the saturated content for the polar solvents, whose percentage of
the main fatty acids extracted was: 39 — 40% oleic acid (C18:1), 23 — 24% palmitic
acid (C16:0) and 13 — 14% linoleic acid (C18:2) for the polar solvents. And for the
nonpolar solvents the percentage of the main extracted fatty acids was: 41 — 42%
oleic acid (C18:1), 36 — 33% palmitic acid (C16:0) and 12% stearic acid (C18:0).
And for mixture of solvents: ethyl acetate: methanol, ethyl acetate: ethanol, ethyl
acetate: isopropanol in the proportions 2:1, 1:1 and 1:2, a higher percentage of
unsaturated fatty acids and the composition of the main extracted fatty acids was:
38 —41% oleic acid (C18:1), 23 — 25% palmitic acid (C16:0) and 12 — 15% linoleic
acid (C18:2). And in improving the process, it was possible to reduce the lipid
extraction time in an ultrasonic bath to 40 min, the initial temperature of the
ultrasonic bath to 30 °C, which presented a lipid extraction efficiency of 90.7%.
Therefore, the present work enabled the deepening of knowledge in the
extraction of microbial lipids, thus contributing to the increase of scientific
knowledge in the area.

Keywords: microbial lipid; lipid extraction; ultrasonic bath; lipid extraction with
green solvents; Aspergillus oryzae.
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1 INTRODUCAO

Lipidios microbianos sédo Oleos produzidos por micro-organismos
oleaginosos, constituem esse grupo as leveduras, microalgas, fungos
filamentosos e algumas bactérias. Estes sdo capazes de acumular de 20% a
80% de lipidios em sua biomassa durante o crescimento em meios de cultivo
favoraveis. (MIAO et al., 2020). Considerando a importancia dos lipidios como
macronutrientes responsaveis por diversas funcdes vitais ao organismo,
destacam-se os obtidos a partir de 6leos microbianos, por serem compostos de
acidos graxos que ndo podem ser sintetizados pelo corpo humano, como 0s
acidos graxos poli-insaturados (PATEL et al., 2020).

Atualmente, o estudo dos lipidios microbianos tem-se intensificado
visando melhorar a competitividade econémica, comparada aos 6leos de origem
vegetal e animal, apresentando beneficios com relacdo ao espaco reduzido de
cultivo e producdo, além de ndo oferecer competicdo com a producdo de
alimentos, menor tempo de cultivo quando comparados com a producao de 6leos
de origem vegetal, menor demanda de espaco, boa aplicabilidade de producéo
em grande escala, independéncia de local, estacdo e clima (BELLOU et al.,
2016; BENTO et al., 2021; VENDITTI; HERR; HANSEN, 2020; ZHAO, et al.,
2019).

Desse modo, em termos gerais a processo de extracdo lipidica é
influenciado pela demanda energética, matéria-prima e tecnologias aplicadas,
assim para tornar viavel esse processo € importante o estudo da demanda
energética, aplicada desde o cultivo até a extracdo desses 6leos microbianos
(SHI; HANDLER; SHONNARD, 2019).

Ademais, os fungos filamentosos possuem a capacidade de sintetizar
altas quantidades de acidos graxos, quando comparados a outros micro-
organismos oleaginosos (PATEL et al., 2020). Um aspecto de grande relevancia
para a producéo do lipidio microbiano é a semelhanca do perfil de acidos graxos

com os Oleos vegetais, pois, a concentracdo de acidos graxos saturados e
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insaturados varia entre 25-45% e 50-55%, respectivamente (KARAMEROU;
WEBB, 2019; KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2017; MHLONGO et al., 2021).

Os acidos graxos poli-insaturados produzidos pelos micro-organismos
sdo considerados um potencial na suplementacdo alimentar, uma vez que
possuem um papel importante na constituicdo e funcionalidade de diversos
tecidos dos mamiferos (SAKURADANI et al., 2009). Um exemplo é o acido
araquidonico (ARA) presente no leite materno e constituinte dos tecidos
cerebrais, e o acido docosaexaenoico (DHA) que possui potencial para ser
aplicado na prevencdo de problemas cardiacos e doencas neuroldgicas
(HUSSAIN et al., 2013).

Variaveis como o cenario econdmico e a busca constante por uma dieta
saudavel em prol da saude, ganharam destaque sob o contexto social, nos
altimos anos. Consequentemente, houve maior estimulo por parte das industrias
e o desenvolvimento de pesquisas a fim de desenvolver produtos capazes de
atender a tais finalidades (ABILHOA et al., 2020).

Os lipidios acumulados por micro-organismos oleaginosos tornaram-se
atrativos para suprir essa demanda nutricional. No entanto, os métodos de
extracdo convencionais apresentam dificuldades para extracdo do lipidio
intracelular devido a rigidez da membrana plasmaética e dificuldade de interacdo
do lipidio microbiano com o solvente, promovendo uma extracdo com baixo
rendimento (GORTE et al., 2020).

Desse modo, os métodos de extracdo lipidica convencionais utilizados
sao Folch, Soxhlet (FORFANG et al.,2017), Bligh e Dyer, extracédo por solvente
(CHEN et al., 2020).

Embora os métodos citados anteriormente ainda sejam muito aplicados,
estudos recentes surgiram com o propoésito de tornar o processo de extracdo
menos nocivos a saude humana, utilizando solventes verdes e tecnologias de
extragcdo com menor exigéncia energética. Desse modo, o método de extragéo
de lipidio microbiano por ultrassom € promissor na quebra da parede celular da
biomassa, facilitando a extracdo do lipidio (GONZALEZ- BALDERAS et al.,

2020). Ademais, torna-se possivel a reducdo da quantidade de solvente utilizado
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e o0 tempo de extracdo, se comparado com o0 método de extracdo de Bligh e Dyer
(KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2019).

Segundo Carvalho et al. (2018), na Uultima década, estudos foram
realizados com diferentes espécies de fungos, buscando a maior capacidade de
acumular lipidios durante a fase de crescimento; dentre elas destacam-se o
Aspergillus  oryzae, Mortierella  isabellina, Humicola  lanuginosa,
Mortierellavinacea e Mucorcircinelloides. Os autores observaram que a producao
de &cidos graxos poli-insaturados esta diretamente relacionada a idade do
micélio, ou seja, a fracdo era maior em micélios jovens e diminuia a medida que
eles envelheciam.

Neste contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar potencial do
Aspergillus oryzae no acumulo do lipidio microbiano e promover a extracdo em
banho ultrassénico dos lipidios microbianos utilizando solvente Gnicos e mistura

de solventes.
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1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o processo de extracao,
em banho ultrassoénico, dos lipidios microbianos do fungo filamentoso Aspergillus

oryzae.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o potencial do Aspergillus oryzae para producédo de lipidio.
b) Melhorar o processo de extracdo de lipidio microbiano utilizando
banho ultrassoénico.

C) Avaliar de sistemas de extracdo utilizando solventes e misturas de
solventes.

d) Caracterizar o perfil do lipidio microbiano quanto a composi¢do em

acidos graxos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 LIPIDIOS

O termo lipidio se originou do grego, onde a palavra lipos significa gordura.
S&o0 compostos organicos com estruturas bastante variadas, que apresentam
moderada solubilidade em &gua, entretanto, sdo solUveis em componentes
apolares como éter e cloroférmio (MARZZOCO; TORRE, 2007, p.89).

Os lipidios podem ser divididos em: acidos graxos, triacilglicerdis,

glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esterdides, apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Classificacdo dos lipidios
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Fonte: Autora (2023).

Os acidos graxos sao os lipideos mais simples, formados por &cidos
carboxilicos, cujo comprimento tende a variar de 4 a 36 carbonos, podendo ser
saturados, insaturados ou poli-insaturados. Os triacilglicer6is também podem ser
denominados triglicerideos ou triglicérides, e sdo uma forma de armazenamento
energético no organismo, sdo formandos pela reacdo de esterificacao de trés
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acidos graxos com uma molécula de glicerol. (MARZZOCO; TORRE, 2007,
p.89). Os glicerofosfolipidios sdo conhecidos como fosfolipides, sdo derivados
do glicerol e possuem uma molécula de fosfato em sua estrutura. J& o0s
esfingolipidios possuem uma cadeia longa de hidrocarbonetos ligada por um
amino alcool, presente nesse grupo os glicolipideos, encontrados no cérebro e
nos tecidos. E por fim, os esterdides séo caracterizados pela presenca do grupo
tetraciclico em sua estrutura (NELSON; COX, 2018).

Ainda por definicdo, os é&cidos graxos podem ser divididos em dois
grandes grupos: saturados e insaturados, e estes ultimos em mono-insaturados
e poli-insaturados. Os acidos graxos saturados (SFAs) sdo aqueles que
apresentam em sua cadeia de carbono apenas ligagdes simples, enquanto os
acidos graxos insaturados apresentam, pelo menos, uma ligacdo dupla em sua
cadeia. Os acidos graxos mono-insaturados (MUFAS) apresentam apenas uma
ligacdo dupla entre seus carbonos da cadeia, enquanto os acidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) apresentam duas ou mais ligacbes duplas entre seus
carbonos (HUSSAIN et al.,, 2013). A Tabela 1 apresenta alguns dos &cidos
graxos, as classificagbes quanto as saturacfes e as principais fontes de

alimentos que séo encontrados.
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Tabela 1- Principais acidos graxos encontrados na alimentacao

Nome comum do acido

Classificacao

Principais fontes

graxo alimentares

Caprilico C8:0 SFA Oleo de coco

Ladrico C12:0 SFA Oleo de coco

Miristico C14:0 SFA Gordura de leite, 0leo de coco,
6leo de noz-moscada

Palmitico C16:0 SFA Maioria das gorduras e 6leos

Esteérico C18:0 SFA Gordura animal e manteiga de
cacau

Oleico C18:1 MUFA Gordura animal e vegetal,
principalmente 6leo de oliva

Linoleico C18:2 PUFA Oleo de amendoim, 6leo de
milho, 6leo de algodéo, dleo de
gengibre, 6leo de girassol

Linolénico C18:3 PUFA Oleo de soja, 6leo de canola,
Oleo de gérmen de trigo, 6leo
de linhaca

Araquiddnico C20:0 SFA Oleo de amendoim

Gadoleico C20:1 MUFA Oleo de peixe, 6leo de animais
marinhos

Erucico C22:1 MUFA Oleo de mostarda, 6leo de

peixe e dleo de colza

Fonte: Adaptado de PAULA (2011) modificado.

Para mais, os PUFAs podem ainda ser classificados de acordo com a

posicéo na cadeia de carbonos onde se encontra, como a primeira ligagao dupla

em relagédo a extremidade metil do acido graxo, por exemplo PUFAs n-3 e n-6,

0S quais apresentam sua primeira ligacdo dupla no carbono 3 e no carbono 6 da

cadeia respectivamente (HUSSAIN et al., 2013). Exemplos destes acidos graxos

essenciais é o acido linoleico e linolénico - 6mega 6 e 3, apresentados na Figura

2 que deve ser obtido a partir da alimentacdo ou suplementacao alimentar, sendo
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absorvido no duodeno, mais especificamente nas células chamadas enterocitos,
absorvidos na forma de micélios devido a ligacdo com os acidos biliares, e
disponibilizado na corrente sanguinea ligado a proteinas especificas (PERINI et
al., 2010).

Figura 2 - Estrutura dos acidos graxos 6mega 6 e 6mega 3

\/\AMN\( OOH

) SR YOS (R T
Acido Linoléico ~ Omega 6

"o w .

n ou

/\' - /E/\:‘_/\/\/\/\("“O "

W DU ;
Acldo Unolénico - Omega 3

Fonte: AGUIAR NETO (2018, p.20).

Com relacdo aos micro-organismos oleaginosos, os fungos filamentosos
sdo considerados os principais produtores de lipidios do tipo PUFA (MHLONGO
et al., 2021). Exemplos destes sédo o acido docosaexaenoico (DHA) e o &cido
eicosapentaenoico (EPA), que desempenha funcées metabdlicas e imunoldgicas
importantes atuando de modo benéfico nos aspectos fisiolégicos, genéticos e
imunolégicos, bem como a saude neuro e cardiovascular, além do diabetes
mellitus e na supresséo de células tumorais (BELLOU, 2016; DEMIR; GUNDES,
2020; PATEL et al., 2020; ZHOU et al., 2018).

Acrescenta-se que os PUFAs também podem ser utilizados como agentes
antimicrobianos, tendo como caracteristica a seguranca e eficacia no controle de
patbgenos humanos resistentes, como alternativa aos antibiéticos tradicionais
(ALI-HASSAN-SAYEGH et al., 2016).
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2.2 LIPIDIO MICROBIANO

O termo lipidio microbiano é a traducéo do inglés single cell oil (SCO) para
denominar os lipidios produzidos por micro-organismos oleaginosos. Todos os
organismos sao capazes de produzir lipidios como parte do seu metabolismo,
podendo esta capacidade variar de 1% a mais de 80% do peso seco do micro-
organismo. Deste modo, 0os micro-organismos capazes de acumular mais de
20% de lipidio em peso seco sdo considerados micro-organismos oleaginosos
(DEMIR; GUNDES, 2020; KARAMEROU; WEBB, 2019; MHLONGO et al., 2021).

Normalmente os lipidios sintetizados por micro-organismos possuem uma
cadeia ndo ramificada cujo numero de carbonos varia de 4 a 28, podendo ser
acidos graxos saturados, quando apresentam apenas ligacées simples em sua
cadeia, ou acidos graxos mono ou poli-insaturados, quando apresentam ligacdes
duplas em sua cadeia (PATEL et al., 2020).

A aplicacao dos 6leos obtidos a partir dos micro-organismos depende da
sua composicao (FORFANG et al., 2017). Os acidos graxos saturados podem
ser mais adequados para a producdo de biodiesel, enquanto os acidos graxos
poli-insaturados sédo mais adequados para fins nutracéuticos (HUSSAIN et al;
2013; PATEL et al., 2020; SPALVINS; VAMZA; BLUMBERGA, 2019).

Os termos alimentos funcionais e nutracéuticos estdo sendo muito
trabalhados no meio cientifico, uma vez que apresentam propriedades
importantes no bem-estar fisico e mental, além de prevenir e, por vezes, tratar
algumas doencas (VALENZUELA et al., 2014).

Muitas vezes, os alimentos funcionais e nutracéuticos sédo tratados como
sinbnimos, sendo, contudo, diferentes. Os alimentos funcionais podem ser
naturais ou industrialmente processados, e quando consumidos em niveis
eficazes dentro da dieta apresentam resultados positivos a saude. Por outro

lado, os alimentos nutracéuticos sdo ingeridos na forma de capsulas ou
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comprimidos para suprir a insuficiéncia na dieta. Neste grupo os mais conhecidos
sao os carotenoides e lipidios (GRANATO et al., 2020).

Os lipidios sé@o responsaveis por realizar fungdes biolégicas essenciais no
organismo humano, considerados grandes aliados na suplementacéao alimentar
(MARZZOCO; TORRE, 2017; MOTTA, 2003). Em consequéncia de sua
aplicabilidade, a pesquisa por lipidios de origem microbiana tem-se intensificado,
trazendo beneficios relacionados ao aspecto econdmico e nutricional, uma vez
que a obtencdo destes lipidios de fontes animais, principalmente peixes de
aguas profundas, tem-se tornado um desafio cada vez maior, dado o
crescimento populacional e mudancas climaticas (JI; LEDESMA-AMARO, 2020).

Um exemplo desta situacéo pdde ser observado em um estudo realizado
por Jovanovic et al. (2021), o qual demonstrou que a quantidade e composi¢cao
de PUFAs presentes nos peixes de aguas profundas tem-se modificado devido
as condicdes climaticas locais. No estudo foi observado que a capacidade de
producéo de PUFAs em peixes nativos tendem a reduzir os valores de 0,22% do
peso bruto para 0,08% no proximo século. Isso podera acarretar uma deficiéncia
de PUFAs em aproximadamente 90% da populacdo mundial. Desse modo, o
autor salienta sobre a necessidade de buscar novas fontes de obtencdo de
PUFAs.

No mais, 0s 6leos microbianos se apresentam como uma fonte alternativa
sustentavel, quando comparado aos 6leos vegetais, com potencial de aplicacéo
muito abrangente, incluindo o seu uso na producdo de biocombustiveis, na
industria oleoquimica e aplicacdo em produtos nutracéuticos, especialmente
desejaveis como suplementos alimentares, fornecendo &cidos graxos
especificos (DEMIR; GUNDES, 2020; CAROTA et al., 2018; CARVALHO et
al.,2018).

Com base neste impacto do aumento populacional, escassez de fonte
natural e mudancas climaticas que ocorrem nos ultimos anos no planeta Terra,
alguns estudos ja demonstraram a obtencdo de PUFAs a partir de agentes
microbianos, como: acido y-linolénico (GLA) no fungo Mucorcircinelloides, acido
araquidénico (AA) no fungo Mortierella alpina e acido eicosapentaenoico (EPA)

pela levedura Yarrowialipolytica (BELLOU, 2016).
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Porém, os métodos ainda utilizados para a obtencdo destes lipidios,
principalmente no processo de extracdo, apresentam dificuldades devido a
complexidade de extracdo do lipidio intracelular. Deste modo, a eficiéncia da
extracao lipidica é baixa, inviabilizando a sua aplicacao a nivel comercial, o que
justifica a pesquisa e desenvolvimento de melhores métodos e materiais para
este processo (GORTE et al., 2020).

Como previamente relatado, os 6leos microbianos podem ser produzidos

principalmente por fungos filamentosos, conforme apresentado a seguir.

2.3 FUNGOS FILAMENTOSOS

Os fungos filamentosos podem ser denominados bolores e pertencem ao
Reino Fungi, um dos maiores reinos de organismos eucariontes. Estes possuem
grande importancia biotecnoldgica, estando presentes nos processos industriais
alimenticios e farmacéuticos, podendo ser utilizados na biodegradacdo e
tratamento de efluentes (DE ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2015; MADIGAN et
al., 2016, p. 555)

Além da importancia biotecnoldgica ja aplicada na inddstria, estudos
demonstram que estes micro-organismos produzem lipidios que podem ser
aplicados na producdo de biocombustivel ou na suplementacdo alimentar,
devido a sua estrutura quimica (CARVALHO et al., 2018; DALMAS NETO et al.,
2020).

O interesse por fungos filamentosos ocorre em virtude da capacidade de
acumular mais de 80% de lipidio em sua biomassa seca. Ademais, 0 interesse
por esse grupo ocorre devido ao crescimento independente da presenca de luz,
podendo assim serem cultivados em biorreatores, e dessa forma, destacam-se
guando comparado as microalgas (BARDHAN et al., 2019; GORTE et al., 2020).

Acrescenta-se que seu ciclo de crescimento € muito rapido, se comparado
ao crescimento de plantas e animais, tendo duragdo de 5 a 10 dias para
realizacdo da biossintese do lipidio microbiano (SPALVINS; VAMZA,;
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BLUMBERGA, 2019). No mais, o crescimento dos fungos filamentosos nao sofre
influéncia pelas mudancas climaticas e geograficas, sendo capazes de crescer
em uma gama de substratos e produzir lipidios de alta pureza (BENTO et al.,
2021; DEMIR; GUNDES, 2020).

Os fungos filamentosos se destacam ainda pela capacidade de sintetizar
lipidios que substituem 0Oleos de origem vegetal e se diferenciam pela aplicacéo
potencializada em escala industrial (DEMIR; GUNDES, 2020; GORTE et al.,
2020). Salienta-se ainda que os fungos filamentosos se destacam em relacéo as
leveduras no acumulo de acidos graxos essenciais como linoleico (C18:2) e a-
linolénico (C18:3) (BELLOU, 2016).

2.3.1 Aspergillus oryzae

O A. oryzae caracteriza-se por ser um fungo filamentoso aerébio,
pertencente ao filo Ascomycota que apresenta temperatura Otima de
crescimento entre 32 - 36 °C (+ 1 °C), sendo inviavel seu crescimento em
temperaturas acima de 44 °C. O seu pH 6timo de crescimento varia entre 5 e 6,
sendo que para germinacao tolera uma variacao de pH entre 2 e 8 (MHLONGO
et al., 2021; GOMI, 2014, p. 92).

A. oryzae é considerado um micro-organismo Geralmente Reconhecido
como Seguro (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), e sua
seguranca foi apoiada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) na producéo
de metabdlitos primarios e secundarios. Também ganhou destaque nas culturas
e culinarias japonesas e chinesas, devido a sua caracteristica de producéo das
enzimas amilase, protease e lipase (HE, Bin et al, 2019; WAKAI et al., 2019).
Desempenha um papel fundamental na fabricacdo de alimentos asiaticos, como
saqué, shoyu (molho de soja) e missé (pasta de soja). Aléem disso, € a principal
fonte da industria de acido kojico (TROIANO; ORSAT; DUMONT, 2020).

Estudo utilizando o fungo filamentoso Aspergillus oryzae foi realizado

utilizando aguas residuais de processamento de batatas diluidas em 25% e
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obteve acumulo de 3,5 gL' de lipidios, sendo os principais acidos graxos
encontrados: acido palmitico (11,6%), acido palmitoleico (15,6%), acido
estearico (19,3%), acido oleico (30,3%), acido linolénico (5,5%) e acido linoleico
(6,5%) (MUNIRAJ et al., 2013).

Além das caracteristicas de cada espécie, as condi¢cdes de cultura
também devem ser muito bem avaliadas, tanto para o cultivo dos micro-

organismos como para o acumulo do lipidio de interesse.

2.4  EFEITOS DAS CONDICOES DE CULTURA NO ACUMULO DE LIPIDIOS

A producdo de 6leo microbiano depende tanto da genética da cepa
utilizada, como também das condicbes do meio de cultivo dos fungos
filamentosos, que apresentam influéncia direta na producdo lipidios. Desse
modo, o acumulo de lipidio na biomassa depende de alguns fatores
fundamentais tais como: carbono, nitrogénio, relagdo carbono/nitrogénio,
temperatura, pH, agitacdo, oxigénio e concentracdo de sais inorganicos
(MHLONGO et al., 2021; SHOAIB et al., 2018; SUBRAMANIAM et al., 2010).

2.4.1 Carbono

O carbono disponibilizado na forma de carboidratos é a fonte de energia
presente no meio de cultura. HA uma variabilidade de fontes de carbono que
podem ser aplicadas para cultivo dos fungos filamentosos, porém é necessario
atentar-se para o custo, de modo a tornar a producdo economicamente viavel
(PEREIRA, 2018).

A glicose e o0 amido sédo as fontes de carbono mais aplicadas como

substrato no cultivo de fungos oleaginosos e, apesar de suas semelhancas



26

bioguimicas, podem resultar no acumulo de diferentes composicdes de lipidios,
devido ao metabolismo do fungo filamentoso (MHLONGO et al., 2021).

Substratos oleaginosos tém sido empregados na sintese e na substituicdo
da glicose, porém a rota de produgcdo de 6leo é alterada quando utilizado
substratos hidrofébicos, principalmente quando se apresentam na forma de TAG
(triacilglicerideos), ou seja, trés moléculas de acidos graxos associados a uma
molécula de glicerol, recebendo o nome de sintese de “ex novo”. Isso porque,
para o acumulo de Oleo nos micro-organismos, as TAGs precisam ser
hidrolisadas pela enzima lipase, para entdo gerar compostos de carbono
necessarios para a sintese dos novos lipidios (PAPANIKOLAOU; AGGELIS ,
2019).

2.4.2 Nitrogénio e oxigénio

A producdo de lipidio € maximizada quando utilizado nitrogénio
proveniente de fontes orgéanicas (PEREIRA, 2018). Pereira (2018) corroborou
com Dey, Banerjee e Maiti, (2011) através da andlise do cultivo dos fungos
Colletotrichum sp. e Alternaria sp., na presenca de nitrogénios organico e
inorganico, onde o nitrogénio organico apresentou maior acumulo de lipidio e
producdo de biomassa.

Além da fonte de nitrogénio, o processo de acumulo de lipidio € néo
associado ao crescimento e na maioria das vezes ocorre apos a deplecao de
nitrogénio do meio de cultura. (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2019).

No entanto, a limitacdo de nitrogénio nao € o Unico fator determinante para
o0 acumulo de 6leo, o oxigénio também se apresenta como um fator critico a ser
avaliado nessa sintese. No cultivo de M. isabellina ATHUM 2935 em shaker o
oxigénio disponivel na fase de crescimento foi alto, porém na fase de sintese de
lipidio foi diminuido (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2019).
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2.4.3 Relacédo Carbono: Nitrogénio

O acumulo de lipidio € desencadeado quando ha o desequilibrio da
relacdo carbono/nitrogénio. Desse modo, para que a producao lipidica ocorra
faz-se necessario a utilizacdo de excesso de carbono associado ao nutriente
limitante, como o nitrogénio. Esse desequilibrio da relacdo causa mudancas
fisiologicas e metabdlicas, sendo que, quando disponivel carbono e nitrogénio
no meio, predomina o processo de proliferagdo celular. Com o consumo do
nitrogénio, o carbono em excesso € convertido em lipidio de armazenamento
(MHLONGO et al., 2021; KARAMEROU; WEBB, 2019).

2.4.4 Influéncia da temperatura

A temperatura € um fator que exerce grande influéncia para os micro-
organismos. Esta € essencial no in6culo e no crescimento, bem como exerce
influéncia na composicao do acido graxo (MHLONGO et al., 2021).

A temperatura de incubacédo esta diretamente relacionada com o grau de
saturacao do lipidio acumulado na biomassa, ou seja, em temperaturas amenas
(20 — 22 °C) a proporcéo de 4cidos graxos insaturados supera a de 4cidos graxos
saturados. Portanto, os fungos termofilicos, fungos que possuem melhor
crescimento em altas temperaturas, acumulam maior quantidade de acidos
graxos saturados, quando comparados aos mesofilos, fungos que possuem
melhor crescimento em temperaturas medianas, que, por sua vez, acumulam

maior quantidade de acidos graxos insaturados (MHLONGO et al., 2021).

2.4.5 Influéncia do pH
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Os organismos apresentam pH onde o crescimento é mais favoravel
(MADIGAN et al., 2016, p.165). Estudos aplicados a fungos filamentosos
demonstraram que o pH nado est4 relacionado apenas com o crescimento da
biomassa, mas também com o acumulo de lipidios e o perfil dos &cidos graxos
(MIRONOV et al., 2018). O pH mais indicado para os fungos filamentosos
encontra-se entre 5 e 7, sendo que pH acima ou abaixo dessa faixa promove a
inibicdo parcial do crescimento da biomassa. E em pH extremamente &cido, 1 e
2, o crescimento foi totalmente inibido (MHLONGO et al., 2021).

2.5 SINTESE DE LIPIDIOS POR FUNGOS FILAMENTOSOS

A principal via de producéo de lipidio por micro-organismos oleaginosos
ocorre pelo fornecimento de acetil coenzima A (acetil-CoA) e fosfato de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH), na presenca do nitrogénio em
condic¢des limitantes (MHLONGO et al., 2021; OCHSENREITHER et al., 2016).

As principais via de geracdo de NADPH para biossintese do lipidio pelo
metabolismo da glicose incluem: (i) a via da pentose fosfato, com glicose 6-
fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase, (ii) o ciclo piruvato/
oxaloacetato/ malato, através da enzima malica dependente de NADP, ou (iii) o
ciclo do &cido tri carboxilico via NADP + isocitrato desidrogenase dependente
(MHLONGO et al., 2021).

O desequilibrio de nutrientes vitais no meio de cultura, como nitrogénio e
carbono, influenciam alteracdes metabdlicas e fisioldégicas no cultivo, bem como
na sintese de lipidios.

A via estudada neste trabalho é a possivel via metabdlica do ciclo de
Piruvato/Oxaloacetato/Malato (POM), na qual a limitagcdo de nitrogénio no meio
extracelular resulta na ativagdo da Adenosina Monofosfato (AMP)
Desidrogenase, tendo como consequéncia a reducdo do AMP celular. Essa

mudancga provoca uma alteragao no ciclo de Krebs, uma vez que o AMP celular
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atua como ativador alostérico da enzima isocitrato desidrogenase, e sua baixa
atividade acarreta no acumulo de isocitrato nas mitocondrias.

O isocitrato em excesso é convertido em citrato. Por sua vez, o citrato
acumulado nas mitocondrias é secretado para o citoplasma em troca de malato.
Em seguida, o &cido citrico é clivado em acetil-CoA e oxaloacetato, e o acetil-
CoA, em virtude da acdo da enzima acido graxo sintase, gera acidos graxos
celulares e posteriormente TAGS, que sao as formas mais comuns de compostos
lipofilicos encontrados nos micro-organismos oleaginosos. O acetil-CoA no
citoplasma € entdo reduzido a Acil-CoA pela enzima NADPH, sendo este ultimo,
adicionado a cadeia de acido graxo em formacado, gerando o produto final,
conforme a Figura 3 (MHLONGO et al., 2021).

Figura 3 - Acumulo de lipidios pelos fungos filamentosos

Extracelular | Intracelular Mitoosndria
Degradagio ) Pl
Glicose : * Piruvato +» Acetil-Coa « B-Oxidagio
» Malata " v
v Acetil-Coa
Agido citrico = : Citrato Citrato
L -
NADPH N Ciclo de s
Acil-Coa = Acetil-Coa Krabs F{; o
=3
= 2
)
kH
! o
naG - = TAG + Lipidio e Acil-Loa

Fonte: Autora (2021).

A sintese de lipidios por fungos filamentosos pode ocorrer pelo consumo
da glicose ou pelo consumo de substratos oleaginosos, assim o processo de
acumulo de lipidios varia de acordo com a rota metabdlica. O processo de
acumulo de lipidio através da glicose recebe o nome “de novo”, enquanto o
processo de acumulo de lipidio através do consumo de substratos oleaginosos
denomina-se “ex novo” (DOUROU et al., 2018; PAPANIKOLAOU; AGGELIS,
2019).

Segundo Dourou et al. (2018) o processo de sintese lipidica pelos micro-

organismos oleaginosos ocorre principalmente apés o esgotamento das fontes
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de nitrogénio presente no meio, desse modo, o acumulo de lipidio ndo esta
apenas associado ao crescimento.

No esgotamento das fontes de nitrogénio ocorre uma brusca reducéo na
concentracédo de adenosina monofosfato (AMP celular), que resulta na reducao
da funcéo do ciclo de Krebs. Logo, o iso-citrato € acumulado na mitocéndria, e
guando atingem o ponto critico, o acido citrico é secretado do citoplasma em
troca com o malato (DOUROU et al., 2018; PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2019).

2.6 EXTRACAO DE LIPIDIO

O processo de extracao de lipidio apresenta uma grande preocupacao
ambiental e governamental devido ao crescente aumento do uso de solventes
guimicos na industria (DE JESUS; MACIEL FILHO, 2020). Além de influenciarem
diretamente no rendimento de producdo (FORFANG et al., 2017).

Em geral, os solventes sdo geralmente compostos organicos volateis

(VOCs) com inumeras propriedades, como alta solubilidade e volatilidade. Sao
amplamente utilizados nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica por
serem em sua maioria lipossoluveis (DE JESUS; MACIEL FILHO, 2020).
As técnicas de extracdo de lipidio mais convencionais séo: Folch, Soxhlet e Bligh
& Dyer. Embora esses métodos demonstrem ampla eficiéncia na extracdo desse
composto eles fazem o uso de altas quantidades de solventes organicos,
principalmente o cloroférmio, metanol e hexano, cuja exposicdo pode
representar problemas a saude e ao meio ambiente (DE JESUS et al, 2019).

O n-hexano € um solvente com grande aplicacdo na extracdo de 6leos
devido as suas propriedades. Este é apolar, possui alta estabilidade, baixa perda
por evaporacédo, melhorando a recuperacdo desse solvente, facilidade de
evaporacao, realizando a extracdo de forma eficiente, sendo muito utilizada na
extracdo de Oleos vegetais e exige uma baixa demanda energética
(STEVANATO; DA SILVA, 2019). Entretanto, algumas das suas caracteristicas

como: inflamabilidade, toxidade, impactos ao meio ambiente e seguranca
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operacional fazem com o que o uso em larga escala seja preocupante tanto pelas
guestdes ambientais como para a saude do trabalhador (PERRIER et al., 2017;
STEVANATO; DA SILVA, 2019).

E com relacdo as normas regulamentadoras de seguranca do trabalho
(NR15) apresentadas na Tabela 2, o etanol € um dos solventes que apresentam
grau de insalubridade minimo, quando comparado a outras utilizadas na

extracao.

Tabela 2 - Comparacao do uso de solventes de acordo com as normas de

seguranca do trabalho

Exposicdo de até 48 h/semana

ppm * mg/m?3
Metanol 156 200
1-butanol 40 115
Cloroférmio 20 94
Etanol 780 1480
Isopropanol 310 765

n-Hexano - -

Fonte: Adaptado de BRASIL (1978)

Embora o cloroférmio seja eficaz na extracao de lipidios a aplicacdo em
larga escala é impedida pelos riscos ambientais e relacionados a saude,
pertencente ao Grupo B2, ou seja, possivelmente cancerigeno, classificacdo
dada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (SHENG,;
RITTMANN, 2011).

Entretanto, a NR15 do Ministério do Trabalho e Emprego néo inclui o
hexano entre os agentes quimicos de monitoramento ambiental regular. E na
auséncia desses valores de referéncia, os valores limites de exposicdo
ocupacional da American Conference of Governmental Industrial Higyenists
(ACGIH) devem ser adotados, neste caso 50 ppm ou 176mg/m3 (BRASIL, 1978).

Diante do atual cenario ambiental as novas necessidades relacionadas ao
processo de extracdo vao além da melhoria do rendimento, acrescenta-se como
objetivos a busca por solvente que geram menor impacto ambiental e

apresentam menor toxicidade (ZHOU et al., 2018). E com isso surgiu o termo
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extracdo verde que busca muito além de um alto rendimento, conforme

apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Extragdo de lipidio microbiano - Métodos convencionais x Extra¢ao
Verde

Convencionais Extracdo Verde

Alto rendimento

—;(4—

Lipidio extraido

Método

de A

extragao \\

Lipidio microbiano

Fonte: Autora (2023).

O termo extragéo verde foi introduzido por Chemat et al. (2019) para se
referir a métodos de extracdo com menor impacto ambiental possivel, ou seja,
menor consumo de solvente, baixo consumo de energia, menor contaminacao
ambiental, porém sem perderem a qualidade do produto (HU et al., 2021).

E para a promoc¢ao de uma politica de extracdo verde a substituicdo dos
solventes téxicos e ndo ecoldgicos se faz necessarios. A busca por solventes
alternativos tem-se intensificado, sejam eles parcialmente ou totalmente
derivados de fontes renovaveis; como exemplo, o etanol e o acetato de etila
(MUSSAGY et al., 2020).

Dentre estes solventes verdes, o etanol, que tem sido amplamente
utilizado, devido ao seu baixo custo, alta pureza e biodegradabilidade, sendo

classificado como GRAS (geralmente conhecido como seguro) e grande
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disponibilidade, por ser produzido por vias fermentativas, bem como se
apresentar com muito baixo risco de toxicidade devido a exposi¢cao ocupacional
(STEVANATO; DA SILVA, 2019).

Além do uso de solventes o principio do método de extracdo promove
melhor rendimento. Os métodos de extracdo podem ser classificados como:

mecanicos ou fisicos, quimicos e bioldgicos, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5 - Principio dos métodos de extracédo de lipidios

Mecénico/ Fisico | I Forcas de cisalhamento

Processode
extracéao

Fonte: Autora (2023).

Os métodos mecanicos ou fisicos consistem na quebra da parede celular
por meio de forcas de cisalhamento, ondas ou calor, como extracdo por micro-
ondas ou ultrassom. Os métodos quimicos utilizam a hidrolise acida ou alcalina
ou até mesmo pelo uso de solventes. Os métodos biol6gicos promovem a
extracdo por meio da degradacdo da membrana plastica, atraves da acdo de
enzimas (FORFANG et al., 2017; TAN et al., 2020).

Forfang et al. (2017) acrescentam que para otimizar 0s processos de
extracao faz-se necessario a combinacdo do uso dos solventes com os métodos
quimicos, fisicos e bioldgicos, a fim de facilitar o processo de rompimento da
parede celular.

Essa combinacdo de métodos ja vem sendo utilizada desde 1995, de
modo a obter uma extracdo acelerada por solvente, uma vez que a elevacao da
temperatura de extracdo, aliada ao beneficio da interacdo entre solvente e
amostra, pode reduzir o tempo necessario para a extracao de lipidios (CHEN et
al., 2020)
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E com relacdo a preocupacdo ambiental e uso de solventes toxicos, 0s
meétodos de extracdo enzimatica aquosa (AEE), extracdo supercritica de COq,
extracao assistida por ultrassom e extragao assistida por micro-ondas ganham
destaque. Apesar do método AEE ser vantajoso aplicando dgua como solvente
e apresentar melhor teor de acidos graxos, teor de matéria insaponificavel e cor
do 6leo, a desvantagem se da pelo elevado tempo de extracéo, correspondendo
a aproximadamente 24h e ao baixo rendimento. J& a extracdo supercritica de
CO2 possui rendimento satisfatorio, porém trata-se de uma operacdo cara e
complexa (HU et al., 2021).

Devido aos aspectos apresentados na utilizacdo dos métodos mais
tradicionais na extracéo, os processos que fazem o uso de biomassa Umida se
tornam mais atraentes economicamente. No entanto, esse método apresenta
melhor rendimento quando utilizados métodos de interrupcéo fisicos, métodos
ibnicos, fluido supercritico e métodos a base de solvente. Dalmas Neto et al.
(2020) ressalta que os solventes polares resultam em um melhor rendimento de
extracdo, de modo que, a 4gua age como uma barreira entre os lipidios
microbianos e o0s solventes organicos devido a sua polaridade.

A extracdo por micro-ondas é embasada na teoria de que a propagac¢ao
de ondas eletromagnéticas se dissipa promovendo a ruptura da parede celular
de maneira rapida, promovendo pequenas alteracdes da biomassa que geram
melhor extragdo dos componentes, contudo ainda ndo ha evidéncias claras que
comprovam que essa técnica modifica a estrutura da biomassa (NIEMI; GENTILI,
2021).

Desse modo, diante dos métodos convencionais de extracao de lipidio, os
métodos de ultrassom e micro-ondas se destacam devido a sua facilidade de
aplicacao industrial e alto rendimento de extracdo. Essas técnicas ja ganharam
espagco nas industrias alimenticias, em virtude de suas aplicagbes serem

consideradas promissoras (ZHOU et al., 2018).

2.6.1 Extragéo por ultrassom
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A extracdo de lipidios utilizando o ultrassom é um método bastante
promissor, uma vez que faz uso de menor quantidade de solvente e reduz tempo
e temperatura de extracdo, se comparado com o método de extracdo de Bligh &
Dyer (KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2019). De acordo com Brandalize et al.
(2014) esse tipo de extracdo comumente é realizado em batelada, porém pode
ser adaptado para processos continuos, quando acoplado a uma bomba ao
sistema. Além disso, pode ser aplicado a biomassa Umida, diminuindo o
consumo de energia gasto na operacdo de secagem (MARTINEZ et al., 2020).

Este € um método mecéanico que consiste na intensificacdo das reacdes
fisicas promovidas pela homogeneizacao eficaz da biomassa, que confere o
aumento da transferéncia de energia e massa. A extracdo ocorre através do
fendbmeno de cavitacdo que quebra a estrutura celular da biomassa
(GONZALEZ-BALDERAS et al., 2020; KOUBAA et al., 2020; KUMAR; SINGH;
KORSTAD, 2019; PERRIER et al., 2017).

O processo de cavitacdo ocorre a partir de uma série de regides de
compressdo e rarefacdo, que leva a formacdo de bolhas de vapor e
posteriormente a sua implosdo, de modo que o choque destas pequenas bolhas
em velocidade com a estrutura celular da biomassa, que tém a capacidade de
promover a sua ruptura com o aumento da turbuléncia e forcas de cisalhamento,
permitindo que o contelddo intracelular possa ser liberado facilmente
(BUNDHOO; MOHEE, 2018; GONZALEZ-BALDERAS et al., 2020; IDO et al.,
2018; KOUBAA et al., 2020; KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2019; PERRIER et al.,
2017; SALLET et al., 2019).

Naveena, Armshaw e Pembroke (2015) descreveram mais
especificamente o processo de extracao por ultrassom, que tal processo ocorre
a partir da conversao de energia elétrica em vibracgéo fisica, transmitindo alta
energia ao meio pelo processo de cavitagdo. Deste modo, quando a energia
acustica atinge intensidade suficiente, as bolhas de vapor tornam-se instaveis,
até que a frequéncia ressoante ultrapasse a frequéncia do campo ultrassonico,
causando o colapso das mesmas, produzindo micro jatos em velocidade maior

que 100 ms* e ondas de choque em torno de 103 MPa em direcdo a biomassa
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(BUNDHOO; MOHEE, 2018; GONZALEZ-BALDERAS et al., 2020; KOUBAA et
al., 2020; NAVEENA; ARMSHAW; PEMBROKE, 2015; SALLET et al., 2019).

Segundo Martinez et al. (2020), a extracdo assistida por ultrassom nao
ocorre por um mecanismo apenas, mas sim, por diversos mecanismos, sejam
eles decorrentes da cavitacdo ou ndo, como fragmentacdo, erosdo e
capilaridade.

O procedimento pode ser realizado por meio de banho ultrassénico ou
sonda de ultrassom (HU et al., 2021). Porém, quando usado o banho ultrassénico
alguns fatores exercem consideravel influéncia nesse processo como: volume
de agua presente no banho, espessura do recipiente que se encontra a
biomassa, de modo a evitar a propagacéo das ondas. No entanto, quando se faz
0 uso da sonda de ultrassom esses fatores ndo exercem influéncia. No mais, nos
banhos ultrassénicos € inevitavel a mudanca de temperatura devido a energia
sonora (TIWARI, 2015).

Os métodos de extracao por ultrassom e micro-ondas ganharam destaque
nos laboratorios, sendo utilizados na extracdo de compostos vegetais (PERRIER
et al., 2017). A esse respeito, alguns pesquisadores demonstraram de modo
comparativo que ha beneficio na extracdo através de micro-ondas ou ultrassom
de 6leo de SCO (CHEN et al., 2015).

Segundo Gonzalez-Balderas et al. (2020), o ultrassom € capaz de
aumentar o rendimento lipidico de 11% para 70%, quando comparado a métodos
sem ruptura celular, uma vez que, de acordo com Naveena, Armshaw e
Pembroke (2015), a micro turbuléncia gerada pelo ultrassom pode acarretar uma
maior eficiéncia na mistura da biomassa com o solvente, ao mesmo tempo em
que as ondas de choque promovem a ruptura da parede celular. Ja Perrier et al.
(2017) afirmam que o rendimento em relacdo aos métodos convencionais pode
aumentar em 30%.

Deste modo, o estudo do método de extragdo em banho ultrassénico
apresenta consideravel importancia nesse trabalho, com o instituto de utilizar a
tecnologia ja presentes no meio industrial e com o objetivo de promover uma

extragdo mais limpa fazendo o uso de solventes verdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

Este trabalho foi inicialmente desenvolvido na Universidade Federal de
Alfenas (UNIFAL) em Pocos de Caldas e finalizado na Universidade Estadual
Paulista (UNESP) em Araraquara.

Os equipamentos utilizados na UNIFAL foram: banho ultrassbnico
(Sanders®), bomba peristaltica modelo LDP-201-3 (MS Tecnopon®), banho-
maria rotaevaporador (Logen®), cabine de seguranca biolégica Pa 40 ECO
(Pachane®), banho-maria com refrigeracdo (Marconi®), incubadora Shaker
refrigerada SL 221 (Solab®), autoclave Vertical CS (Prismatec®), centrifuga SL -
700 (Solab®, pHmetro (Nova Instruments®), estufa (DeLeq®), dessecador,
espectrofotdbmetro UV Visivel 200 a 1000 nm (Astra Cientifica®), agitador

magnético (Centauro®) e balanca analitica (Digimed DG-500),

E os equipamentos utilizados na UNESP foram: autoclave vertical
(Phoenix), cabine de seguranca biolégica(Trox Brasil ®), incubadora Shaker
(Innova ®40), Incubadora Shaker (Gyromax 737R), pHmetro (MS Tecnopon ©,
estufa (DeLeq®), dessecador, espectrofotdometro Genesys 10S UV-Vis, balanca
analitica (SHIMADZU ®), Cromatdgrafo gasosos (Shimatzu® modelo GC-2014),
banho ultrassénico (Ecosonics), placa de aquecimento (IKA C-MAG HS 7),
banho ultratermostatica (SL 152 — Solab ®), banho do rotoevaporador (B-481 -

Buchi®), Rotovapor (R-124 — Buchi ®) e capela.
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3.2 MATERIAIS

Os materiais utilizados foram: Frascos Erlenmyer de 250 mL (lon glass®),
frascos Erlenmeyer de 125 mL (Qualividros), Micropipetas (SOCORREX®),
ponteiras de micropipeta, alca 10uL descartavel (CRALPLAST®), bureta de vidro
1L, béquer 250 mL (PYREX®), termémetro digital espeto (PlayShop®), microfiltro
(PTFE 25 mm 0,22um), tubos falcon e seringa (Injex 20ml).

3.3 MICRO-ORGANISMO

O micro-organismo utilizado no presente trabalho foi o Aspergillus oryzae
(URM 5636), proveniente do acervo de cultura do Instituto de Microbiologia do
Recife (URM) da Universidade Federal do Pernambuco (Recife, PE, Brasil). A
cepa foi armazenada em tubos contendo o meio PDA (Agar de Dextrose de
Batata) composta por 4 gL de infuséo de batata, 20 gL de glicose e 15 gL de
agar bacterioldgico. (KASVI®). Para o crescimento da cultura foram colocados
em estufa com recirculacdo de ar a 30 °C por 7 dias, e em seguida realizado o
cultivo. Para manutencéo das culturas de A. oryzae foram repicados a cada 7

dias.

3.4 CULTIVO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Foram preparados dois meios de cultura proposto por Chi et al. (2011),
conforme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Composicao dos meios de cultura

Meio de cultura

A B
Glicose Anidra P.A. (gL) (Synth®) 20 20
Peptona de soja (gL!) (KASVI®) 3 1,5
Extrato de levedura (gL!) (KASVI®) 0,5 0,5

Fonte: Elaborado pela autora (2021).

Todos os componentes foram dissolvidos em béquer contendo agua
destilada. Em seguida foi realizada a leitura do pH do meio de cultura, com o
auxilio do pHmetro.

Foi preparado a solugéo de esporos foi preparada adicionando 10 mL de
agua destilada no tubo contendo o A. oryzae e raspado o fungo com auxilio de
uma alca para microbiologia de 10uL estéril. E transferida a solu¢cao de esporos
para frasco de Erlenmeyer de 125 mL. Foi pipetado 300uL e adicionado ao meio
de cultura (ANDRADE et al., 2014). O cultivo foi realizado em shaker com
agitacao orbital a 30 °C e 170 rpm (SATO et al., 2019). E a curva de crescimento
foi avaliada a cada 24h, ao longo de 144h.

3.5 BIOMASSA E CALDO FILTRADO

ApoOs o cultivo, a biomassa produzida foi filtrada em bomba a vacuo na
pressdo de 400 mmHg, e com auxilio de um papel filtro foi separa da biomassa
do caldo filtrado. No caldo filtrado foi medido o pH. E a biomassa foi lavado com
aproximadamente 250 mL agua destilada, e em seguida pesado em balanca
analitica (ANDRADE et al., 2014).
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3.5.1 Anélise de umidade

A biomassa foi analisada quanto ao teor de umidade pelo método
adaptado do Instituto Adolfo Lutz (2008). Pesou-se 0,15 g de biomassa, e esta
foi mantida em estufa a 105°C durante 24h. Em seguida, pesou-se novamente,

efetuando-se os céalculos conforme a equacéo (1).

Umidade (%) = [—(Pl‘"icial‘Pf ”“”)] .100 (1)

Pinicial
Onde:
Piniciar: P€S0 da biomassa de ser colocada na estufa (g)

Prinqi- Peso da biomassa apos 24h na estufa (g)

3.5.2 Atividade de hidrélise enzimatica lipolitica

A analise de atividade de hidrolise enzimatica para determinacédo da lipase
gue consistiu na avaliacdo tanto do filtrado como do micélio. Desse modo, foi
preparada uma emulsdo contendo 10 mL de azeite de oliva extravirgem
(Carbonell®), 90mL de agua destilada, 3% (m/v) de goma ardbica em po6 pura
(Synth®). Em frascos de Erlenmeyer de 100 mL, foram adicionados 5 mL da
emulsdo e 4 mL da solucdo tampéao de solucéo 7:3 de fosfato dissodico e fosfato
de monopotassio pH 7. Homogeneizou-se bem a mistura com o auxilio de um
mixer de méo (Walita). Utilizou-se 1 mL do filtrado ou 0,3 g de biomassa para
quantificacdo da atividade enziméatica. Nos Erlenmeyers adicionaram-se 5 mL da
emulsédo, 4 mL da solugdo tampédo de pH 7, e 10 mL de etanol: dgua (1:1)
adicionados ap06s 10 minutos para paralisar a reacdo. Em seguida, titulou-se as
amostras com solucao padronizada de hidroxido de potassio (KOH) 0,025 molL-
L com adicdo de 3 gotas do indicador, fenolftaleina, até que se obtivesse uma
leve coloracdo rosada. A atividade enzimatica do micélio calculada a partir da
equacao (2) e a atividade enzimatica do filtrado (3) (MAROTTI, 2016).
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U v -V .MMyoy. 103
Atividade enzimatica do micélio (—) 1= (amostra = Voranco) KoH 2)
g Mgpcq - tEMPO

Vamostra - Vhranco)- MMI(OH- 103
Vfiltrado . tempo

U
Atividade enzimatica do filtrado (ﬂ) i= ( 3

Onde:
Vpranco: VOlume gasto de hidroxido de potdssio na titulagcdo do branco
(mL)
Vamostra: VOlumMe gasto de hidroxido de potassio na titulagdo da amostra
(mL)
MMy, y:Molaridade da solucdo de hidréxido de potassio (molLt)
Mgecq:Massa de biomassa sem umidade (g)
Vrittrado * Volume do caldo filtrado (mL)

tempo: Tempo de reacgdo (min)
3.5.3 Determinacéo da concentragdo de glicose

A determinacdo da concentracdo de glicose foi realizada através do
método de acido dinitrosalicilico (DNS). Foram pipetados 1000uL de solucao de
glicose nas seguintes concentracées de: 0,1 gL'a 1 gL'do reagente DNS para
construgéo da curva. Os tubos de ensaio foram aquecidos em banho-maria a
100 °C e em seguida foram resfriados em banho de gelo. Por fim, foram

realizadas as leituras em espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm.
3.5.4 Preparacao da biomassa para extracao

A biomassa Umida foi cortada em quadrados de 0,2 cm para aumentar a
superficie de contato com o solvente. Realizou-se a analise de umidade (3.5.1)

para conversdo do peso seco. A biomassa seca foi inserida em estufa a 50 °C
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por 24h, macerada e para a padronizacdo do tamanho foi utilizada uma peneira
de 200 mesh (HASHEM.; KHATTAB; ABDELRAOF, 2022).

3.6 EXTRACAO E SEPARACAO DE LIPIDIO MICROBIANO

3.6.1 Extracdo em banho ultrassénico

A extracdo de lipidio microbiano foi realizada inicialmente em banho
ultrassoénico (Sanders®). A extracdo em banho ultrassdnico ocorreu em béquer
de 250 mL utilizando a relag¢édo 1:100, biomassa seca (g): solvente (mL) (YEN, et
al., 2021). A extracao ocorreu de acordo com as seguintes condigdes: 80 minutos
a42°C, 70 W, 70 Hz, utilizando biomassa Umida e etanol como solvente.

ApOs a extracdo, as amostras foram encaminhadas para a centrifuga por
10 minutos a 3500 rpm. Em seguida, foi descartada a biomassa. E o
sobrenadante contendo solvente e lipidio foi colocado em banho-maria rota
evaporador a 60 °C com a finalidade de evaporar o solvente utilizado na

extracdo. As amostras permaneceram em estufa a 60 °C até peso constante.
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3.6.2 Avaliacdo do tempo de extracdo por solvente aliado ao ultrassom

Iniciou-se com a avaliagéo da influéncia da extragcao por solvente como
pré-tratamento para extracdo do lipidio e foram estabelecidos os tempos de
imersdo zero, 18h, 24h, 42h e 48h em etanol. As amostras permaneceram no
tempo determinado em béqueres de 250 mL na geladeira, tampados com
plastico filme com relacdo sélido: liquido (g:mL) descrita no item 3.6.1. Apds o
tempo pré-determinado as amostras foram destampadas e levadas a lavadora

ultrassonica para a extracdo, conforme apresentado na sesséo 3.6.1.

3.6.3 Influéncia da temperatura de extracdo de lipidio em banho

ultrassénico

O processo consistiu na extragdo por solvente no tempo pré-definido na
sessdo 3.6.2. Seguida pela extracdo em banho ultrassénico (3.6.1) com o
controle de temperatura. Dessa forma, foi acoplado ao banho ultrassénico o
banho-maria com bomba peristaltica para manter a temperatura estavel. E foram
avaliadas as temperaturas em banho ultrassénico de 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C,
50 °C, 55 °C e 60 °C aceitando a variagédo de = 1 °C. As temperaturas foram

verificadas ao longo do experimento (ZHOU et al., 2018).

3.6.4 Influéncia do tempo de extracdo de lipidio em banho ultrassénico

O processo consistiu na extragao por solvente no tempo pré-definido na
sessdo 3.6.2. Seguida pela extracdo em banho ultrassénico (3.6.1) na

temperatura definida na sessédo 3.6.3, e foi avaliada a influéncia do tempo de
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extragcdo em banho ultrassénico de: 60, 80, 100, 120, 140 e 160 min. (ZHOU et
al.,2018).

3.6.5 Avaliacao da extracdo em banho ultrassdnico para biomassa seca e

Umida

Apbs estabelecer o processo de extragcdo foi avaliado a influéncia da
extracdo por solvente para biomassa seca e biomassa Umida com as condi¢des

pré-determinada na sesséo anterior 3.6.4.

3.6.6 Avaliacdo da extracdo em banho ultrassénico para biomassa seca e

Umida sem pré-tratamento

Nesta sessao foi avaliada a influéncia do pré-tratamento para a extracao
de lipidio microbiano para biomassa seca e Umida. Dessa forma, foi realizada a
extracdo em banho ultrassénico conforme descrito na sesséo 3.6.1, fazendo o
uso da temperatura definida na sessdo 3.6.3 e tempo de extracdo em banho

ultrassoénico determinado na sesséao 3.6.4.

3.6.7 Extracdo de lipidio microbiano em banho ultrassénico utilizando

solventes organicos

Nesta etapa foi calculada a demanda energética (ED) do banho
ultrassénico com a finalidade de realizar a troca de equipamento. Foi utilizando
0 banho ultrassénico (Ecosonics) e a ED foi calculada pela equacgéo (4), cuja

poténcia nominal é fornecida pelo fabricante do equipamento.
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ED = Poténcia nominal (W) .Tempo de processamento (s)

" Volume da amostra (mL)+Volume de dgua do banho (mL)

(4)
Foram avaliados os solventes orgéanicos: metanol, etanol, isopropanol,

hexano, heptano e acetato de etila, cujas condi¢cdes de extracao foram definidas

na sessao 3.6.6.

3.6.8 Extracdo de lipidio microbiano em banho ultrass6nico utilizando

mistura de solventes

Nesta sessao foram avaliadas as extracées em banho ultrassénico uma
mistura de solventes, conforme apresentado na sesséo 3.6.7. Para compor essa
mistura foi selecionado um solvente apolar e um polar nas proporgdes 2:1, 1:1 e
1:2 (MUSSAGY et al., 2021).

3.6.9 Melhoramento do processo de processo de extracdo do lipidio

microbiano

3.6.9.1 Relacédo solido: liquido na extracdo de lipidio microbiano em

banho ultrassénico utilizando mistura de solventes

O experimento consistiu na determinacao da melhor relacdo de biomassa
para solvente na extracdo de lipidio microbiano em banho ultrassénico nas
condicdes apresentada na sessao 3.6.8. Desse modo, foi determinada a relagéao
de gramas de biomassa por volume de solvente, testada na relagéo: 0,25 g: 50
mL, 0,5g: 50mL, 0,759:50 mL e ,109:50 mL (adaptado de ZHOU et al., 2018)
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3.6.9.2 Temperatura de extracao de lipidio microbiano em banho

ultrassonico utilizando mistura de solventes

Nesta etapa foi determinada a temperatura de extracdo de lipidio
microbiano em banho ultrassénico para mistura de solventes, cujas condi¢cdes
foram apresentadas na sessao 3.6.9.1. As temperaturas de extracao avaliadas

em banho ultrassénico foram 30 °C, 50 °C e 70 °C.

3.6.9.3 Tempo de extracdo de lipidio microbiano em banho ultrassénico

utilizando mistura de solventes

Neste experimento foi determinado o tempo de extracdo em banho
ultrassoénico utilizando mistura de solventes nas condicfes determinadas nos
itens 3.6.9.2. Desse modo, foram avaliados os tempos de 40 min., 60 min., 80
min., 100 min. e 120 min. (ZHOU et al.,2018).

3.6.10 Extracdo de lipidios totais

A extracao de lipidios totais foi realizada pelo método de extracao de Bligh
& Dyer foi realizado para determinar o conteudo lipidico total acumulado pelo A.
oryzae proposto por Mussagy et al. (2021). O procedimento consistiu na
utilizacdo de biomassa seca (3.5.4). A etapa de extracéo ocorreu utilizando 1 g
de biomassa seca e a mistura de solventes: agua, cloroférmio, metanol, cuja
razdo correspondeu a 0,8:1:2 (v/v/v) e homogeneizada por 1h, 300 rpm e 45 °C.
Em seguida, foram centrifugados a 25 °C, 7000 rpm por 10 min para separagao
de fases. ApGs essa etapa foi recuperada a mistura contendo lipidio e cloroférmio

e adicionados solucdo de cloreto de potassio 0,88% e cloroformio 1:1 (v/v), e
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levados para centrifuga novamente nas mesmas condi¢cdes. Apds a separacao
de fases, as fases aquosas e organicas coexistentes, foram cuidadosamente
separadas e filtradas em microfiltro (0,22 um). O procedimento foi repetido até a
extracdo total dos lipidios. Apds esse processo o lipidio extraido foi seco em
estufa por 24h a 60 °C ou até peso constante. A extracdo de lipidio totais
possibilitou calcular a eficiéncia do processo de extragcdo em banho ultrassénico

pela equacéo 5.

Lipidio extraido em banho ultrassonico (g)

Eficiéncia de extracdo = x 100 (5)

Lipidio total extraido por Bligh &Dyer (g)

3.7 PERFIL DOS ACIDOS GRAXOS

A composicdo em &cidos graxos foi determinada por cromatografia
gasosa, segundo a ISO 12966 (2014) com adaptacdes. A analise foi realizada
em cromatégrafo a gas (Shimatzu®, modelo GC-2014, UNESP, Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Engenharia de Bioprocessos e
Biotecnologia) utilizando injetorSplit, detector de ioniza¢do por chama (DIC) e
coluna SH-Stabilwax-DA (L x I.D. 30 m x 0,25um, df 0,25 ym). As temperaturas
do injetor e do detector foram de 250°C, sendo o modo de injecao Split (1:10) e
0 nitrogénio utilizado como gas de arraste, na vazdao de 0,55 mL/min. A
temperatura inicial da coluna foi de 60°C, atingindo 210°C (taxa de aquecimento
de20°C/min), permanecendo em 210°C por 7 minutos. Em seguida, a
temperatura foi elevada a 250 °C (20 °C.mint), sendo mantida por 14 minutos,
resultando em 21 minutos de tempo total de andlise. Os padrdes de acidos
graxos utilizados foram: caprilico (C8:0); caprico (C10:0); laurico (C12:0);
miristico (C14:0); palmitico (C16:0); palmitoleico (C16:1); estearico (C18:0);
oleico (C18:1); linoleico (C18:2); a — linolénico (18:3); nonadecandico (C19:0);
araquidico (C20:0); eicosendico (C20:1); beénico (C22:0). Os padrdes foram
adquiridos Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA.
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3.8 CROMATOGRAFIA DE CAMADA DELGADA

A cromatografia de camada delgada (TLC) foi realizada em placa de
aluminio silica gel, 60G para CCD 1,5 cm da base da placa, e feitos pontos nessa
linha de 1 cm em 1cm para depositar, com auxilio de um capilar, uma gota da
solucdo lipidica contendo 20 mg.mL™. A solucédo contendo 20 mg.mL* do lipidio
extraido foi preparada pesando 0,02 g e completado com 1 ml de hexano. Apés
depositar o lipidio com auxilio de um capilar na placa foram adicionadas 3 gotas
utilizando o capilar, com os padrbes de &acido graxos, monoglicerideos,
diglicerideos e triglicerdis.

Na capela, foi colocada a placa na cuba contendo a solucéo de
hexano/éter etilico/acido acético (65:35:1,v:v:v) e tampada a cuba. Apds o
solvente atingir a linha que foi depositada as amostras, a placa foi retirada da
cuba e aguardada a secagem completa do solvente. Em sequéncia a placa foi
colocada no dessecador contendo iodo P.A. moido e permaneceu por 5 min
possibilitou a determinagéo dos pontos criados através do arraste do solvente.

3.9 CALCULOS DO CULTIVO

3.9.1 Concentragdo de biomassa (X)

A concentracdo de biomassa foi calculada por meio da equagéao (6)
(SCHMIDELL et al., 2001, p.93).

Peso da biomassa seca (g)

(6)

~ Volume do meio de cultura (L)
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3.9.2 Concentracéo de lipidio (P)

A concentracdo de lipidio é o célculo através da equacdo (7) para
determinar quanto do metabdlito é produzido no volume de meio de cultura
(SCHMIDELL et al., 2001, p.93).

Peso do lipidio (g)

(7)

~ Volume do meio de cultura (L)

3.9.3 Rendimento de biomassa por substrato (Yxs)

Este parametro fornece uma relagéo linear baseando-se no crescimento
celular e no consumo de substrato, sendo calculado pela equacdo (8)
(SCHMIDELL et al., 2001, p.93).

Massa de biomassa produzida (g)
Yx = - x 100 (8)
S Massa de substratoc onsumido (g)

3.9.4 Rendimento de produto por substrato (Yrss)

Esse parametro fornece o rendimento pelo calculo de produto formado
pelo consumo de substrato ao longo de um periodo do cultivo e pode ser obtido
através da equacéao (9) (SCHMIDELL et al., 2001, p.93).

v Massa de produto formado (g)

= 100 9
§ Massa de substrato consumido (g) x ©)
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3.9.5 Rendimento de produto por biomassa (Yrix)

A equacdo (10) fornece a relacdo produto formado por biomassa
produzida ao longo de um determinado tempo do cultivo (SCHMIDELL et al.,
2001, p.93).

Massa de produto formado (g)

- 100 10
% Massa de biomassa produzida (g) * (19)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CULTIVO DO A. ORYZAE

O cultivo do fungo filamentoso A. oryzae foi realizada em batelada para
cada teste desta pesquisa. Ja o0 processo de extracdo lipidico apresentou

variacdes ao longo da pesquisa.

4.1.1 Influéncia da relacdo carbono nitrogénio no acumulo de lipidio

microbiano

O meio de cultura foi composto por glicose, como fonte de carbono na
sintese de lipidio. Além disso, empregaram-se, como fontes de nitrogénio
organico, peptona de soja e extrato de levedura, uma vez que apresentaram
maior rendimento no acumulo de lipidios ricos em PUFAs, quando comparadas
as fontes de nitrogénio inorganicas (CHANG et al., 2021; DEY; BANERJEE;
MAITI, 2011).

A relacao carbono/nitrogénio (C:N) é um fator de suma importancia no
acumulo de lipidio (MIAO et al, 2020). Essa relacdo torna o meio de cultura
propicio ao acumulo de lipidio, uma vez que essa ocorre principalmente a partir
da limitacdo de nitrogénio no meio (HUSEYIN, 2018); ou seja, quando ha um
desbalanco energético da relacdo C: N do meio de cultura a proliferacdo da
biomassa pelo fungo filamentoso cessa, pré-dispondo ao acumulo de lipidio
(DEMIR; GUNDES, 2020; MHLONGO et al., 2021). Desse modo, o A. oryzae foi
cultivado em dois meios de cultura, meio A e meio B, onde o0 meio de cultura A
apresentava o dobro da concentragdo de peptona de soja que o meio B. A
composicdo dos meios e condicOes de cultivo foram apresentadas na sesséo
3.4.
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Na Tabela 4 foram apresentados os dados referentes a producdo de
biomassa, acumulo de lipidio, consumo de glicose (3.5.3), atividade de hidrolise
enzimatica da enzima lipase do micélio e do caldo filtrado (3.5.2), e pH do meio
de cultura ao final do cultivo de 144h.

O primeiro parametro avaliado foi a concentracdo de biomassa, e o
resultado encontrado corrobora com os dados da literatura estudada (DEMIR;
GUNDES, 2020; KARAMEROU; WEBB, 2019; MHLONGO et al., 2021), de modo
gue se observou uma menor concentracao de biomassa (X) no meio com menor
concentracdo de nitrogénio, cultivo B, quando comparado ao cultivo A,
correspondendo respectivamente a 3,99 + 0,03 g.L1e 8,93 +1,17 g.L %

Analisando de forma comparativa a concentracao de lipidio (P), pode-se
observar que o cultivo A apresentou menor concentracgao lipidica em relacao ao
cultivo B, com valores respectivamente de 0,63 + 0,01 g.L' e 1,31 + 0,21 g.L.
Com consumo de glicose de 10,45 + 0,06 g.L? para o meio de cultura A e 9,46
+ 0,69 g.L! para o meio de cultura B, cujos dados de consumo de glicose nao
apresentaram diferenca estatistica.

E na Tabela 5 foram apresentados os rendimentos do cultivo, rendimento
de biomassa por consumo de glicose (3.9.3), rendimento de lipidio por consumo
de glicose (3.9.4) e rendimento de lipidio por biomassa (3.9.5). As analises dos
dados do cultivo possibilitaram a realizacdo de uma avaliacdo mais minuciosa
da influéncia que a concentracdo de nitrogénio exerce na produgcdo de
lipidio. Desse modo, o rendimento de biomassa por glicose consumida do meio
de cultura (Yxis) para meio A e B foi respectivamente 85,6 + 11,7% e 42,3 + 2,8%
neste resultado foi observado uma grande diferenca significativa devido a baixa
concentragdo de biomassa e o alto consumo de glicose. No entanto, o
rendimento de lipidio por consumo de glicose (Yris) apresentou melhores
resultados estatisticos correspondendo a 13,8 + 1,2% para meio de cultura B e
6,0 £ 0,1% para o meio de cultura A. E o rendimento lipidio/biomassa (Yrix) para
o cultivo A de 7,1 £ 0, 9% e para o cultivo B de 32,9 + 5,1%.

Além disso, a producdo de biomassa ndo foi diretamente proporcional
com a producédo de lipidio, pois, segundo a analise estatistica no cultivo A, a

producdo de biomassa foi maior em relagéo ao cultivo B, enquanto a producao
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de lipidio foi maior no cultivo B em relacéo ao A. Dado esse que vai de encontro
com a literatura da area, cuja analise demonstrada por Mhlongo et al. (2021)
indica que em meios com baixa concentracéo de nitrogénio e alta concentracao
de carbono geram maior acumulo de lipidio, pelo desequilibrio da relacao C:N.

Deste modo, o acumulo de lipidio ocorre quando ha o esgotamento da
fonte de nitrogénio e o carbono € entdo convertido em lipidio. E a concentracéo
baixa de nitrogénio predispde ao acumulo de lipidio (DZUREN DOVA et al.,
2020). Assim sendo, o cultivo A necessitaria permanecer em crescimento no
meio de cultivo por um periodo maior que o cultivo B para que esgotasse o
nitrogénio organico presente e entdo alcancasse uma producdo de metabalito
lipidico 6timo (DEMIR; GUNDES, 2020; KARAMEROU; WEBB, 2019;
MHLONGO et al., 2021).
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Tabela 4 - Cultivo do A. oryzae nos meios de cultura A e B para avaliacdo dos seguintes parametros: concentracéo de
biomassa, concentracdo de lipidio, consumo de glicose, atividade de hidrolise enzimética da lipase do micélio e caldo filtrado
e pH do caldo do cultivo

Atividade Atividade
Consumo de . .
X P licose enzimatica do enzimatica do H
Cultivo (g.L) (g.LD) 9( ) micélio caldo filtrado P
9. (U.g) (U.mLY)
A 8,93+1,17 (@ 0,63+0,01 (b) 10,45 + 0,06 (@ 9,55+0,06 (@ 0,00+ 0,00 (@ 4,54+0,01 (a)
B 3,99 + 0,03 (b) 1,31+0,21 (@ 9,46 + 0,69 (@) 1,50+0,29 (b) 0,00+ 0,00 (@ 3,93+0,04 (b)

X: Concentragdo de biomassa; P: Concentragéo de lipidio.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 5 - Calculos de rendimento para avaliacao influéncia da relacao carbono/nitrogénio a partir dos meios de cultura A e B

Yxis Yp/s YP/IX

Cultivo (%) (%) (%)
A 85,6 +11,7 €) 6,0£0,1 (b) 7,1+0,9

B 42 3+2,8 (b) 138+1,2 (a) 329+51

Yx/s: Rendimento de biomassa por consumo de glicose; Yp/s: Rendimento lipidio por consumo de glicose; Yp/x: Rendimento de lipidio por biomassa.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Outra andlise realizada foi o pH do caldo filtrado. Segundo Ochsenreither
et al. (2016), com o desequilibrio dada fonte de nitrogénio o acido citrico &
secretado da célula acidificando o meio. Ambos os cultivos apresentaram pH
inicial de aproximadamente 6,96 + 0,01. No final do cultivo o meio de cultura B
apresentou pH 3,93 £ 0,04 e o meio de cultura A pH 4,54 £ 0,01. Com base na
analise do pH do meio de cultura e segundo a analise estatistica o0 meio de
cultura B apresentou maior acidificacdo do meio em relacdo ao meio de cultura
A, evidenciando o desequilibrio da relacdo C:N através da secrecao do acido

citrico para o meio de cultura.

Também foi a realizada a andlise de atividade de hidrolise enzimética para
determinar a presenca enzima lipase tanto na biomassa (micélio) como no caldo
filtrado. Segundo o He et al. (2019) o A. oryzae é um fungo filamentoso produtor
da enzima lipase. E segundo a analise realizada tanto o cultivo A como o B ndo
foi identificado a presenca de atividade lipolitica no caldo filtrado. E a atividade
lipolitica do micélio também foi muito baixa. A preocupa¢do com a producao de
lipase pelo fungo estudado se relaciona ao fato de se tratar de ciclos
concorrentes. De acordo com Athenaki, et al. (2018), quando a concentracéo de
substrato se torna baixa os triacilgliceréis (TAGs) de armazenamento intracelular
sao hidrolisados pela lipase, assim os acidos graxos sao liberados pela reacéo
de B-oxidacédo e acetil- CoA sdo catalisados pelo ciclo de Krebs para que a

producao de polissacarideos.

Com base nas andlises e calculos realizados o meio de cultura B foi mais
propicio ao acumulo de lipidio pelo A. oryzae. Dessa forma, foi escolhido o meio

de cultura B para dar sequéncia ao trabalho.

4.1.2 Curvade crescimento do Aspergillus oryzae

A curva de crescimento do fungo filamentoso A. oryzae foi realizada

durante o periodo de 144h utilizando o meio de cultura B, cuja composigéo foi
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apresentada na sesséao (3.4). Foram realizadas a cada 24h as analises de: pH
do meio de cultura, concentracdo de biomassa (3.9.1), concentracéo de lipidio
(3.9.2) e substrato consumido (glicose) pelo método de acgucares redutores
(3.5.3), cujos dados foram apresentados na Tabela 6.

Segundo Schmidell al. (2001), em geral, o crescimento dos micro-
organismos sao divido em seis fases: lag, log, declinio, estacionaria e morte.

Com base nos dados apresentados na Figura 6, ndo foi possivel verificar
a fase lag. Assim sendo, o primeiro ponto avaliado foi a fase log observada apos
24h de cultivo correspondendo a primeira analise. Em 48h foi atingida a fase
estacionaria que permaneceu até 100h. Neste momento iniciou a fase

estacionaria. Por fim, observou-se a fase de morte apds 132h.

Figura 6 - Producdo de biomassa ao longo do tempo
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Tabela 6 - Avaliacdo da curva de crescimento A. oryzae funcéo do lipidio
acumulado, substrato disponivel, atividade de hidrdlise enzimética e pH

Tempo de Consumo de

: P : pH
cultivo (g.LY) glicose
(h) _ (g.L ™)
0 0,00 £ 0,00 (c) 0,00+0,00 (c) 7,06+0,00 (a)
24 0,33+0,09 (b) 3,270,717 (b) 4,22x0,07 (b)
48 1,00 +£0,14 (ab) 6,16 £1,70 (ab) 4,39+0,08 (b)
72 0,70 0,31 (ab) 6,81+0,09 (ab) 4,11+0,00 (b)
96 0,88 0,06 (ab) 7,65+154 (a) 3,97+0,01 (b)
120 0,90 £0,36 (ab) 8,40+0,58 (a) 4,01+x0,02 (b)
144 1,31+0,21 (a) 9,46+0,69 (a) 3,97+0,09 (b)

P: Concentragéo de lipidio.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na curva de crescimento foi observada a queda do pH de 7,06 para 4,22
em 24h e apds esse periodo manteve-se estavel, em média de pH 4,08. A
atividade enzimética do filtrado e do micélio foi avaliada ap6s 48h de cultivo até
o tempo de 144 h de cultivo. A atividade de hidrélise enzimatica do micélio, em
média, de 2,19 + 0,78 U.g* e o filtrado ndo apresentou atividade enzimatica de
hidrolise ao longo do periodo de 144h. Essa analise foi realizada com o intuito
de verificar se havia producédo da enzima lipase pelo A. oryzae, ou seja, caso
fosse constatado o aumento na producao de lipase provavelmente o ciclo de
acumulo de lipideos estaria sofrendo uma alteracédo, pois trata-se de ciclos
concorrentes.

A andlise de acucares redutores possibilitou verificar que ao longo das
144h de cultivo ainda havia presenca de glicose residual remanescente. Isto
pode ser justificado pelo esgotamento da fonte de nitrogénio acarretando maior
acumulo de lipidio em detrimento do crescimento da biomassa
(PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2019).

Ja para biomassa seca verificou-se maior producdo nas primeiras 48h
correlacionando ao maior consumo de substrato. A concentracdo de biomassa
aumentou até 120h e apds esse periodo foi possivel observar que houve a fase

de morte, reduzindo 14,3% da biomassa presente.
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E o rendimento de lipidio segundo a analise estatistica de 48h - 144h ndo
apresentou diferenca significativa, correspondendo a faixa de 28 - 30 %
lipideo/biomassa seca. Assim, os dados relativos ao cultivo foram apresentados
na Tabela 7.
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Tabela 7 - Calculos de rendimento do cultivo de biomassa por consumo de glicose, lipidio por consumo de glicose e lipidio

por biomassa para a curva de crescimento do A. oryzae

Tempo de cultivo

Yxis Yris Ypix
(h) (%) (%) (%)
24 68,1 + 15,1 (@) 105+ 4,9 (b) 15,0+ 3,9 (b)
48 60,1 + 15,2 €) 16,5 + 2,3 (@) 27,8+3,2 (a)
72 58,9+0,4 €) 10,3+ 4,4 (b) 17,4 + 7,3 (ab)
96 55,1+9,3 (a) 116 + 1,6 (b) 21,1+ 0,7 (ab)
120 55,4+0,1 (a) 10,6 = 3,5 (b) 19,2 + 6,3 (a)
144 42,3+2,8 €) 13,8+1,2 (b) 329+ 51 (a)

Yxs: Rendimento de biomassa por substrato consumido; Yrs: Rendimento produto por substrato; Yeix: Rendimento de produto por biomassa.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Avaliando-se a producdo de biomassa por consumo de substrato,
evidenciou-se pouca variacdo ao longo do tempo, assim como o acumulo de
lipidio pelo consumo de substrato. No entanto, o rendimento de produto por
biomassa no intervalo de 96h — 120h apresentou um déficit de 9,3%.

Além dos aspectos avaliados, também foi possivel classificar o fungo
filamentoso Aspergillus oryzae, como um micro-organismo oleaginoso, pois,
conforme afirmado por Miao et al. (2020) os micro-organismos oleaginosos séo
aqueles capazes de acumular mais de 20% de lipidios em peso seco durante o
crescimento em meios de cultivo favoraveis. E com o intuito de promover um
processo de extracdo com uma tecnologia conhecida pela industria foi utilizado

0 banho ultrassénico como promotor do processo de extragao.

4.2 EXTRACAO DE LIPIDEO MICROBIANO

A extragdo por solventes, como o metanol, n-hexano, cloroférmio e
metanol, ainda consiste no método mais aplicado, com boa eficacia na extracédo
de diversos lipidios, inclusive em membranas ricas em PUFAs (ANANTHI et al.,
2021). No entanto, devido aos impactos ambientais e problemas relacionados a
saude devem ser substituidos pelo uso de solventes verdes capazes de
promover um bom rendimento de extracéo e que nao interfiram na qualidade do

produto.

4.2.1 Extracdo de Lipidios Totais

A extracdo de lipidios totais acumulados pelo A. oryzae foi quantificado
pelo método de Bligh & Dyer correspondendo ao rendimento de 31,4 + 0,1%

lipidio/biomassa seca no cultivo de 48h e 44,9 = 0,4% rendimento de
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lipidio/biomassa seca para o cultivo de 144h. Ademais, foi realizado o perfil de

acidos graxos, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 - Perfil lipidico dos acidos graxos extraidos

) Bligh & Dyer
Acidos Graxos

Tempo de cultivo

144 h 48 h

Composicao (%)

Miristico C14:0 1,1+0,0 1,1+0,0
Palmitico C16:0 225+0,1 249+0,1
Esteérico C18:0 57+0,1 9,0+0,1
Oleico Ci8:1 35,3+0,0 38,9+0,3
Linoleico C18:2 17,0+£0,2 12,6 £+ 0,0
Nonadecandico C19:0 13,7+0,0 8,8+0,1

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A partir da analise do perfil dos &cidos graxos extraidos pelos métodos de
Bligh & Dyer utilizando biomassa seca foi possivel verificar que o perfil lipidico
composto por aproximadamente 95% de acidos graxos e 5% de outros
compostos ndo identificados, dentre os &cidos graxos encontrados nestas
amostras aproximadamente 9 — 14% do total foi composto por PUFAS,
aproximadamente 35 — 39% por MUFAs e 43% de SFAs.

O MUFA encontrado foi o acido oleico (C18:1). Ja os SFAs encontrados
foram: acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido estearico (C18:0) e
o acido nonadecandico (C19:0). Apenas o &cido linoleico (C18:2) como PUFA.

Deste modo, destacaram-se o acido oleico (w9), C18:1, correspondendo
a 35 — 39%, seqguido do acido palmitico (C16:0) com 23 — 25%, acido linoleico
(wB), C18:2, com 13 — 17% dos componentes sendo os acidos graxos com

maiores percentuais.
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Esses dados encontrados no presente estudo correlacionam e
corroboram com os dados encontrados na literatura, como exemplo um estudo
realizado com o fungo Mucor circinelloides, que apresentou como perfil lipidico
39,3% de &cido oleico, 22,2% de &cido palmitico e 9,5% de &cido linoleico
(CARVALHO et al., 2015).

O &cido oleico (w9 - C18:1), um MUFA, pode ser encontrado também em
alguns Oleos vegetais, azeite, nozes, frutas e produtos animais. Em alguns
estudos este acido tem sido relacionado com a prevengcdo da obesidade,
atividade anticancerigena e anti-inflamatoria (SOMVANSHI et al., 2020;
TUTUNCHI et al., 2020).

O acido palmitico (C16:0), é classificado como SFA, sendo essa classe
de acidos graxos muito associada a doencas e agravo da saude. Este &cido
especificamente é um dos principais componentes da gordura saturada da dieta,
contribuindo para o aumento da obesidade, ocorréncia de eventos
tromboembdlicos, esteatose hepatica, e outros distirbios metabdlicos
(SARASWATHI et al., 2020, XU et al., 2020).

O acido linoleico (w6 - C18:2), é classificado como PUFA, sendo essa
classe os que despertam mais interesse do ponto de vista nutricional e fisiolégico
(ZANELLA et al., 2020). Este é um exemplo de acido graxo essencial, que ndo
pode ser sintetizado de forma autéctone pelo organismo humano, devendo entdo
ser obtido pela dieta (HUSSAIN et al., 2013; PERINI et al., 2010).

Desta forma, a busca de fontes alternativas para a obtencdo do acido
linoleico ganhou destaque nas indastrias nutracéuticas (CAROTA et al., 2018;
CARVALHO et al.,2018; DEMIR; GUNDES, 2020), uma vez que os PUFAs
apresentam relevancia na constituicdo e funcionalidade de diversos tecidos,
além de apresentarem potencial protecdo contra doencas cardiovasculares e
neuroldgicas (HUSSAIN et al., 2013; LIANG et al., 2021; SAKURADANI et al.,
2009).

Além do perfil de acidos graxos, a extracao de lipidios totais pelo método
de Bligh & Dyer possibilitou determinar a eficiéncia do processo de extragdo em
banho ultrassénico (equacgéo 5, sessdo 3.6.10) que foi utilizada para as préximas

etapas do trabalho.
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4.2.2 Extracdo de lipidio microbiano em banho ultrassénico

Inicialmente o etanol foi escolhido como solvente, por ser classificado
como um solvente verde, causando impacto ambiental menor que os solventes
comumente utilizados, além de néo apresentar risco a saude humana quando ha
a necessidade de exposicdo frequente, segundo apresentado pelas Normas
Regulamentadoras (NRs) que visa a prevencao de acidentes e a prote¢cédo dos
colaboradores (CHEMAT et al., 2019; HU et al., 2020; PERRIER et al., 2017;
STEVANATO; DA SILVA, 2019).

Além do método de extracdo por solvente, foi utilizado o método por
banho ultrassonico, que oferece algumas vantagens como: menor tempo e
temperatura necessaria para extragao e reducao do uso de solventes. O principal
mecanismo envolvido na extracdo por ultrassom € a cavitacao, levando a quebra
da estrutura celular da biomassa (GONZALEZ-BALDERASet al., 2020; IDO et
al., 2018; KUMAR; SINGH; KORSTAD, 2019; PERRIER et al., 2017).

Dessa forma, foi avaliado o processo de extracdo com biomassa Umida
para fins econbmicos de se estabelecer o processo de extracdo. Primeiramente
foi utilizado etanol como solvente e foi avaliada o processo de extracdo em banho
ultrassbnico. Apdés essa etapa estabelecida do processo foi verificado a
influéncia da biomassa Umida e seca no processo de extracdo e dado a

sequéncia da pesquisa com o teste de outros solventes e mistura de solventes.

42.2.1 Influéncia da extracdo de lipidio microbiano por solvente seguida

da extracdo em banho ultrassénico

Foi avaliado o efeito da extracdo do lipidio microbiano utilizando biomassa
Uumida que passou pelo processo de extracao por solvente, ou seja, extracao por
meétodo quimico e seguiu para o banho ultrassénico, extracao por método fisico.

Desse modo, foram estabelecidos 4 tempos para a avaliagdo da extragéo por
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solvente e foi realizado um teste comparativo apenas com a extracdo em banho

ultrassoénico. Os resultados foram apresentados na Figura 7.

Figura 7 - Extragao por solvente seguida da extragdo em banho ultrassénico
(80 min e 42 °C)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

De acordo com a andlise estatistica o melhor tempo de extragdo por
solvente ocorreu apés 24h de imersao em etanol com tempo de cultivo de 144h.
A eficiéncia de extracdo obtido no processo a partir de 24h em imersdo no
solvente seguida pela extracdo em banho ultrassonico correspondeu ao
rendimento de extracdo de lipidio por biomassa de 29,2 + 4,3%, ou seja,
promoveu a extracdo de aproximadamente 65% do teor lipidico presente na
biomassa, ou seja, E correspondeu ao aumento de eficiéncia de extracdo de
54,2% em relagcdo a amostra sem imersao em etanol.

O tempo de imerséo de 42h em etanol apresentou-se eficiente na extracédo
do lipidio microbiano, correspondendo a 45,2 + 4,4%. Ja para o tempo de 18h e
48h o tempo de imersdo nado exerceu forte influéncia como facilitadores do

processo de extracdo, quando comparados a amostra sem imersao.
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Elboughdir (2018) estudou o efeito da extracdo de conteudo fendlico
utilizando etanol como solvente, verificou a evidéncia o tempo de 20h em contato
com o0 solvente apresentou mais significativos correspondendo a
aproximadamente 32% do rendimento de extracdo, enquanto a extragcdo com
10h em contato com solvente apresentou rendimento de aproximadamente 20%.

Outro estudo com extracao de polifendis, antioxidantes, de bagaco de uva
apresentou melhor rendimento em 24h de extragdo utilizando o etanol como
solvente. O estudo foi realizado em temperatura ambiente utilizagdo 50g de
bagaco e 100 mL do solvente nos tempos de 1h, 12h e 24h (LAPORNIK;
PROSEK; WONDRA, 2015)

Deste modo, diante dos resultados apresentados o tempo de imersao em
etanol de 24h foi selecionado para ser utilizado na sequéncia da pesquisa.

4.2.2.2 Influéncia da temperatura na extracao do lipidio microbiano em

banho ultrassénico

Seguindo com o uso da biomassa Umida, outro fator avaliado na extracao
por ultrassom foi a influéncia da temperatura, uma vez que a determinacao da
temperatura 6tima de extracdo tem sua importancia, devido ao impacto no
consumo de energia do processo (RAO et al., 2015). Foram avaliadas as
temperaturas de extracdo de 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C e

65 °C por 80 min de extracdo em ultrassom conforme mostrado na Figura 8.
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Figura 8 - Influéncia da temperatura na extracéo dos lipidios microbianos em
banho ultrassonico (24h de extracdo por solvente, 80 min banho ultrassonico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Foi observado que as temperaturas de 40 °C, 60 °C e 65 °C apresentaram
eficiéncia extracao lipidica de aproximadamente 30%. Enquanto as temperaturas
de 45 °C a 55 °C conseguiram promover a extracdo de aproximadamente 57% e
61%, e segundo a andlise estatistica 45 °C, 50 °C e 55 °C apresentaram 0
mesmo resultado significativo, correspondendo a extracdo de 63,8% do teor
lipidico. Por fim, o menor resultado de extracao foi observado a uma temperatura
de 35 °C com eficiéncia de extracdo de aproximadamente 21%.

A queda no rendimento de extracdo quando comparado com o0
experimento anterior (4.2.1) pode ser justificavel pelo uso do banho acoplado ao
banho ultrassénico, com a finalidade de controlar a temperatura durante o
processo de extracao para facilitar a aplicagdo em larga escala.

Segundo Rao et al. (2015), com o aumento da temperatura se observa
também um aumento da solubilidade da amostra no solvente, acarretando um
aumento da transferéncia de massa e, consequentemente, melhorando o
processo de extracao lipidica, conforme observado para as temperaturas de 40,
45 e 50 °C.
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Tiwari (2015) acrescenta que o processo de cavitacdo pode ficar reduzido
em altas temperaturas, devido ao preenchimento dos vazios por vapores de
solvente, podendo assim estar relacionado a queda de rendimento de extragdo
nas temperaturas de 60 e 65 °C.

Deste modo, a temperatura escolhida para dar sequéncia ao trabalho foi
de 50 °C por promover a melhor eficiéncia de extracdo e ter menor desvio

padréo.

4.2.2.3 Influéncia do tempo em banho ultrass6nico na extracao

Realizada a andlise sobre a influéncia do tempo (80, 100, 120 e 140
minutos) de extragdo em banho ultrassoénico a 50 °C utilizando biomassa umida
gue permaneceu previamente por 24h em imersdo em solvente. Os resultados

foram apresentados na Figura 9.
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Figura 9 - Influéncia do tempo na eficiéncia de extracao lipidica

(24h imerséo etanol; 50 °C em banho ultrassénico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A eficiéncia de extracao lipidica foi calculada para 80, 100, 120 e 140
minutos foram, respectivamente: 33,1 + 9,2%, 30,4 + 2,9%, 33,0 £ 0,3% e 30,6
+ 6,8%. Portanto, segundo analise estatistica todos os tempos de extracéo
apresentaram a mesma eficiéncia de extracdo. Além disso, o tempo de extracéo
reduzido representa economia energética nessa etapa do processo.

Segundo Selvakumar e Sivashanmugam (2019), o tempo 6timo de
extragcdo em banho ultrass6nico sera atingido quando houver tempo héabil para
que ocorra a quebra da parede celular e consequente penetragéo significativa
de solvente nas células, de modo a otimizar o processo de dissolucdo e extracao
dos lipidios.

Estudos apontam que o rendimento da extragéo pode diminuir quando se
excede um determinado limite de tempo no banho ultrassénico (ZHOU et al.,
2018). Além disso, esse mesmo fator pode acarretar alteracdes indesejaveis no
composto extraido (TIWARI, 2015).
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Desse modo, foi possivel verificar que nas condi¢des do presente estudo
o tempo de extracdo em banho ultrassénico correspondendo a 80 min. foi

escolhido para a continuacdo as analises subsequentes.

4224 Comparacéo do processo de extracdo em banho ultrassénico

utilizando biomassa Umida e seca

Neste estudo o processo de extracdo do lipideo microbiano em banho
ultrassénico foi pré-determinado utilizando biomassa Umida. No entanto, a
comparacao do uso de biomassa seca tornou-se um novo ponto a ser abordado,
visando determinar a eficiéncia do processo de extracéo lipidico.

Os resultados do teste comparativo utilizando biomassa seca e Umida,
foram apresentados na Figura 10. A biomassa Umida apresentou teor de

umidade <80% enquanto a biomassa seca <5%.
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Figura 10 - Comparativo da eficiéncia de extracao lipidica utilizando biomassa
seca e Umida

(24h de extracdo por solvente; 50° e 80 min extragéo em banho ultrassonico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Os célculos foram realizados baseando-se na eficiéncia da extracéo
lipidica. Avaliando a extracdo por solvente, com a biomassa seca foi atingida a
extracdo de aproximadamente 84,8%, enquanto na extragdo com biomassa
Uumida a eficiéncia de extracao lipidica foi de aproximadamente 64,2%.

Comparando os dados experimentais obtidos com os da literatura, é
possivel avaliar que a biomassa Umida apresenta vantagem econémica em
relagdo a extracdo da biomassa seca, uma vez que essa Ultima necessita passar
pelo processo de secagem previamente a extracdo, demandando maior tempo
e energia no processo (DALMAS NETO et al., 2020). No entanto, a secagem da
biomassa trata-se de um processo escalonavel de grande aplicacdo industrial
que pode apresentar vantagens ao processo de extracdo. Dong et al. (2016)
acrescentam que a presenca de agua na biomassa, reduz a transferéncia de

massa e formacéo de emulséo dificultando a extragao por solventes.
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Além disso, um estudo realizado por Zhu, Zhou,Yu (2002), utilizando o
fungo filamentoso Mortierella alpina foi obtido rendimento de extracdo superior
utilizando biomassa seca a biomassa Umida, correspondendo a 41,1% e 27,6%
respectivamente. Os autores justificam a diferenca dos resultados obtidos devido
a ndo extracao de lipidios presentes na membrana quando utilizada a biomassa
umida. Desse modo, a biomassa seca pode apresentar vantagens industriais
quando comparada a umida, diminuindo a quantidade de matéria-prima a ser

empregada.

4.2.2.5 Influéncia da extracdo por solvente seguida da extracao de lipidio

em banho ultrassénico

A fim de investigar a melhor aplicacdo da biomassa, seca ou umida, foi
avaliado o efeito da extracdo do lipidio microbiano por solvente (24h de imerséo
e etanol), seguida do processo em banho ultrassdnico para biomassa seca e
Uumida (80 min e 50 °C). Os resultados foram apresentados na Figura 11.

Com base nos dados apresentados, o tempo de imersdo de 24h em etanol
promoveu o aumento na eficiéncia de extracdo do lipidio microbiano para
biomassa Uumida facilitando o processo de extracdo em banho ultrassénico. O
maior resultado pode ser justificavel pelo tempo habil para que o solvente
penetre na célula facilitando a dissolucdo e extragdo dos lipidios
(SELVAKUMAR; SIVASHANMUGAM, 2019). J4 para a biomassa seca a
extracdo por solvente ndo apresentou niveis consideraveis como facilitadores do
processo de extracao por apresentarem eficiéncia de extracao lipidica de 84,8%
com a extracdo por solvente seguida da extracdo por banho ultrassénico e
eficiéncia de extracdo de 84,0% para extracdo apenas em banho ultrassénico.

Dessa forma, foi possivel verificar que o processo de extracao utilizando
biomassa seca continua sendo mais eficiente do que a biomassa umida. Além
disso, fundamentado pela andlise estatistica a biomassa seca apresentou o

mesmo rendimento sem tempo de repouso em etanol, e em 24h de imerséo em
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etanol, dessa forma, torna-se plausivel a utilizacdo da biomassa seca com o
propésito de reduzir uma etapa do processo de extracao, aumentar a vida util da
biomassa, apresentar baixo de custo de armazenamento e transporte. Sendo
assim, a biomassa seca sem repouso em etanol foi escolhida para dar
continuidade aos estudos.

Figura 11 - Avaliacéo da eficiéncia do processo de extracao lipidica para
biomassa seca e Umida com extracéo por solvente seguida da extracdo em
banho ultrassénico (24h extracao por solvente e 80 min e 50 °C em banho
ultrassonico) e com extracao apenas em banho ultrassénico (80 min banho
ultrassonico, 50 °C)
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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4.2.2.6 Extracao de lipidio microbiano em banho ultrassénico utilizando

solventes organicos

ApGs a determinacgdo das condi¢Bes de extracdo em banho ultrassénico
utilizando o etanol como solvente e verificagdo que a biomassa seca apresentou
boa eficiéncia de extracdo, foram realizadas extracbes com solventes como
acetato de etila, hexano, heptano, metanol, isopropanol e o etanol que foi a
amostra controle, cujos resultados foram apresentados na Figura 12.

Figura 12 - Eficiéncia de extracdo de lipidio microbiano utilizando diferentes
solventes orgéanicos (50 °C e 80 min banho ultrass6nico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Como solvente apolares tem-se o hexano e o heptano pertencente a
classe dos hidrocarbonetos e o acetato de etila pertencente ao grupo dos
ésteres. Ja os solventes polares utilizados no estudo foram o metanol, o etanol
e o isopropanol, todos da classe dos alcoois. A polaridade do solvente deve ser
similar a polaridade do composto alvo com o intuito de obter a melhor extragdo
desse composto (MUSSAGY et al., 2020).
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A pesquisa possibilitou avaliar a extracdo em banho ultrassénico
utilizando solventes apolares e polares. Entre os solventes foram adicionados o
hexano (apolar) e metanol (polar), para efeito comparativo do potencial de
extragcdo dos solventes verdes quando comparado a estes solventes que
apresentam grande empregabilidade na extracdo de Oleo e necessitam ser
substituindo. O hexano é amplamente empregados nos processos de extracado
e a necessidade de ser substituido por op¢Bes mais adequados por
apresentarem graves problemas a salude e ao meio ambiente (DE JESUS;
MACIEL FILHO, 2020).

Os resultados obtidos foram estatisticamente semelhantes para o acetato
de etila, heptano, hexano, etanol e isopropanol, apresentando eficiéncia média
de extracao do lipidio microbiano de aproximadamente 95%, sendo o teste com
metanol o que apresentou maior eficiéncia de extracao lipidica, promovendo a
extracdo total dos lipidios acumulados na biomassa do A. oryzae.

Com base nos dados apresentados e na analise estatistica o rendimento
de extracdo do etanol e isopropanol foram semelhante e podem ser
considerados possiveis substitutos para o metanol devido as propriedades
fisicas semelhante e a baixa toxicidade, porém a alta polaridade e solubilidade
ainda é uma barreira (DE JESUS; MACIEL FILHO, 2020).

Os solventes apolares hexano e heptano séo hidrocarbonetos, ou seja,
sdo provenientes de fontes de petrdleo. J& o acetato de etila € um éster, que se
apresentou eficiente na extracao lipidica do A. oryzae promovendo a extracdo
de 96% dos lipidios presentes na biomassa. Estudos de extracao de lipidios com
solventes verdes aplicados a levedura e microalgas, também demonstraram que
0 hexano pode ser substituido pelo acetato de etila IMATOUKENE, et al., 2020).
Dessa forma, considerando um procedimento industrial mais verde e sustentavel
€ possivel faz o uso do acetato de etila sem perder a eficiéncia do processo de
extracao.

Além do rendimento de extracéo foi realizada a analise do perfil de acidos

graxos extraidos cujos resultados foram apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Perfil de acidos graxos obtidos do A. oryzae utilizando extracdo em
banho ultrassdnico com diferentes solventes

Acetato  Heptano Hexano Metanol Etanol Isopropanol

Acidos Graxos de etila

Composigéo (%)

Miristico C14:0 2+0 2+0 2+0 1+0 1+0 1+0
Palmitico C16:0 33z0 364 330 24+0 24+0 23%1
Palmitoleico C16:1 1+0 1+0 1+£0 1+0 - 1+0
Esteérico C18:0 12+0 12+1 12+0 8+0 8+0 810
Oleico C18:1 41 +3 41+ 4 42 +1 390 390 400
Linoleico C18:2 2+0 1+0 32 14+1 14+0 130
Nonadecanoico C19:0 - - - 101 100 100

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Através do perfil de acidos graxos foi possivel verificar que os solventes
mais apolares (acetato de etila, heptano e hexano) apresentaram perfil de acidos
graxos semelhantes, e para os solventes polares (metanol, etanol, isopropanol)
0 mesmo aconteceu.

Os solventes apolares promoveram melhor extracdo dos acidos graxos
miristico (C14:0) e palmitico (C16:0) em relacéo aos solventes polares. Enquanto
0s solventes polares apresentam o perfil de acidos graxos extraido com maior
incidéncia do acido linoleico (C18:2) e nonadecandico(C19:0). E tanto polares
como apolares proveram a extracdo de acidos graxos palmitoleico (C16:1),
oleico (C18:1) iguais segundo a andlise estatistica.

Para complementar os resultados apresentados através do perfil de
acidos graxos, foi realizada a cromatografia de camada delgada para
determinacao, de forma qualitativa, do perfil dos lipidios extraidos, com base na
metodologia apresentada no item 3.7.9. Logo, os resultados obtidos foram

apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Cromatografia de camada de delgada para determinacdo dos
lipidios extraidos em banho ultrassénico utilizando solventes
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Fonte: Prépria autora (2022)

Conforme apresentado na Figura 13, foi possivel determinar de forma
qualitativa a presenca de acidos graxos, monoglicerideo, diglicerideo e
tricilglicerois pela analise de TLC.

No mais, 0s solventes acetato de etila, heptano e hexano tornaram mais
evidentes a extracdo dos triacilglicerois, enquanto que os acidos graxos,
monoglicerideos e diglicerideos também estdo presentes, porém com menos
destaque. A extracdo de triacilglicerdis mais evidentes no hexano e acetato de
etila se justifica pelo lipideo extraido pelo solvente, o hexano tem afinidade com
a extracao de triacilgliceréis (MENEGAZZO; FONSECA, 2019).

Ja os solventes isopropanol, etanol e metanol, foi possivel evidenciar a
presenca de acidos graxos, monoglicerideos, triglicerideos e apresentou
destaque para a identificacdo de mais de um tipo de diglicerideo.

Do mesmo modo, foi evidenciado um composto cujos padrdes na Figura
12 néo tornaram possivel a identificar e para isso foi realizada nova TCL para
verificagdo se o composto encontrado se tratava éster, entdo foi utilizado o

padrdo de biodiesel. O resultado foi apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Cromatografia de camada delgada para identificacéo da presenca
de éster no lipidio extraido
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AG: &cido graxo; MONO: monoglicerideo; DI: diglicerédo; TAG: triacilglicerol
Fonte: Prépria autora (2022).

A partir da TLC foi possivel verificar que o composto formado pode ser um
possivel éster presente na biomassa. Embora este composto esteja presente
apenas na classe dos alcoois: isopropanol, etanol e metanol. Segundo a
literatura, a sintese do éster necessita de um catalisador, ou seja, o biodiesel
ocorre a partir da  por transesterificacdo de triglicerideos  ou
esterificacdo de acidos graxos livres com élcool de cadeia curta, como metanol,
etanol, propanol e butanol na presenca de um catalisador em excesso nha

leve presenca de um catalisador acido, basico ou enzima (AGHBASHLO et al.,
2021).

4.2.2.7 Extracdo de lipidio microbiano em banho ultrassoénico utilizando

mistura de solventes

Com a finalidade de aumentar o rendimento de extracdo com 0 uso de
solventes organicos com a polaridade e dentro da premissa "Similar dissolve
similar" foram realizadas mistura de solventes com base nos dados
apresentados anteriormente, sendo o acetato de etila escolhido como a parte
apolar da mistura. Além de ser um solvente verde o acetato de etila apresenta

ponte de ebulicdo relativamente baixo (77°C, 1 atm), o que torna um facilitador


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/triglycerides
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/free-fatty-acid
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na separacao do lipidio do solvente, consequentemente gera menor demanda
energética (LU; WANG; YUAN, 2015).

E para a parte polar da mistura foram realizadas extragdes com os alcoois:
metanol, etanol e isopropanol nas propor¢des 2:1, 1:1 e 1:2, conforme

apresentado na Figura 15.

Figura 15 - Eficiéncia de extracdo do lipidio microbiano utilizando mistura de
solventes (80 min e 50 °C em banho ultrassdnico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Neste teste foi avaliado a eficiéncia de extracdo do lipidio microbiano em
banho ultrassénico diante de diferentes misturas de solventes e proporc¢des entre
as misturas.

Para a mistura de acetato de etila com metanol observou-se que as
proporcdes 1:1 e 1:2 conseguiram realizar a extracao total dos lipidios presentes
na biomassa do A. oryzae; e a proporcao de 2:1 ficou muito préxima da extracédo
total dos lipidios conseguindo extrair cerca de 96,6% do teor lipidico da
biomassa. Ndo sendo observado diferencgas significativas nos resultados para
todas as proporc¢des utilizando a mistura acetato de etila: metanol.
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Analisando a mistura acetato de etila: etanol todas as proporcoes
avaliadas conseguiram promover a extracao total do lipidio microbiano, ou seja,
100% do lipidio presente na biomassa do fungo filamentoso em estudo e desse
modo né&o foi observado diferenga estatisticamente significativa.

Finalmente, analisando a mistura acetato de etila: isopropanol foi obtido
eficiéncia de extracdo de lipidio de 98,5% para proporcdo 2:1, 96,5% para
proporcdo 1:1 e 95,5% para proporgdo 1:2, e ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas.

Assim sendo, segundo a andlise estatistica todas as proporc¢des avaliadas
utilizando mistura de solvente resultaram na extracao total do lipidio microbiano
acumulado pelo A. oryzae. No entanto, o uso do metanol como solvente de alta
empregabilidade industrial acarreta efeitos maléficos ao meio ambiente e a
saude humana e seu uso em larga escala pode ser inviavel. Ademais, a mistura
de acetato de etila: etanol em quaisquer proporcdes, que apresenta
caracteristicas mais interessantes em relacdo a producdo mais limpa. Pode-se
acrescentar que o rendimento de extracdo do lipidio microbiano fazendo o uso
de misturas de solvente foi significantemente maior que a extracao realizada com
penas um solvente, isso se justifica pelo uso de misturas de solventes polares e
apolares que promovem aumento na extracdo (MENEGAZZO; FONSECA,
2019).

Embora o rendimento tenha sido aumentado quando utilizado a mistura
de solventes foi avaliado também o perfil de &cidos graxos extraidos, conforme

apresentado na Tabela 10.



Tabela 10 - Perfil de acidos graxos extraidos em banho ultrassénico utilizando mistura de solventes

Acido Acetato de etila e Metanol Acetato de etila e Etanol Acetato de etila e Isopropanol
graxo (2:1) (1:2) 1:2) (2:1) (1:1) (1:2) (2:1) (1:1) (1:2)
Concentracéo (%)

C8:.0 - - - - - - - - -
C10:0 - - - 220 - - - - -
C12:0 - - - - - - - - -
Cl14:.0 | 1,3+£0,1 1,1+0,1 1,2+0,1 1,9+0,6 1,1+0,2 1,3+0,5 1,1+0,2 1,3+0,0 1,4+0,1
C16:0 (24,2+0,1 |22,8+1,7 22,7+15 248+14 | 234+26 | 248+1,1 | 254+0,0 | 23,1+0,9 | 24,1+0,4
Ci6:1 | 0,8+0,1 0,8+0,1 0,7+0,0 - - 24+13 15+£1,0 - 09+0,3
C18.0 | 8,3+04 721204 75+0,9 8,7x11 8,4+0,1 8,7+1,6 7,7+0,1 8,6 +0,7 95+1,1
C18:1 | 39,2+0,6 |40,2+0,2 393+14 40,2+00 | 41,3+10 | 376+0,4 | 404+15 | 39,2+15 | 39,5+0,2
C18:2 (13,4+0,8 |13,7+1)9 12,9+0,7 138+10 | 119+0,8 | 13,2+0,7 | 15,0+1,2 | 13,3+1,2 | 13,8+0,4

C19 |10,3+0,5 |11,0+0,9 105+1,5 74+23 | 13,033 | 98+£0,0 79+10 | 11,3+2,7 | 9,4+£05
Outros | 2,4 0,2 20+0,9 53+0,6 0,9+0,1 20+0,1 3,0+£04 1,1+0,2 25+0,2 15+0,3
SFAs 44,1 42,1 41,9 45,0 45,9 44,6 42,1 44,3 44,4

MUFAs 40,0 41,0 40,0 40,2 41,3 40,0 42,0 39,2 40,4
PUFAs 13,4 13,7 12,9 13,8 11,9 13,2 15,0 13,3 13,8

Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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Com base no perfil de acidos graxos foi possivel verificar que a extracao
utilizando mistura de solventes apresentaram um perfil de acidos graxos bem
proximos. Dessa forma, os &cidos graxos com maior percentual foram: 38-41%
oleico (C18:1), palmitico 23-25% (C16:0), linolénico 12-25% (C18:2), 9-11%
nonadecandico (C19:0) e 7-9% estearico (C18:0).

As diferencas significativas encontradas foram relevantes a mistura
acetato de etila: etanol (2:1) onde foi extraido 2% do acido graxo caprico (C10:0)
que ndo foi extraido pelos solventes e pelas outras misturas de solventes.

E comparando com o perfil de &cidos graxos encontrados na extragcdo com
solvente, a mistura promoveu a extracdo do nonadecandgico (C19:0) que nado era
extraido pelos solventes apolares, aumentou a extracdo do acido linolénico
(C18:2) e foi reduzida a extracédo do palmitico (C16:0).

O perfil de acidos graxos extraidos muito semelhantes € justificavel pelos
componentes da mistura, ou seja, a mistura foi composta por acetato de etila e
grupo alcool de cadeia pequena (metanol, etanol e isopropanol) que apresenta
propriedades fisica semelhantes entre si (DE JESUS; MACIEL FILHO, 2020).

Com o intuito de verificar a os lipidios extraidos utilizando mistura de
solventes foi realizada a TCL, descrita no método 3.7.9, cujos resultados foram

apresentados na Figura 16.

Figura 16 - Cromatografia de camada de delgada para determinacéo dos
lipidios extraidos em banho ultrassénico utilizando misturas de solventes

AG MONO DI TAG  BIODIESEL (-

AG: acido graxo; MONO: monoglicerideo; DI:‘digI‘ice‘rideo; TAG: triacilglicerdlv
Fonte: Prépria autora (2022).
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A partir da TLC foi possivel determinar os lipidios extraidos, fazendo o
uso da mistura de solventes. Dessa forma, todas as misturas de solventes
promoveram a extracdo de &cidos graxos, monoglicerideos, diglicerideos,
triacilglicerais.

Apenas a mistura de solventes acetato de etila: etanol (2:1) né&o
apresentou a presenca de éster em sua composicao tornou-se mais interessante
indo de encontro com o intuito do trabalho que € a producao e extracao de lipidio
microbiano para fins nutracéuticos.

A mistura de solventes acetato de etila: etanol (2:1) foi escolhida pela
eficiéncia de extracao do lipidio microbiano e a capacidade da mistura de extrair
acidos graxos, monoglicerideos, diglicerideo e triglicerideos. Ademais o etanol €
solvente de baixo custo, renovavel, seguro com forte afinidade pelo complexo de
lipidios do A. oryzae. E juntamente com o acetato de etila € possivel promover
uma extracdo em banho ultrassénico com uso de solventes verde e que
apresentou a mesma eficiéncia de extracao de lipidio microbiano que os métodos
convencionais, como Bligh & Dyer, que foi utilizado como base para os calculos
de eficiéncia do processo de extracdo de lipidio microbiano desenvolvido. E os
resultados indicam que a unido de solventes polares e apolares podem promover
uma extracdo eficiente lipidio microbiano. Acrescenta-se que o perfil lipidico e
de acidos graxos por esta mistura foram condizentes com o intuito do trabalho,
ou seja, a utilizacao do lipideo extraido para fins nutracéuticos. Dessa forma, foi

dado continuidade ao trabalho utilizando a mistura acetato de etila:etanol (2:1).

42.2.8 Melhoramento do processo de extracdo do lipidio microbiano em

banho ultrassénico

O ultimo passo do trabalho foi o melhoramento do processo de extracéo
do lipidio microbiano em banho ultrassonico. Dessa forma, foram avaliados a
relacdo solido: liquido, temperatura de extragdo em banho ultrassénico e tempo

de extracdo em banho ultrassoénico.



83

A avaliacdo da relacao sdlido: liquido € essencial para promover a melhor
extracdo dos lipidios. Dessa forma, foram testados diferentes g de biomassa: mL
da mistura de solvente acetato de etila: etanol (2:1); e os resultados obtidos estédo

expressos na Figura 17.

Figura 17 - Influéncia da relacéo sdlido: liquido na extracéao de lipidio microbiano
em utilizando mistura de solvente (80 min e 50 °C em banho ultrass6nico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A eficiéncia de extracao lipidica obtido da relacao sdlido: liquido 0,25g: 50mL
foi de 97,5 + 1,6%, enquanto para a relacdo 0,5g: 50mL foi de 100%. Ja para a
relacéo 0,75g:50mL foi de 97,5 = 2,4% e para a relagdo 1,0 g: 50mL foi de 89,6
*+ 2,7%.

Segundo a andlise estatistica 0 melhor rendimento foi obtido na proporgéo
0,5 g: 50 mL que conseguiu promover a extracdo total do lipidio microbiano
presente na biomassa. O resultado obtido pode ser justificavel pelo aumento no
gradiente de concentracdo entre a fase liquida e solida, o que torna melhor a
transferéncia de massa, acarretando melhor rendimento (ZHONG et al., 2018).

Dessa forma, a proporgéo 0,5g: 50 mL foi escolhida para dar continuidade ao
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trabalho seguindo para a avaliacdo da temperatura de extracdo em banho
ultrassénico.

Foram avaliadas as temperaturas iniciais de 30 °C, 50 °C e 80 °C os dados
foram apresentados na Figura 18.

Figura 18 - Influéncia da temperatura na extracéo de lipidio microbiano
utilizando mistura de solventes. (80 min em banho ultrassénico)
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Para as temperaturas iniciais de 30 °C, 50 °C e 70 °C foram obtidas as
respectivas eficiéncias de extracdo do lipidio microbiano: 95,4 + 2,3%, 98,5 +
2,1% e 72,0 £ 3,8%.

Os dados apresentados atraem a atencdo para a temperatura de 30 °C
que apresentou mesmo resultado estatistico que a temperatura de 50 °C. E este
fato pode ser justificavel pelo aumento da temperatura do banho ultrassénico ao
longo do processo de extragcéo, conforme afirmado por Tiwari (2015), que no
banho ultrassénico é inevitavel a mudanca de temperatura devido a energia
sonora.

A extragdo com temperatura inicial 30 °C finaliza o processo com
aproximadamente 41°C enquanto a temperatura de 50 °C apresentou uma

pequena variagcdo, correspondendo a 50 = 2°C. Dessa forma, visando um
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processo de extracdo com baixa demanda energética a temperatura de 30 °C é
mais atrativa para a extracdo em banho ultrassonico.

E por fim, foi avaliado o tempo de extracdo em banho ultrassonico
utilizando a mistura de solventes acetato de etila: etanol (2:1). Dessa forma foram

avaliados os tempos 40 min., 60 min., 80 min., 100 min. e 120 min. conforme
apresentado na Figura 19.

Figura 19 - Influéncia do tempo de extracao de lipidio microbiano em banho
ultrassonico utilizando a mistura de solvente (temperatura inicial de 30 °C)
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Analisando a extracao do lipidio microbiano em temperatura inicialmente
de 30 °C, pelo tempo de 40 min., 60 min., 80 min., 100 min. e 120 min., foi
atingida as respectivas eficiéncias de extragcéao: 90,7 + 2,0%, 93,0 £ 2,4%, 96,6 +
4,4%, 97,8 + 3,3% e 97,9 + 3,2%.

Segundo a andlise estatistica todos os testes apresentaram 0 mesmo
resultado significativo. Demonstrando, deste modo, que se pode optar pelo
menor tempo de extracdo, 40 minutos, acarretando menor tempo de producao e
menor demanda energética, promovendo um melhor aproveitamento da matéria

prima e dos recursos e produtos utilizados no processo de extracao.
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Este fato corrobora com a busca por uma extracao verde, conforme afirma
Hu et. al (2021), em que as melhores tecnologias de extracdo devem se
concentrar no menor impacto ambiental, como neste caso um menor consumo

de energia.

43 COMPARACAO DO DESEMPENHO DO PROCESSO ESTUDADO:
CULTIVO E EXTRACAO DE LIPIDIO MICROBIANO DO A. ORYZAE

Visando-se avaliar o desempenho do processo de cultivo do fungo
filamentoso A. oryzae e as condi¢cfes de extracao do lipidio microbiano em
banho ultrassonico fazendo-se o0 uso de solventes orgénicos verdes foi
construida a Tabela 11 com o resumo das melhores condi¢Bes estudadas. Na
tabela foram apresentadas as condicfes de extracdo, uso de pré-tratamento, tipo
de biomassa aplicada, tempo de extracdo em banho ultrassénico, temperatura
de extracdo em banho ultrassoénico, relagéo solido: liquido de g biomassa por mL
solvente em uso, solvente utilizado e o rendimento da extracdo em funcao do

lipidio extraido pela biomassa utilizada.



Tabela 11 - Comparacao do desempenho do processo cultivo e extracdo de lipidio microbiano do A. oryzae

(continua)
Condicdes de extracdo em b. ultrassoénico
Pre- Tino d Relacao Eficiéncia de
Testes tratamento | . Ipo de Tempo (min) | Temp. (°C) | Sélido: Liquido | Solvente |extracéo lipidica (%)
iomassa (9. mLY)
Meio de cultura B _— - o _
(144h de cultivo) - Umida 80 Inicial 42°C 0,5:50 Etanol 73,0£11,0
48h de cultivo - Umida 80 Inicial 42°C  0,5:50 Etanol  62,0£7,1
Extracao por solvente (Pré- 24h de -
caop Extracdo por Umida 80 Inicial 42°C 0,5:50 Etanol 65,1 +9,6
tratamento)
solvente
Extracdo com temperatura 24h de -
¢ P Extracdo por Umida 80 50 °C 0,5:50 Etanol  61,2+29
constante
solvente
24h de )
Tempo de extracao Extracdo por Umida 80 50 °C 0,5:50 Etanol 33,1+ 9,2
solvente
24h de
. . Extracdo por  Seca 80 50 °C 0,5:50 Etanol 84,8+0,8
Tipo de Biomassa
solvente
- Seca 80 50 °C 0,5:50 Etanol 84,0+£23
- Seca 80 50°C 0,5:50 Acetato deetila 96,0 + 4,5
Extracio com solventes - Seca 80 50 °C 0,5:50 Hexano 94,6 + 6,7
& OrOANICOS - Seca 80 50 °C 0,5:50 Heptano 943+7,5
9 - Seca 80 50 °C 0,5:50 Metanol 100,0 £ 0,0
- Seca 80 50 °C 0,5:50 Isopropanol 93,7 £ 5,5
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Tabela 12 - Comparacao do desempenho do processo cultivo e extracdo de lipidio microbiano do A. oryzae

(concluséao)

Testes

Pre-
tratamento

Condicdes de extracdo em b. ultrassoénico

Tipo de

0,
Biomassa Temp. (°C)

Tempo (min)

Relacéo
Sdlido: Liquido
(g.mL™)

Solvente

Eficiéncia de
extragdo lipidica (%)

Extragdo com mistura de
solventes organicos

Seca 80 50°C

0,5:50

Acetato
de etila:
etanol
(2:1)

100,0 £ 0,0

Relagéo Sdlido: Liquido

Seca 80 50 °C

0,5:50

Acetato
de etila:
etanol
(2:1)

100,0 +0,0

Temperatura de extragao

Inicial 30

80 oc

Seca

0,5:50

Acetato
de etila:
etanol
(2:1)

955+2,0

Tempo de extracao

Inicial 30

40 oC

Seca

0,5:50

Acetato
de etila:
etanol
(2:1)

90,7+ 2,0

Fonte: Autora (2023).
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O resumo dos dados apresentados, em geral, foi satisfatério. Inicialmente
a extracao do lipidio microbiano se deu inicio com Ypixde 32,9 £5,1% com 0 uso
de biomassa umida e extracdo em banho ultrassénico de etanol como solvente,
com tempo de cultivo de 144h. Apés a avaliacdo da curva de crescimento
verificou-se que em 48h de cultivo, era obtido um rendimento de extracdo Yp/x
de 27,8 + 3,2%, desse modo, o A. oryzae foi classificado como um
microrganismo filamentoso, ou seja, com a capacidade de acumular mais de
20% de lipidio no peso da biomassa seca.

As modificacbes da extracdo iniciaram-se com 0 uso da extracdo por
solvente como pré-tratamento para posterior extracdo em banho ultrassénico,
cujo Ypix foi de 29,2% em 24h de imersdo em etanol que correspondeu a
eficiéncia de extracdo lipidica de 65,1 + 9,6%. Em seguida, foi avaliada a
influéncia da temperatura e do tempo de extracdo houve uma queda no
rendimento, justificada pelo acoplamento de bomba peristaltica para manter a
temperatura constante durante a extragdo em ultrassom. Outro aspecto
observado foi a  dificuldade de trabalhar com a biomassa Umida, pelos
percentuais de umidade que podem interferir na concentracdo do solvente
utilizado, ja que se fez do etanol, solvente polar facilmente miscivel em agua. A
partir desses questionamentos foi avaliado o processo de extragdo comparando
0os resultados obtidos para biomassa seca e Umida. E a biomassa seca
apresentou-se bastante vantajosa com Yeix de 26,4% e eficiéncia de extragédo
lipidica de 84,8 + 0,8% apds pré-tratamento com etanol e a extracdo em banho
ultrassénico. Em seguida, foi verificado a necessidade do pré-tratamento para a
biomassa seca, e toda via, a biomassa seca sem o pré-tratamento obteve
resultados de rendimento significantemente iguais, correspondendo a 26,6%
lipidio/biomassa e apresentou eficiéncia de extracdo do lipidio microbiano de
aproximadamente 84,0 £ 2,3%. A partir desses resultados, o trabalho deu
continuidade com a biomassa seca por apresentar a vantagem de poder ser
armazenada por longos prazos e a néo interferéncia da umidade no processo de
extracdo do lipidio.

Também foi realizado um screening de solventes organicos, ou seja, uma

varredura, para determinar os solventes organicos com maior afinidade pelos
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lipidios acumulados pelo A. oryzae. Dessa forma, foram testados os solventes
apolares: acetato de etila, hexano e heptano. E os solventes polares: metanol,
etanol, isopropanol. Estes em sua maioria apresentaram resultados muito
semelhantes, destacando-se o etanol com Yp/x de 31,4% e eficiéncia de extragao
do lipidio microbiano de 100%. No entanto, como o intuito do trabalho foi
promover uma extracdo com uso de solventes verdes, este foi apenar utilizado
para compara¢do com os demais solventes polares, assim como o hexano. Além
disso, o0 screening de solvente possibilitou verificar que o acetato de etila se
mostrou uma alternativa promissora para a substituicdo do hexano na extracao
do lipidio proveniente do A. oryzae, com Yp/x de 30,8%, ou seja, apresentou a
extracdo de 96% do lipidio presente na biomassa.

Dessa forma, com o intuito de melhorar o rendimento da extracao foi
avaliado a mistura do solvente apolar, acetato de etila, com os solventes polares,
metanol, etanol e isopropanol nas relagfes (2:1), (1:1) e (1:2). E a mistura que
foi acetato de etila: etanol em todas as propor¢des promoveu a extracao total do
lipidio presente na biomassa. Além disso, o perfil de &cidos graxos extraidos
corrobora com o intuito do trabalho, ou seja, a extracdo dos acidos graxos de
interesse nutracéuticos como o &cido oleico (C18:1) e acido linolénico (C18:2)
presentes em consideracfes considerais.

Assim, com base nos resultados obtidos foi realizada o melhoramento do
processo de extracdo com o intuito de promover a extragdo com menor gasto
energético e baixo consumo de solventes. Entdo foi avaliado a relacdo g de
biomassa por g de solvente, que ndo apresentou mudanca. Em seguida, foi
realizado um novo teste da temperatura e verificou-se que a temperatura inicial
de 30 °C sofre um aumento de aproximadamente 11°C durante o uso do banho
ultrassénico devido a energia sonora liberada pelo equipamento. E este
resultado mostrou-se mais vantajoso que a temperatura de 50 °C, diminuindo o
gasto energético desse processo. E por fim, o ultimo aspecto da avaliado foi o
tempo de extracdo, que foi diminuido pela metade o tempo gasto nesse

processo.
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5 CONCLUSOES

Com base nos dados relatados neste trabalho, pode-se concluir que:

o O Aspergillus oryzae é um fungo filamentosos com poténcia para

0 acumulo de lipidio microbiano.

o O trabalho possibilitou o melhoramento do processo de extracao

de lipidio microbiano em banho ultrassénico, cujas melhores condi¢des

foram: uso da biomassa seca, temperatura de extragcao inicial de 30 °C,
tempo de extracdo de 40 min., relacdo solido: liquido 0,5g: 50 mL, que
possibilitou a extracéo de 90,4% do lipidio presente na biomassa.

o O perfil de acidos graxos do lipidio obtido possui potencial

nutracéuticos correspondendo a 14% PUFAs, 40% MUFAs e 45% SFAs.

E sdo boa alternativa para o futuro no ambito da suplementacao alimentar

de acidos graxos essenciais, como o0 acido linoleico.

De maneira geral, foi possivel atingir os objetivos empregando-se uma
tecnologia verde e fungo pouco explorado na literatura. Contudo, para 0s
préximos estudos necessitando de outros estudos para o cultivo do A. oryzae em
biorreator e estudos de novos processos de extracao lipidica, como ultrassom e

extragao por micro-ondas.
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