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RESUMO

Frente as fontes convencionais de acidos graxos poli-insaturados (AGPIs), animais e vegetais,
e seus impactos ambientais como exploragdo animal, poluicdo da 4gua, desmatamento e
interferéncia na cadeia trofica, fontes microbianas tém se apresentado como alternativa viavel.
Os microrganismos que produzem lipidios microbianos, ou single cell oils, sdo capazes de
acumular mais de 20 % de sua massa celular como lipidios. Dos acidos graxos encontrados
nestes microrganismos, destacam-se os poli-insaturadas, das familias 6mega 3 e 6, como acido
linoleico, linolénico e araquidonico. A familia Mortierellaceae ¢ conhecida por seu potencial
de acumulo lipidico, particularmente a espécie Mortierella alpina, utilizada industrialmente
para a produgdo de acido araquidonico. Todavia, diversas outras espécies sdo estudadas para a
produgdo deste e outros AGPIs. Neste contexto, este estudo buscou investigar linhagens
isoladas da Antartida, potencialmente pertencentes a familia Mortierellaceae, quanto ao seu
potencial de producdo de lipidios. As linhagens foram identificadas quanto ao género, através
do sequenciamento da regido ITS, sendo uma Mortirella sp. duas Linnemannia spp. € uma
Entomortierella sp.. Parametros de processo foram investigados para Linnemannia sp. ACF038
e os parametros 6timos de cultivo foram definidos em pH 5,5, extrato de levedura como fonte
de nitrogénio e temperatura de 25 °C. Com estes parametros, realizou-se o escalonamento e
melhoramento das condigdes para um cultivo submerso. Para escalonamento, um dos fatores
mais importantes ao controle do cultivo ¢ a concentracdo de oxigénio dissolvido, mensuravel
de forma eficiente através do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra). A
disponibilidade de oxigénio estd diretamente relacionada a biossintese de lipidios, a qual
depende da disponibilidade de NADH. Para a melhor condic¢ao de cultivo, a variavel kra foi
observada em 28,9 h''. A adi¢do do nitrato de sédio e o aumento da concentragio inicial de
glicose levaram a um aumento de 46 % na biomassa e 77 % na produgao de lipidios, produzindo
5,2 g/L de lipidios. Deste teor lipidico, identificou-se 42 % como acido linoleico (LA),
considerado essencial a humanos, que necessitam ingeri-lo através da dieta. Este teor de LA
coloca esta linhagem a frente de grande parte dos microrganismos oleaginosos para a produgao
de 4cido linoleico em larga escala.

Palavras-chave: Mortierellaceae. Single cell oil. Acido linoleico.



ABSTRACT

Sourcing polyunsaturated fatty acids (PUFAs) from animals and plants has environmental
impacts such as animal exploitation, water pollution, deforestation, and interference in the
trophic chain; however, a viable alternative has been found in microbial sources.
Microorganisms that produce microbial lipids, or single cell oils, can accumulate more than
20% of their cell mass as lipids. Of the fatty acids found in these microorganisms, the
polyunsaturated ones, from the omega 3 and 6 families, such as linoleic, linolenic, and
arachidonic acid, stand out. The Mortierellaceae family is known for its lipid accumulation
potential, particularly the species Mortierella alpina, used industrially to produce arachidonic
acid. However, several other species are studied to produce this and other PUFAs. In this
context, this study aims to investigate strains isolated from Antarctica, potentially belonging to
the Mortierellaceae family, regarding their potential for lipid production. The strains were
identified as to the genus, through the sequencing of ITS region, being a Mortirella sp., two
Linnemannia spp., and a Entomortierella sp.. Process parameters were investigated for
Linnemannia sp. ACF038 and the optimal cultivation parameters were defined at pH 5.5, yeast
extract as nitrogen source and temperature of 25 °C. With these parameters, the scaling and
improvement of the conditions for a submerged cultivation was carried out. For scaling, one of
the most important factors for crop control is the concentration of dissolved oxygen, efficiently
measurable through the volumetric oxygen transfer coefficient (kra). Oxygen availability is
directly related to lipid biosynthesis, which depends on NADH availability. For the best
cultivation condition found, the variable kra was observed at 28.9 h™'. The addition of sodium
nitrate and the increase in the initial glucose concentration led to a 46 % increase in biomass
and a 77 % increase in lipid production, producing 5.2 g/L of lipids. Of this lipid content, 42 %
was identified as linoleic acid (LA), considered essential for humans, who need to ingest it
through the diet. This LA content place this strain ahead of most oleaginous microorganisms to
produce linoleic acid on a large scale.

Keywords: Mortierellaceae. Single cell oil. Linoleic acid.
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1INTRODUCAO

As classes mais importantes de lipidios utilizados para suplementacao alimentar sao os
acidos graxos poli-insaturados, ou AGPIs (CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE,
2019). Nesta classe de lipidios, os 6mega-6 e 6mega-3 sdo importantes para a saide humana, e
alguns necessitam ser adquiridos por meio da dieta, pois 0 metabolismo humano no possui as
enzimas necessarias para sintetiza-los. A exemplo, estdo o acido linoleico (LA, 18:2 n6) e o
acido a-linolénico (ALA, 18:3, n3), que, apds ingestdo, atuam como precursores de outros
acidos graxos importantes a saide humana, como o acido araquidonico (ARA, 20:4 n6), acido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n3) e 4cido docosaexaenoico (DHA, 22:6 n3) (STREEKSTRA,
2010).

A demanda por estes AGPIs vem crescendo anualmente, ndo apenas pelo crescimento
populacional, mas também pelo numero de aplicagdes para estes Oleos, como aditivos
alimentares, biocombustiveis, biopolimeros e nas industrias farmacéutica e cosmética, que vém
em uma crescente busca por alternativas ambientalmente mais amigaveis aos produtos
petroquimicos (VASCONCELOS et al., 2019).

Para obtengdo de AGPIs, especialmente dmega-3, sdo usualmente utilizados dleos de
peixes de aguas profundas, gemas de ovos e tecidos animais. Contudo, baixos teores de
producao, restricoes locais e caracteristicas indesejaveis como mau cheiro e sabor desagradavel,
tém limitado a melhoria de qualidade e produgao em larga escala a partir dessas matérias-primas
(DEDYUKHINA et al., 2014; VADIVELAN; VENKATESWARAN, 2014a). Para 6mega-6,
fontes vegetais sdo comumente utilizadas, como os 6leos obtidos de sementes oleaginosas.
Entretanto, essa procura gera pressdo para expansao das lavouras, ocasionando maior
desmatamento e consumo de adgua (VASCONCELOS et al., 2019). Dessa forma, oleos de
origem microbiana tém sido estudados, devido ao seu potencial como fontes sustentaveis a
produgdo de AGPlIs.

De acordo com as Nagdes Unidas, a populagdo mundial devera chegar a 8,6 bilhdes em
2030 e 9,8 bilhdes em 2050 (UNITED NATIONS, 2015), o que gera grandes preocupagdes
com os recursos alimentares e hidricos. Buscando uma geragdo de lipidios que necessite de
menor quantidade de terra e dgua para sua producdo, em comparagdo as fontes vegetais, e
apresente maior rendimento, comparado as fontes animais, os microrganismos oleaginosos tém
se apresentado como uma solugdo. Lipidios de origem microbiana apresentam caracteristicas
como alta velocidade de crescimento, alto teor de lipideos, e baixo consumo de terra, além de

composi¢ao em acidos graxos de alto valor nutricional (LIANG; JIANG, 2013).
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Muitos estudos tém sido realizados com microalgas, leveduras, bolores e bactérias para
avaliar seu potencial na producdo de lipidios. Busca-se, também, microrganismos de origem
extremofila, a exemplo de ambientes de extremo frio, nos quais pode haver acimulo lipidico
intracelular como estratégia de sobrevivéncia, preservando a integridade da membrana celular.
Nesse contexto, fungos filamentosos da familia Mortierellaceae surgem como opgao para
producdo de lipideos microbianos, pois permitem a produ¢do em condi¢des controladas de
processo e contornam os problemas relatados nas produgdes de origem animal e vegetal
(GOYZUETA-MAMANI et al., 2020).

Dentre os acidos graxos produzidos pelos fungos da familia Mortierellaceae estao o
acido linoleico, acido y-linolénico (GLA, C18:3, n6), acido dihomo-y-linolénico (DHGLA,
C20:3, n6), acido araquiddnico e acido eicosapentaenoico. Esses compostos estdo envolvidos
na indugio da resisténcia a fitopatgenos em plantas de interesse agricola (ZEOTEK; WOICIK,
2014), e sdo comumente utilizados em suplementos alimentares e drogas para melhorar a
resposta imunoldgica em seres humanos (DEDYUKHINA et al., 2014).

Todavia, o perfil lipidico pode variar consideravelmente entre os géneros e espécies.
Linhagens de Mortierella alpina sao industrialmente utilizadas para producdo de ARA desde
2001, tendo a primeira patente registrada pela Lion Corporation, empresa japonesa, em 1986
(TOTANI; SOMEYA; OBA, 1992). Enquanto Linnemannia elongata e Linnemannia hyalina
apresentam altos niveis de acido oleico (OA, 18:1 n9), com aproximadamente 45 mg/g de
células (DYAL; NARINE, 2005) e Linnemannia hygrophila produz EPA a concentragdes de
41 mg/g de células (RADHAKRISHNAN, 2014).

Além de diferentes AGPIs produzidos, esta familia de fungos saprofitos apresenta
potencial de utilizacdo de substratos de baixo custo, como mostra o estudo de Hashem e
colaboradores, no qual obteve-se 1,6 g/LL de lipidios através do cultivo de Actinomortierella
wolfii utilizando bagago de cana-de-aglicar como substrato (HASHEM et al., 2021). Todavia, a
procura por linhagens produtoras de AGPIs a partir de substratos sustentaveis e de baixo custo
¢ necessaria, pois ainda sdo escassos estes resultados na literatura.

Ademais, para uma mesma espécie e linhagem, a composi¢do do perfil lipidico ¢é
influenciada por fatores criticos de processo, como pH, temperatura, composi¢ao do meio e
aeracdo. Dessa forma, ¢ possivel modular o perfil lipidico produzido, visando um é4cido graxo
especifico. A exemplo, o estudo de Li e colaboradores, que aumentou a produgao de ARA por
M. alpina através de um cultivo com dois estagios de pH (LI et al., 2015).

Uma alternativa para modular o perfil lipidico ¢ a produgdo de mutantes de uma espécie.

A biossintese de lipidios em microrganismos oleaginosos inicia-se a partir de uma cadeia
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principal de carbono (C16), produzida por sintases de acido graxo (fatty acid synthetase - FAS).
A cadeia principal passa entdo por uma sequéncia de alongamentos e insaturacdes, através da
acdo de enzimas, como as dessaturase A9, A12, A6 e A5 e aelongase EL1 (CERTIK; SHIMIZU,
2000; RATLEDGE, 2004). Assim, diversos mutantes tém sido desenvolvidos, com atividade
aumentada ou inibi¢do destas enzimas (GOYZUETA-MAMANI et al., 2020; SAKURADANI;
KOBAYASHI; SHIMIZU, 1999; SAKURADANI; SHIMIZU, 2003).

Para isso, o estudo gendmico e a inferéncia filogenética de novas espécies da familia
sao imprescindiveis para a prospeccao de novos genes e potenciais bioprodutos. Desde o século
XX, as espécies da familia tém sido classificadas e revisadas com o avanco das técnicas
genOmicas para inferéncia filogenética. Recentemente, Vandepol e colaboradores (2020)
dividiu a familia em quatorze géneros, utilizando a combinacdo de dados de baixa cobertura e
sequéncias multigénicas de alta cobertura (VANDEPOL et al., 2020).

Desta forma, o presente trabalho investigou a produgdo de acidos graxos a partir de
linhagens de Mortierellaceae isoladas da Antartida, através da caracterizacdo gendmica para a
inferéncia filogenética e da andlise fisiologica para escalonamento e melhoramento das
condi¢des de cultivo. Como base, utilizou-se autores de referéncia como Vandepol e
colaboradores, (2020), Wagner e colaboradores, (2013), Sakuradani e colaboradores, (1999;
2003; 2005; 2009) e Huang e colaboradores, (2007; 2008; 2010; 2011; 2013; 2015; 2016; 2017,
2018).
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1.1  OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Este trabalho visou triar linhagens de Mortirellaceae isoladas da Antartida e capazes
de produzir acidos graxos poli-insaturados, inovando na constru¢do de uma cadeia de

suprimentos robusta e escalonavel para a producgao de lipideos microbianos.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Triagem de linhagens de fungos filamentosos isoladas da Antartida para o
desenvolvimento do processo;

e Investigacdo de parametros de processo para o microrganismo selecionado na etapa
anterior;

e Escalonamento e caracterizacao de cultivo em escala de bancada para o microrganismo
selecionado;

e (Caracterizacao do pertfil lipidico produzido pelo fungo selecionado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1

ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

Os acidos graxos sdo moléculas quimicas compostas por uma cadeia de hidrocarboneto

carregada de um 4cido carboxilico terminal (-COOH). Estas moléculas diferenciam-se pelo

comprimento da cadeia alifatica, pelo grau de insaturagao, pela localizagdo e conformacao (cis

ou

trans) das duplas ligacdes, bem como pela presenca e posi¢do das modificacdes.

(CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE, 2019).

Figura 1: Estruturas quimicas de acidos graxos de 18 a 22 carbonos, com diferentes niveis de
insaturacao.

ESTEARICO

\/\/\/\/\/\/\/\/YOH

o}

==
LINOLEICO

QLEICO
DIHOMO-y-LINOLENICO
(o]
HO

~

L

OH

0

Q-LINOLENICO
DOCOSAEXANOICO

Fonte: Autora (2022), adaptado de Streekstra (2010).

Os acidos graxos insaturados podem ter uma unica ligagcdo dupla (monoinsaturados) ou

varias ligacdes duplas (poli-insaturados). Até 30 carbonos podem ser encontrados em uma

cadeia na natureza, mas a maioria dos acidos graxos consiste em 16 a 22 carbonos. Em geral, a

primeira ligacdo dupla ¢ inserida entre os carbonos C9 e C10 (A9). Quando ocorrem duas ou

mais ligacdes duplas, estas geralmente nao sdo conjugadas e possuem conformacgao cis. Em



26

particular, destacam-se duas classes de AGPIs, os acidos graxos n-3 (ou ®-3) € n-6 (ou ®-6)
(DAMODARAM; PARKIN, 2019).

Os AGPIs tém ganhado popularidade e espaco no mercado internacional devido aos
seus beneficios a satde humana (CALDER et al.,, 2019; KAWASHIMA, 2019). Essas
moléculas sdo indispensaveis a manuten¢do da integridade e fluidez celular. A ingestdo de
AGPIs ¢ um indicador importante de qualidade de uma dieta, devido ao seu papel na satde
humana. Para humanos, o acido linoleico (18:2 n6, LA) e o &cido a-linolénico (18:3 n3, ALA)
sao considerados essenciais, ou seja, devem estar presentes na dieta alimentar, devido a
auséncia das dessaturases A12 e A15 no metabolismo humano (DAS, 2006).

Para humanos, LA ¢ o precursor da familia dmega-6, sendo metabolizado por sucessivas
dessaturagdes e alongamentos para acido y-linolénico (18:3 n6, GLA) e acido araquidonico
(20:4 n6, ARA). Da mesma forma, o ALA ¢ o precursor da familia 6mega-3 e, ap6s consumido,
a molécula leva a sintese de acido eicosapentaenoico (20:5 n3, EPA) e acido docosaexaenoico
(22:6 n3, DHA). Todavia, mesmo podendo ser sintetizados pelo corpo humano, a ingestao
direta desses AGPIs ndo-essenciais pode ser benéfica a satde (CHANG et al., 2022).

Entre os beneficios da ingestdo de AGPIs € possivel citar estudos, como o de Maragoni
e colaboradores (2020), que sugerem a correlagdo entre a ingestao de ALA e a reducdo do risco
de doenca cardiovascular, principalmente devido ao efeito de redugdao do colesterol e no
metabolismo da glicose, ajudando a controlar a glicemia a longo prazo (MARANGONI et al.,
2020).

Outro exemplo é 0 ARA, precursor de eicosanoides e importante componente estrutural
no sistema nervoso central (STREEKSTRA, 2010). O ARA ¢ frequentemente utilizado em
formulas infantis, a fim de equiparar-se nutricionalmente ao leite materno, naturalmente rico
neste acido graxo (SALEM; VAN DAEL, 2020). Dentre os AGPI citados, os -6 LA ¢ ARA,
®-3 ALA e DHA sdo frequentemente utilizados na suplementacdo de foérmulas infantis e

dietéticas (MAMANI et al., 2019).

2.2 FONTES DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

As fontes convencionais de AGPIs sdo sementes de plantas, peixes marinhos e
microrganismos, como mostra a Tabela 1. Contudo, o alto custo, a escassez e a agressao ao
meio ambiente que a exploragdo animal gera, limitam as fontes animais, como o uso de peixes
de aguas profundas para a obtengdo de AGPIs da familia ®-3 (OLIVER et al., 2020). Os

impactos ambientais também ocorrem na produgdo vegetal, a partir de grandes monoculturas
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como a da soja e do milho (ALTIERI, 2009), que contribuem para a erosdo e empobrecimento
do solo (PICCINETTI et al., 2021) e podem afetar outras atividades produtivas, como a
apicultura (DE GROOT et al., 2021), que dependem de recursos florais e do manejo responsavel

dos agroquimicos.

Tabela 1: AGPI utilizados em férmulas dietéticas e suas principais fontes para producao comercial.

AGPI Classificacio Principal fonte de produgio comercial

Acido linoleico (LA) C18:2n6 Oleo de girassol, 6leo de linhaca, 6leo de algodio
Acido a-linolénico (ALA) C18:3n3 Oleo de linhaca

Acido y-linolénico (GLA) C18:3n6 Mucor circinelloides, 6leo de cartamo

Acido araquidénico (ARA) C20:4 n6 Mortierella alpina

Acido eicosapentanoico (EPA)  C20:5n3 Oleo de peixe marinho, Yarrowia lipolytica
Acido Docosahexanoixo (DHA) C22:6 n3 Oleo de atum, Schizochytrium sp., Ulkenia sp.

Fonte: Adaptado de CHANG et al., 2022.

Nesse contexto, a pesquisa por fontes alternativas de AGPIs se intensificou nas tltimas
décadas. Os Oleos de origem microbiana, também conhecidos como single cell oils (SCO), se
mostraram como alternativa viavel devido a alta produtividade e baixa demanda de extensao
territorial (FANG; ZHAO; CHEN, 2016). Os chamados microrganismos oleaginosos
acumulam lipidios em teores acima 20 % de seu peso celular seco e, tendo em vista a tendencia
de um mercado mais sustentdvel, a pesquisa nesta area intensificou-se nas tltimas duas décadas
(DIAO etal., 2020; MAMANI et al., 2019).

O aumento das buscas por 6leos de origem microbiana ¢ apontado na Figura 2, que
mostra a andlise bibliométrica por ano (a) e por pais (b) na drea da SCO. A literatura encontrada
foi selecionada usando os termos ("Mortierell*" AND ("microbial lipid*" OR "Single cell oil"
OR "SCO" OR "polyunsaturated fatty acids" OR "arachidonic acid")) por meio de busca no

banco de dados Scopus (https://www.scopus.com). Os primeiros artigos surgiram no final dos

anos 80 e comecaram a crescer significativamente, chegando a 29 documentos publicados em
2015. Esses indicadores revelam a forte tendéncia de busca por fontes lipidicas microbianas.
Entre as origens dos estudos publicados, destacam-se os China, Estados Unidos e Japdo, que
dominam as publicacdes nessa area, conforme apresentado na Figura 2(b), o que indica um

mercado em potencial, com interesse e investimento das principais poténcias atuais.


https://www.scopus.com/
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Figura 2: Analise bibliométrica de publicagdes com busca titulo-resumo-palavras chave contendo as
palavras "Mortierell*" and ("microbial lipid*" or "Single cell oil" or "SCO" or "polyunsaturated fatty
acids" or "arachidonic acid")) utilizando a base de dados SCOPUS entre 1987 e 2022, classificados

por ano (a) e por pais (b).
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Fonte: Autora (2022).

O mercado de proteinas alternativas a base de plantas também tem impulsionado a

procura por SCO. Junto as proteinas e polissacarideos, os lipidios s3o um dos ingredientes

principais para produtos do tipo meat analogues (BOUKID, 2020). Os chamados meat

analogues sao produtos a base de proteinas vegetais, como leguminosas, gliten de trigo e

proteina de soja, que buscam assemelhar-se a carne em qualidade estética e nutricional, como

de textura, cor, sabor e composicao de nutrientes (KYRIAKOPOULOU; DEKKERS; VAN

DER GOOT, 2019). A fonte e a composic¢ao de acidos graxos sdo de extrema importancia para

a mimetizagdo do sabor e textura da carne nesses produtos, principalmente quanto a oxidacao

lipidica e geracao de volateis pela reacao de Maillard durante o processamento térmico (DIEZ-

SIMON; MUMM; HALL, 2019; ZAMORA; HIDALGO, 2011). Além dos 6leos vegetais, os

lipidios de origem microbiana tém sido estudados para sua aplicagdo em produtos meat
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analogues, a fim de intensificar o sabor e melhorar textura dos produtos (BOHRER, 2019; LIN;
HUFF; HSIEH, 2000).

Animais

Sementes
oleaginosas

Microalgas Leveduras

Fungos filamentosos

marinhos

Figura 3: Perfil lipidico de diferentes fontes de AGPIs.
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Fonte: Autora (2022), baseado em AHMAD et al., 2019; CHAUDHURI et al., 1998; DZURENDOVA
etal., 2020; EROSHIN et al., 1996; GUALDA et al.,2018; HOU, 2008; JACOBS; BOTHA; VAN ZYL,
2009; LIPP et al., 2001; VADIVELAN; VENKATESWARAN, 2014b; VASCONCELOS et al., 2019.

As fontes animais, principalmente peixes de aguas profundas e crusticeos, apresentam

em seu perfil lipidico porcentagens significantes (até 30 %) de acidos graxos saturados, como

acido palmitico (C16:0) e acido estedrico (C18:0). Contudo, a presenga de AGPIs como EPA
(20:5 n3) e DHA (22:6 n3) faz com que essas fontes ainda sejam bastante utilizadas (AHMAD

et al., 2019). O perfil lipidico de algumas dessas fontes ¢ apresentado na Figura 3. Todavia, ¢



30

importante destacar que os Oleos obtidos de peixes marinhos apresentam caracteristicas
sensoriais indesejaveis, como sabor e aroma caracteristico, além do risco de presencga de metais
pesados e dioxinas (VADIVELAN; VENKATESWARAN, 2014a).

Como alternativa aos 6leos de peixes, DHA e EPA podem ser obtidos de SCO como a
microalga Schizochytrium limacinum (WANG et al., 2019) e a levedura Yarrowia lipolytica
geneticamente modificada (XUE et al., 2013). Outras microalgas apresentam concentragdes
significativas de DHA em seu perfil lipidico, como ¢ apresentado na Figura 3, ¢ tém sido
estudadas como fontes alternativas deste AGPI (FERREIRA et al., 2019; JIANG; CHEN,
2000). LA e ALA sao tradicionalmente obtidos a partir de 6leos vegetais e, como mostra a
Tabela 1, o LA ¢ o AGPI majoritario nessas fontes. As fontes vegetais também sdo ricas em
acido palmitico (saturado) e &cido oleico (monoinsaturado). Entre as fontes animais, o0 OA pode
ser encontrado em maiores concentragdes (> 25 %) em alguns peixes, como no Sa/mo solar,
uma espécie de salmdo (AHMAD et al., 2019) e ¢ comum em diversos fungos filamentosos e
leveduras, como mostra a Figura 3.

A familia Mortierellaceae, que compreende fungos saprofitos, destaca-se na producao
de lipidios. A producdo de ARA, pela espécie M. alpina, teve a primeira patente registrada em
1986, pela Lion Corporation (TOTANI, SOMEYA; OBA, 1992). Outras espécies da familia
apresentam potencial ndo apenas para a producdo de ARA, mas também para a producao de
outros lipidios, como a produgdo de EPA por L. hygrophila (RADHAKRISHNAN, 2014), LA
e OA por L. elongata e L. hyalina (DY AL; NARINE, 2005) e OA por 4. wolfii (HASHEM et
al., 2021).

Para a identificacdo e triagem de microrganismos oleaginosos, ¢ comum utilizar
corantes lipossoluveis, que aderem as goticulas de lipidios armazenadas no corpo celular
(CHANG et al., 2022). Os mais comuns sdao vermelho O, vermelho de Nilo e corantes de Sudao
(I, L, IV e black) (YAO et al., 2019). A coloragdo ¢ um método eficiente e rapido para
visualizag¢dao do contetdo lipidico, € o grau de coloracdo e o tamanho das goticulas de lipidios
sao frequentemente diretamente proporcionais a produtividade lipidica dentro de um
determinado intervalo (QU; REN; HUANG, 2013).

Os corantes do Sudao e a coloracdo com fluorocromo vermelho do Nilo sdo comumente
utilizados como um método rapido para rastrear qualitativamente possiveis microrganismos
oleaginosos, incluindo microalgas e fungos filamentosos (KOSA et al., 2018). Mas, em alguns
casos, as paredes celulares espessas e rigidas em alguns organismos podem impedir a
penetracdo do corante fluorescente na célula e limitar sua aplicacdo (QU; REN; HUANG,

2013).
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2.2.1 Microrganismos extremofilos

A Antartida ¢ um continente remoto e indspito, sendo o mais seco e frio da Terra. A
disponibilidade de 4agua ¢ baixa, com baixa precipitacdo anual e alta taxa de sublimagado e
evaporagdo, ventos fortes, alta incidéncia de radiagdo solar e frequentes ciclos de gelo-degelo,
intensificados pelo aquecimento global (ONOFRI et al., 2007). Tais condigdes restringem
significativamente a vida na regido, resultando em um continente dominado por
microrganismos capazes de resistir as condi¢des extremas (RUISI et al., 2007).

Como exemplifica Onofri, (2007), a microflora Antartida ¢ majoritariamente constituida
por mesofilos, na forma de propagulos viaveis, mas impossibilitados de se reproduzir. Todavia,
espécies capazes de crescer ativamente, nas condigdes de verdo da Antartida, compreendem
ecotipos particulares de espécies cosmopolitas, com comportamento mesofilo psicrotolerante
(ONOFRI et al., 2007).

As temperaturas extremamente baixas restringem a atividade enziméatica microbiana e
a integridade da membrana celular (RUSSELL, 1990). Além disso, a agua liquida para
processos bioquimicos e hidratacdo das biomoléculas ¢ reduzida (WYNN-WILLIAMS;
EDWARDS, 2000). Para sobreviver a essas condigdes, 0s microrganismos apresentam
mecanismos fisioldgicos como capacidade de desidratagdo, producao de anticongelantes, alta
tolerancia ao frio e ao congelamento, selecdo de micro e nano habitats e tolerancia a cobertura
por neve ou gelo (anoxia) (ROBINSON, 2001).

Outra estratégia de tolerancia as baixas temperaturas, usada por estes microrganismos
de regides frias, € a alteragdo da composig¢ao lipidica da membrana (RUSSELL, 1990). O dano
as células causado pelo congelamento normalmente se da quando os lipideos da membrana sao
deslocados do liquido cristalino para a fase gel a baixa temperatura. Aumentando as
insaturagdes dos acidos graxos da membrana, a temperatura na qual essa transi¢do ocorre €
reduzida, permitindo a manutencao das fungdes celulares (RUISI et al., 2007). Essa estratégia
¢ utilizada por linhagens de Mortierellaceae, que aumentam sua produgdao de AGPIs, quando
cultivadas a baixas temperaturas.

Outros produtos oriundos de microrganismos isolados de ambientes extremos, como
glicoproteinas anticogelantes, enzimas tolerantes ao frio, novos antibidticos, antitumorais e
agentes antioxidantes (DUARTE et al., 2018), sdo muito importantes para o desenvolvimento
biotecnoldgico e bioecondmico de diversos setores. Com as alteragdes climaticas das ultimas
décadas, a Antartida tem sofrido intensificacdo dos ciclos de degelo, expondo regides que

permaneceram por muito tempo intactas (WOO et al., 2019). Uma oportunidade tecnoldgica,
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em meio a este desastre ambiental gerado pela acdo humana, ¢ o estudo de microrganismos
ainda desconhecidos, com enorme potencial biotecnologico, que podem ser isolados a partir de

solos e ambientes expostos apds o degelo.

2.3 CARACTERISTICAS E TAXONOMIA DA FAMILIA Mortierellaceae

Os fungos pertencentes a familia Mortierellaceae sao diversos e compreendem uma rica
quantidade de espécies, estando entre os fungos mais comuns do solo (DE HOOG et al. 2009).
Sdo pertencentes a ordem Mortierellales, a tunica do subfilo Mortierellomycotina.
Filogeneticamente, este subfilo relaciona-se intimamente aos subfilos Glomeromycotina, que
compreende fungos micorrizicos arbusculares, e Mucoromycotina (VANDEPOL et al., 2020).
Uma simplificacdo da taxonomia da familia ¢ apresentada na Figura 4.

Diversas espécies de Mortierellaceae sao produtoras de AGPIs e tém relevancia as
industrias alimenticia e farmacéutica, além de pesquisas na geracdo de bioenergia
(GOYZUETA-MAMANI et al., 2020). Os exemplares desta familia sdo comumente isolados
de amostras de solo, plantas, musgos e tratos digestivos de insetos (GAMS, 1977; WAGNER
et al., 2013). Todavia, apesar de presentes em diversos biomas, ha apenas uma espécie descrita
como causadora de infec¢des fungicas em animais, a espécie 4. wolfii (DE HOOG et al. 2009).

Desde o inicio do século XX, as espécies de Mortierellomycotina e suas classificacdes
sdo frequentemente redefinidas e revisadas. Em 1977, Gams dividiu o género Mortierella em
dois subgéneros, Mortierella e Micromucor. Dentro do subgénero Mortierella, Gams
classificou nove secdes: Simplex, Alpina, Schmuckeri, Mortierella, Actinomortierella,
Hygrophila, Stylospora, Spinosa e Haplosporangium (GAMS, 1977).

Posteriormente, os géneros Gamsiella (BENJAMIN, 1978), Modicella (SMITH et al.,
2013a), Dissophora e Lobosporangium (BENNY; BLACKWELL, 2017) foram descritos e
aceitos a familia Mortierellaceae. E com base nas sequéncias da regido do espagador interno
transcrito (ITS) e dos dados de polimorfismo de comprimento de fragmento de restri¢ao
(RFLP), Meyer e Gams reclassificaram o subgénero Micromucor ao subfilo Mucoromycota e
género Umbelopsis (MEYER; GAMS, 2003).

Em 2011, Petkovits e colaboradores realizaram uma revisao da ordem Mortierellales
com base em sequenciamentos da regido ITS, e dos genes LSU (subunidade maior) e SSU
(subunidade menor). Neste trabalho, concluiu-se que o género Mortierella é parafilético em
relacdo aos géneros Dissophora, Gamsiella e Lobosporangium e que a filogenia resultante

contradizia a classificacao seccional anterior, baseada na morfologia. Assim, foram propostos
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12 clados principais para a familia Mortierellaceae (PETKOVITS et al., 2011). Em 2013, o
mesmo grupo de pesquisadores expandiu a diversidade das espécies sequenciadas e reorganizou
os clados propostos anteriormente em sete: alpina, capitata, dissophora, gamsii, lignicola,
selenospora e verticillata-humilis (WAGNER et al., 2013).

Wagner e colaboradores concluiram que ndo € possivel resolver as relagdes filogenéticas
dentro da familia Mortierellaceae apenas com dados ribossomais. Isso ocorre, pois, o rDNA da
regido ITS ¢ muito divergente para que seja alinhado em toda a familia. Em contrapartida, as
regioes de rDNA das subunidades LSU e SSU sao bastante conservadas, sendo insuficientes
para resolver as relagdes filogenéticas superiores (VANDEPOL et al., 2020; WAGNER et al.,
2013).

Figura 4: Taxonomia simplificada da familia Mortierellaceae.
FILO SUBFILO CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO

Actinomortierella
Benniella

Dissophora

Mucoromycotina Entomortierelia

Gamsiella

Gryganskiella
Mucoromycota Mortierellomycotina Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae

Linnemannia

Lobosporangium

Glomeromycotina Lunasporangiospora

Necromortierella

Modicella

Mortierella

Podila

Fonte: Autora (2022).

Como alternativa, Vandepol e colaboradores utilizaram duas abordagens paralelas para
resolugdo da filogenia de Mortierellaceae. Foram gerados genomas de baixa cobertura e dados
de sequéncias multigénicas que, combinados, foram capazes de propor uma resolucao
taxonomica e filogenética para a familia Mortierellaceae (VANDEPOL et al., 2020). A partir
deste trabalho foi entdo obtida a classificagdo atual, na qual as linhagens monofiléticas de
Mortierellaceae foram divididas em 14 clados e sete novos géneros foram propostos: Benniella,

Entomortierella, Gryganskiella, Linnemannia, Lunasporangiospora, Necromortierella e
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Podila, além dos géneros ja aceitos. Uma simplificagdo desta taxonomia ¢ apresentada na
Figura 4. Destaca-se aqui o género Linnemannia, utilizado neste trabalho, que contém espécies
como L. elongata, L. gamsii e L. hyalina.

Como caracteristicas macro e micromorfoldgicas, que eram inicialmente utilizadas para
classificar as espécies pertencentes a familia Mortierellaceae (GAMS, 1977), destacam-se os
padrdes de crescimento das colonias. Comumente, as culturas apresentam coloracdo branca a
acinzentadas e sdao compostas por zonas, formando “pétalas” de rosa arredondadas ou
pontiagudas, ou ainda formando anéis, como mostra a Figura 5. Contudo, hé espécies que nao

apresentam esta caracteristica ou que apenas a manifestam em determinados meios de cultura

(WAGNER et al., 2013).

Figura 5: Diversidade macromorfoldgica da familia Mortierellaceae.
a-d) Mortierella sp. JL58, JL29, AP5 e JL1 em MEA+YE, 11 dias; e) L. elongata NVP64 em BDA+YE,
6 dias; f-h) M. alpina NVP153,JL109 ¢ KOD1002 em BDA+YE, 6 dias; i) Podila humilis PM11414 em
BDA+YE, 6 dias. MEA: agar extrato de malte; BDA: agar batata dextrose; YE: extrato de levedura.

a < b ¢

Fonte: VANDEPOL et al., 2020.

Ha trés tipos de esporos que podem ser produzidos pelas espécies da familia. Sdo eles
0s esporangiosporos — assexuados com origem nos esporangios (Figura 6-D), os clamidosporos

— assexuados que podem ser terminais ou intercalares € os zigosporos, que sao 0S €Sporos
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sexuais. Todavia, a producdo dos trés tipos de esporos pode variar entre as espécies, como
Entomortierella chlamydospora, que ndo apresenta a formacdo de esporangiosporos e
Entomortierella parvispora, que ndo gera clamidosporos (GAMS, 1977) e com o meio de
cultura e condi¢des de cultivo, o que dificulta a identificacdo morfologica das espécies

(VANDEPOL et al., 2020).

Figura 6: Estrutura morfologica tipica de diferentes isolados de Mortierellaceae.
A) L. elongata FSU 9721, com esporangidéforo ramificado. B) E. parvispora FSU 10759,
esporangioforos. C) M. alpina FSU 2698, com goticulas de 6leo nas hifas; D) L. elongata FSU 9721,
com esporangios JUL alongados contendo goticulas de 6leo no centro.

o

Fonte: WAGNER et al., 2013.

De forma geral, o micélio € constituido por se¢des cheias de citoplasma e seg¢des vazias.
O citoplasma abriga multiplos nticleos, mesmo em esporos vegetativos e ndo ha estagio
uninucleado no ciclo de vida. Isso significa que uma unica célula representa uma populacao,
ndo um individuo, o que dificulta a sele¢do e manutencao das linhagens (ZHU et al., 2004). O
aspecto grosseiro do citoplasma se deve, principalmente, a abundancia de grandes gotas de
lipideos de armazenamento. A Figura 7 mostra a coloracao de goticulas lipidicas com Vermelho
do Nilo, um corante fluorescente lipofilico, utilizado para triagem de microrganismos
oleaginosos (Item 2.2). A mesma hifa ¢ vista por contraste de interferéncia na Figura 7(A) e por
microscopia de fluorescéncia na Figura 7(B). Os vactolos estdo sinalizados pelas setas

(WEBER; TRIBE, 2003).
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Figura 7: Hifas de L. hyalina por (A) contraste de interferéncia e (B) microscopia de fluorescéncia.

Fonte: WEBER; TRIBE, 2003.

2.3.1 Biossintese de lipidios em Mortierellaceae

De acordo com as informagdes genomicas de M. alpina ATCC 32222, sua via de sintese
de acidos graxos ocorre de forma semelhante a muitos fungos oleaginosos, como
Rhodosporidium toruloides € Mucor circinelloides, ¢ pode ser tomada como referéncia para as
demais espécies da familia (VONGSANGNAK et al., 2013; WANG et al., 2011). Um dos
destaques ¢ que M. alpina possui uma rica variedade de dessaturases de 4cidos graxos e muitas
dessas enzimas possuem isoenzimas, possibilitando a produ¢ao de diversos AGPIs.

O primeiro passo da lipogénese ¢ a conversdo de substratos em acetil-CoA. Para
fungos e leveduras, esta primeira parte envolve a glicolise no citoplasma. O piruvato ¢
transportado para a mitocondria via protons ligados e ¢ convertido em acetil-CoA por uma
piruvato descarboxilase. Em seguida, no ciclo do acido tricarboxilico (TCA), o acetil-CoA ¢
convertido em citrato (CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE, 2019).

Em eucariotos, o complexo de piruvato desidrogenase mitocondrial (PDH) e citrato
sintase (CS) sdo responsaveis pela catalise consecutiva para gerar citrato a partir do piruvato,
via acetil-CoA. O citrato € entdo transportado para o citosol onde € clivado pelo ATP e gera
acetil-CoA. Acetil-CoA também pode ser gerada pela acetil-CoA sintase (ACS) no citosol, ou
liberado na oxida¢do de acidos graxos e aminoacidos na mitocondria (YAO et al., 2017). Tal
mecanismo esté representado na Figura 8.

O complexo PDH ¢ uma enzima chave que combina a glicolise com o ciclo do TCA e ¢
a enzima limitante da velocidade nesta reagdo, na qual o complexo PDH catalisa a
descarboxilagdo oxidativa irreversivel do piruvato mitocondrial em acetil-CoA. No citoplasma,
o citrato ¢ clivado em acetil-CoA e oxaloacetato pela ATP citratoliase (ACL), e o acetil-CoA
pode entdo ser usado para anabolismo, como sintese de acidos graxos e aminoacidos (LING et

al., 2021).
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Figura 8: Principais enzimas e processos bioquimicos relacionados a geracdo e metabolismo de
lipidios em fungos oleaginosos.
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Fonte: Autora (2022), adaptado de CHANG et al., 2022 (Ilustragdo criada na plataforma BioRender,
https://biorender.com/).

Melhorar o suprimento de citrato citoplasmatico ¢ um método eficiente para melhorar a

produtividade de acidos graxos, como por meio da inibicdo do ciclo TCA, promovendo o

transporte de citrato para o citoplasma e aumentando a atividade da ACL. O gene que codifica

o transportador de citrato-oxoglutarato mitocondrial (YHM) foi superexpresso em M. alpina e

levou a um aumento de 20 % no teor de 4cidos graxos totais em comparacao a cepa base (LING

etal., 2021).

Além de acetil-CoA, o NADPH, o principal agente redutor, ¢ conhecido por ser um

cofator chave necessario para a sintese e dessaturagdo de 4cidos graxos. Em microrganismos, o

NADPH pode ser gerado a partir de multiplas vias, como a via da pentose fosfato (PPP), ciclo
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malato/piruvato, ciclo TCA e metabolismo de aminoacidos (KOH et al., 2004). A enzima
malica dependente de NADP+ catalisa a descarboxilacdo de malato a piruvato, juntamente com
a geragdao de CO2 e NADPH (CHANG et al., 2022). A incorporagao de cada acetil-CoA requer
2 NADPH e, portanto, implica um suprimento de NADPH. Se ndo estiver presente, o fluxo de
carbono da glicose para os lipidios diminui e apenas os lipidios essenciais sdo produzidos
usando outra fonte de NADPH (CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE, 2019).

Para a conversao de acetil-CoA em 4acido palmitico (16:0), que € o precursor de acidos
graxos mais longos e insaturados, o acetil-CoA ¢ carboxilado em malonil-CoA pela acetil-CoA
carboxilase (ACC). O complexo enzimatico de sintases de acidos graxos (FAS) realiza reagdes
enzimaticas necessarias para a sintese de acidos graxos saturados, tipicamente acido palmitico,
gerado a partir de acetil-CoA e malonil-CoA, ligados por uma proteina transportadora de acil
(ACP). O alongamento da cadeia de 4cido graxo continuara por adi¢do ciclica a cadeia acil de

uma unidade C2 de malonil-ACP (CHANG et al., 2022).

Figura 9: Simplificacdo da sintese de AGPIs em Mortierellaceae.
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Fonte: Autora (2022). (Ilustragéo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).
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Na maioria das células eucaridticas e procaridticas, a ultima etapa da sintese de AGPIs
¢ converter as moléculas de acido palmitico em AGPIs insaturados ou em cadeias de acidos
graxos mais longas por enzimas especificas: dessaturase e/ou elongase. A dessaturase catalisa
a introducao de ligacdes duplas na cadeia do acido graxo e a elongase adiciona a unidade C2 a
molécula. Em microrganismos oleaginosos, como as espécies de Mortierellaceae, o acido
estedrico ¢ dessaturado pela A9 dessaturase para produzir acido oleico, que ¢ dessaturado pela
A12 dessaturase para produzir LA (CERTIK; SHIMIZU, 2000).

LA ¢ o primeiro AGPI da série 6. O LA pode ser dessaturado pela A6 dessaturase
para produzir o acido y-linoleico ou pela A15 dessaturase para produzir o acido a-linoleico.
ALA ¢ o primeiro AGPI da série 3. Entdo, uma série de reacdes de dessaturagdo e
alongamento descritas na Figura 9: Simplificagdo da sintese de AGPIs em
Mortierellaceae.Figura 9 levam a formagao de outros AGPIs. A série de acidos graxos 3 ou
o6 implica nas mesmas elongases e dessaturases, ¢ ¢ possivel, com a presenca de Al7

dessaturase, passar da série w6 para ®3 (CHANG et al., 2022).

2.4 PROSPECCAO DE LIPIDIOS POR Mortierellaceae

Oleos de origem microbiana sdo ausentes de substancias toxicas como dioxinas e metais
pesados, comumente presentes em Oleos de peixes (VADIVELAN; VENKATESWARAN,
2014a). Essa caracteristica torna os lipidios microbianos mais seguros, o que tem levado o
mercado a preferir os 6leos DHA e ARA de origem microbiana para férmulas infantis
(GOYZUETA-MAMANI et al., 2020). A produ¢do de ARA e outros AGPI por via microbiana,
além da vantagem quanto a viabilidade do processo, ¢ ambientalmente amigavel, reduzindo o
risco de extin¢do de diferentes espécies de peixes.

As SCO sao produtos altamente avaliados no mercado. O prego do ARA, por exemplo,
pode variar de $ 65 kg para mais de $ 500 kg”! (GOYZUETA-MAMANI et al., 2020). As
principais demandas desses acidos graxos sao para suplementos dietéticos de bebés e adultos
(suplementos para fisiculturistas e para terceira idade). Em maio de 2001, o FDA (Food and
Drug Administration) concedeu o status de geralmente reconhecido como seguro (GRAS, do
inglés Generally recognized as safe) as SCO de ARA e DHA.

Sendo o principal fungo produtor de AGPIs, particularmente de ARA, a espécie M.
alpina é a mais estudada da familia Mortierellaceae e uma vasta quantidade de trabalhos ¢
encontrada na literatura a respeito da espécie. De andlises dmicas a otimizagdo de processo, 0s

estudos de M. alpina servem de arcabougo para investigagao de outros géneros da familia. Por



40

conseguinte, esta foi a abordagem deste trabalho, que tomou como base pesquisas realizadas

com M. alpina para guiar o estudo com as novas linhagens isoladas.

2.4.1 Engenharia metabdlica em Mortierellaceae

Aumentar a velocidade de consumo da fonte de carbono e o rendimento de lipidios ¢é
importante para reduzir o custo do cultivo de microrganismos oleaginosos. Embora muitas
linhagens selvagens de Mortierellaceae possuam uma capacidade consideravel de producao de
lipidios, estes metabolitos sdo produzidos para a manutencao do crescimento celular, resultando
em rendimentos que podem ser otimizados em relacdo ao seu estado natural (LEE et al., 2012).

Para a prospecc¢do de linhagens com maiores rendimentos na produ¢do de lipidios, a
regulacdo do fluxo metabdlico e a elucidagao do mecanismo regulador da biossintese de acidos
graxos sao 0s principais avangos necessarios para explorar e maximizar a produtividade lipidica
de espécies de Mortierellaceae (CHANG et al., 2022).

A biossintese de acidos graxos, descrita no Item 2.3.1, oferece uma compreensao bésica
do metabolismo lipidico em Mortierellaceae. A principio, varios genes da via metabdlica
podem ser manipulados para aumentar a produgdo de lipidios; através da regulacdo direcional
do fluxo de carbono para a sintese de lipidios, aumentando o suprimento de cofatores para a
sintese de acidos graxos e recombinando as vias sintéticas de AGPIs para o acido graxo alvo
(ZHANG; CUI; SONG, 2021). Alguns exemplos de cepas de M. alpina manipuladas por meio
de engenharia metabolica estdo descritas na Tabela 2.

Além de glicose, outras fontes de carbono podem ser utilizadas para o cultivo de
Mortierellaceae, a exemplo do glicerol. Para aumentar a utilizacdo de glicerol, os genes
responsaveis pelas primeiras etapas da decomposi¢ao do glicerol, a glicerol quinase (GK) e a
glicerol-3-fosfato desidrogenase (G3PD), foram expressos de forma homdloga em M. alpina.
Em meios de cultura contendo glicerol como fonte de carbono, a superexpressao de GK
aumentou o teor de TAGs em 35%, enquanto a G3PD nao teve efeito significativo no teor de
lipidios, sugerindo que GK, em vez de G3PD, ¢ o fator limitante na assimilagdo de glicerol em
M. alpina (HAO et al., 2015).

A enzima malica (ME) catalisa a descarboxilacdo oxidativa do L-malato em piruvato e
fornece NADPH para o metabolismo intracelular. Estudos anteriores indicaram que a ME
desempenha um papel importante no fornecimento de NADPH durante a sintese de acidos
graxos em fungos oleaginosos (RATLEDGE; WYNN, 2002). A ME mitocondrial foi

superexpressa através de transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens e um aumento
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de 60% no conteudo de ARA em TAGs foi observado, enquanto o teor de TAGs permaneceu
em seu nivel original (HAO et al., 2014a). Os resultados indicaram que a ME mitocondrial
aumentou significativamente a taxa de dessaturacdo de acidos graxos catalisada por

dessaturases, o que pode ser usado como um gene alvo para melhorar a produtividade de AGPIs.

Tabela 2: Linhagens de M. alpina projetadas com genes expressos de forma homologa ou heter6loga.

. Microrganismo ~ A
Gene Origem san Funcao e resultados Referéncia
hospedeiro
G6PD M. alpina M. alpina O teor de TAGs aumentou 1,42 vezes  (HAO et al., 2014a)
G6PD+ME  M.alpina  M.alping O '¢07 I ARAZUMEMOUTZVEZES €M 1300 et a1, 2016)
PGD M. alpina M. alpina O teor de ARA aumentou 1,2 vezes (HAO et al., 2016)
. ME- M. alpina M. alpina O teor de TAGs aumentou 1,3 vezes. (HAO et al., 2014a)
citoplasma
ME- . . O teor de ARA aumentou 1,6 vezes
mitocondria M. alpina M. alpina enquanto o teor de TAGs manteve-se (HAO ctal., 2014b)
GK M. alpina M. alpina O teor de TAGs aumentou 1,35 vezes (HAO et al., 2015)
IPMDH M. alpina M. alpina O teor de TAGs aumentou 1,2 vezes (TANG etal., 2021)
O teor de TAGs aumentou 1,2 vezes € a
MaYHM M. alpina M. alpina atividade de NAD'-IDH reduziu de 23 a  (LING et al., 2021)
35%
O teor de TAGs aumentou 4 vezes € 0
Vhb Vitreoscilla M. alpina de ARA em 8 vezes, em condigdes de  (ZHANG et al., 2017)
baixa oxigenagdo
oPpFADS17 Phytoph.tfzora M. alpina O teor de EPA alcangop 1,9¢g/La (TANG etal., 2018)
parasitica temperatura ambiente
. 0
Ma w3 Des M. alpina M. alping O teorde EPA atingiu 40% dos TAGs ) o1 a1 2009)

al2°C

Contudo, em estudos posteriores, foi levantada a hipotese de que o NADPH fornecido
pela ME ¢ insuficiente para as exigéncias da sintese de 4cidos graxos, indicando que outras vias
governavam o fornecimento de NADPH (HAO et al., 2014a). No estudo de Hao e colaboradores
(2016), as principais enzimas envolvidas nas vias de suprimento de NADPH (Figura 8),
incluindo glicose-6-fosfato-1-desidrogenase (G6PD), 6-fosfogluconato desidrogenase (PGD),
isocitrato desidrogenase (IDH) e ME, foram superexpressas em M. alpina para determinar o
efeito das fontes de NADPH na lipogénese. Entre elas, a G6PD mostrou o efeito mais
significativo na sintese de acidos graxos, com um aumento de 1,7 vezes no teor de TAGs.
Quando G6PD e ME mitocondrial foram co-expressas, tanto a sintese de 4cidos graxos quanto
a dessaturacao foram melhoradas, € o contetido de ARA foi 7,2 vezes maior que o do grupo

controle cultivado em frascos (HAO et al., 2016). Este estudo demonstrou que a via de pentose
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fosfato ¢ o principal contribuinte de NADPH durante a sintese de 4cidos graxos em M. alpina,
confirmando a hipotese de que o NADPH fornecido por ME, apesar de significativo e
importante ao metabolismo, ndo atende a demanda por sintese de acidos graxos.

Como o ARA esta presente em grandes quantidades em espécies de Mortierellaceae,
melhorar o fator de conversdo de ARA para EPA ¢ uma maneira eficaz de aumentar o
rendimento de EPA. Virios estudos tém como objetivo produzir AGPIs de alto valor
(especialmente ARA e EPA) para aumentar o beneficio comercial destes fungos. Para melhorar
a producao de EPA, Ando e colaboradores expressaram de forma homologa a ®-3 dessaturase
em M. alpina 1S-4, e o conteido de EPA atingiu um maximo de 40% de TAGs quando cultivado
a baixa temperatura (12 °C) por 16 dias (ANDO et al., 2009). No entanto, culturas de baixa
temperatura tém alta demanda energética e apresentam efeitos negativos no crescimento celular
e na atividade enzimatica, o que pode reduzir a eficiéncia econdmica na produgdo em larga
escala (MAMANI et al., 2019).

Duas A17 dessaturases, de Pythium aphanidermatum (PaFADS17) e de Phytophthora
parasitica (PpFADS17), foram identificadas como tendo preferéncia de substrato para acidos
graxos de 20 carbonos (GE et al., 2018; TANG et al., 2018). Por meio da expressdao do cédon
otimizado do gene oPp-FADSI1 7 em M. alpina 1S-4, o fator de conversdao de ARA em EPA
aumentou para mais de 70 %, com teor de EPA em TAG de 31,5 %. A concentragdo alcangada
foi de 1,9 g/L de EPA a temperatura ambiente (TANG et al., 2018). Posteriormente, esta
concentracgdo foi elevada a 3,47 g/L ap6s otimizacao dos parametros de cultivo (HUANG et al.,
2020). Estes estudos destacam as amplas aplicacdes prospectivas da produ¢do de AGPIs por

linhagens de Mortierellaceae.

2.4.2 Parametros fisiologicos de processo

Alguns elementos nutricionais sao conhecidos por influenciar a producao de lipidios.
Em microrganismos oleaginosos, o acimulo de lipidios ocorre quando a fonte de carbono esta
em excesso e outro componente do meio de crescimento torna-se limitante. A limitacdo de
nitrogénio no meio de cultura tem sido utilizada por muitos autores para induzir a produgao de
lipidios por microrganismos oleaginosos (LI; JIN, 2020; LU et al., 2021, 2011). A exaustdo do
nitrogénio induz o um aumento da atividade da AMP desaminase, para equilibrar a falta do
suprimento de nitrogénio (BEOPOULOS et al., 2009). Estes efeitos foram observados em
culturas de Mucor circinelloides (ZHAO et al., 2015), da microalga Crypthecodinium chonii
(SAFDAR et al., 2017) e de M. alpina (LU et al., 2021).
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A relagdo C/N ¢ um pardmetro significativo para a sintese de lipidios em
microrganismos. De forma geral, estudos apontam que relagdes C/N inferiores a 10 favorecem
0 crescimento microbiano, enquanto relagdes altas de C/N retardam o crescimento do
microrganismo e desviam o metabolismo a sintese lipidica (KOIKE et al., 2001; ROSA et al.,
2010; XIE; WANG, 2015). No cultivo de M. alpina, Koike e colaboradores observaram um
melhor rendimento na sintese lipidica para razdes C/N entre 15 e 32. Especialmente para a
producao de ARA, a faixa 6tima da relagdo C/N para cultivo foi de 15 a 20 (KOIKE et al.,
2001).

A fonte de nitrogénio ¢ um fator fundamental ao desenvolvimento celular; a origem
deste nutriente pode facilitar a assimilacdo pelo microrganismo — sendo a fonte organica ou
inorginica — ou estar associada a outros nutrientes, a exemplo de fontes complexas como
extratos de levedura, ricas em potéssio € outros minerais. No estudo de Lu e colaboradores,
foram analisadas diferentes fontes de nitrogénio, organicas (extrato de levedura, milhocina e
ureia) e inorganicas (nitrato de sodio, nitrato de potassio, sulfato de amonio, nitrato de amonio
e cloreto de amoénio) (LU et al., 2011). Tanto na produ¢do de células quanto no acimulo
lipidico, os melhores resultados foram obtidos utilizando extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, resultando em 30 g/L de células e 4,4 g/LL de ARA. O nitrato de sddio favoreceu o
acumulo de ARA, aumentando a porcentagem deste acido graxo de 21,4 % (obtido com extrato
de levedura) para 35,9 % dos lipidios totais. Contudo, o crescimento celular foi desfavorecido
a partir desta fonte, resultando em uma concentragao de 17,5 g/L (LU et al., 2011). Com isso,
a produtividade de ARA com extrato de levedura foi 12,8 % superior a obtida com nitrato de
sodio. Todavia, a tendéncia de maior acimulo de ARA utilizando o nitrato de sodio pode ser
otimizada através da utilizagdo conjunta destas duas fontes de nitrogénio. Esta estratégia foi
utilizada em pesquisas posteriores, onde foram adicionados cerca de 10 g/L de extrato de
levedura e 3 g/L de nitrato de sddio para os cultivos, que atingiram 6,9 g/L (YU et al., 2018),
8,1 g/L (LIetal., 2015) ¢ 13,5 g/L (WU etal., 2017) de ARA no cultivo de M. alpina.

As fontes de carbono disponiveis para o cultivo de Mortierellaceae e outros
microrganismos oleaginosos incluem principalmente sacarideos, glicerol e materiais ricos em
lipidios, como 6leos de sementes (DEDYUKHINA et al., 2014; HAO et al., 2015; SHI et al.,
2016). De forma geral, a glicose ¢ a fonte de carbono mais utilizada tanto em pesquisas
cientificas, quanto na produg¢do industrial (CHANG et al., 2021; JI et al., 2014a; MAMANI et
al., 2019). Amido de cereais, como trigo e milho, lignocelulose e glicerol bruto também podem

ser utilizados como fontes de carbono (CHANG et al., 2021). No cultivo de M. alpina TSM-3
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utilizando amido solavel, Yao e colaboradores aumentaram em 30 % o rendimento de biomassa
quando comparado ao uso de glicose (YAO et al., 2019).

Considerando o custo de producao um dos principais obstaculos para a producdo em
larga escala de SCO, considerar fontes alternativas de carbono ¢ fundamental para viabilizar
este mercado. Estudos com glicerol, subproduto da producdo de biodiesel, ja apresentam
resultados promissores, com a produ¢do de 3,9-6,8 g/L de lipidios (MIRONOV et al., 2018).
Utilizando residuo da industria de chips de babata, Goyzueta e colaboradores obtiveram 8 g/L
de lipidios, sendo 35 % de ARA no cultivo de M. alpina (GOYZUETA-MAMANI et al., 2020).
A. wolfii foi cultivada utilizando bagago de cana de acucar para a produgdo de AGPIs, e obteve-
se 1,6 g/L de lipidios (HASHEM et al., 2021).

Por tratar-se de microrganismos mesofilos, as espécies de Mortierellaceae apresentam
temperatura 6tima de crescimento em 25 a 28 °C. Nesta faixa de temperatura, o acimulo de
biomassa ¢ favorecido e grande parte das reagdes enzimaticas também (CHANG et al., 2021).
Particularmente, a conversao de ARA a EPA, catalisada pela w3 dessaturase, ¢ favorecida a
temperaturas inferiores a 20 °C (SAKURADANI et al., 2005). Contudo, baixas temperaturas
retardam o metabolismo, limitando o acimulo de biomassa. Para contornar esta problematica,
uma estratégia encontrada por Peng e colaboradores foi a de iniciar o cultivo em temperatura
mais alta, de 25 °C, favorecendo o crescimento celular pelos 4 primeiros dias. Em seguida,
reduziu-se a temperatura para 20 °C, para favorecer a sintese de PUFAs com alto teor de
insaturagdes (PENG et al., 2010b).

Outro parametro importante ao crescimento celular e a estabilidade de metabdlitos
intracelulares Mortierellaceae ¢ o pH (MIRONOV et al., 2018). Com a mudanga do pH no
cultivo, ocorre a alteracdo da carga da membrana celular, afetando a atividade de enzimas,
especialmente as presentes na membrana celular, como elongases e dessaturases. A enzima
malica, responsavel por parte da geragdo de NADPH (Item 2.3.1), ¢ sensivel a mudangas de pH
(CHANG et al.,, 2021). Comumente a faixa de pH entre 5,5 e 6,5 ¢ utilizada no cultivo de
Mortierellaceae (JIN et al., 2008; MALAIWONG et al., 2016; WU et al., 2017). Mas
estratégias de duas etapas de pH durante o cultivo tem-se mostrado eficientes, como mostra o
estudo de Li e colaboradores, com produgdo de 15,5 g/L de lipidios por M. alpina, em um
cultivo mantido a pH de 5,5 nas primeiras 48 h e elevado a 6,5 até o fim do cultivo (LI et al.,
2015).

A produtividade, tanto de biomassa quanto de lipidios, ¢ sensivelmente afetada por
parametros como aeracdo, velocidade de agitacdo, concentragdo de oxigénio na entrada e

controle morfoldgico das células (LU et al., 2021). Uma vez que a biossintese de AGPIs ocorre
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por via de alongamento e dessaturagdo, as reagdes enzimaticas por dessaturases requerem
oxigénio (RADHAKRISHNAN, 2014) e ¢ necessario adequar a dispersdo de ar, a fim de
controlar a morfologia dos micélios dos fungos e evitar grandes gradientes de concentragao.
Higashiyama e colaboradores consideraram a faixa de 10 a 15 ppm de oxigénio dissolvido como
Otima para essa finalidade (HIGASHIYAMA et al., 2002).

Na produgdo industrial de AGPIs por microrganismos oleaginosos aerobios, a alta
densidade celular ¢ fundamental para garantir um rendimento final adequado. No entanto, a alta
concentracdo de biomassa pode levar dificultar a transferéncia de massa no meio, tornando
ineficiente a transferéncia de oxigénio e reduzindo a taxa de reacdo das dessaturagdes. Dessa
forma, aumentar a velocidade de agitacdo e taxa de aeragdo ¢ eficiente para o fornecimento de
oxigénio dissolvido (OD), porém esta abordagem pode ser limitada para evitar danos aos
micélios do fungo devido a for¢a de cisalhamento, principalmente para estudos de aumento de
escala (ZHANG et al., 2017).

Como parametro de processo, o coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
(kra) ¢ fundamental para compreensao do processo e para aumento de escala. Para monitorar o
fornecimento de oxigénio com mais precisdo, a porcentagem de OD ndo ¢ absoluta, visto que
esta ¢ dependente da agitagdo do meio, concentracdo celular, tipo de biorreator, entre outros
(GARCIA-OCHOA; CASTRO; SANTOS, 2000). Em contrapartida, o kra pode ser
correlacionado com a combinagdo de velocidade do agitador, velocidade superficial do gas e
viscosidade efetiva do liquido (QU et al., 2013).

Qu e colaboradores (2013) desenvolveram uma estratégia de aumento de escala baseada
no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (kra) para melhorar a produgao de
DHA por Shizochytrium sp. e obtiveram melhores resultados quando o kra de scale-up foi o
mesmo que o kra obtido no frasco (QU et al., 2013). Um vetor de oxigénio, como 0 n-
hexadecano, pode atuar como agente tensoativo para diminuir a tensdo superficial da dgua e
aumentar a area interfacial especifica do gas. Foi relatado que o n-hexano pode servir como um
vetor de oxigénio, ¢ a adi¢do de 4% de n-hexano pode melhorar significativamente o OD e
promover o acimulo de biomassa, teor de lipidios e rendimento de 6leo em M. alpina (PENG
etal., 2010a).

A partir disso, este trabalho buscou investigar parametros de processo para uma
linhagem recém isolada de ambiente extremofilo. Para tal, tomou-se como base estudos de
Huang e seu grupo de pesquisa (JI et al., 2014b; JIN et al., 2008; LU et al., 2011; PENG et al.,
2010a, 2010b; YU et al., 2018; ZHANG et al., 2017), que possui trabalhos muito relevantes a
area, além das pesquisas de Higashiyama e colaboradores (HIGASHIYAMA et al., 1998, 2002;
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KOIKE et al., 2001), Mamani e colaboradores (MAMANI et al., 2019) e Chang e colaboradores
(CHANG et al., 2021, 2022), devido as importantes contribui¢des a area e diversas citagdes na
literatura desses grupos e autores.

Neste contexto, o presente trabalho agrega valor a area de producao de AGPIs por
espécies da familia Mortierellaceae, trazendo a investigagdo de linhagens isoladas de ambiente
extremo, apontando novas linhagens para dois géneros da familia; e a investigacao destas para
a producdo de acidos graxos, apontando Linnemannia sp. ACF 038 como potencial produtor de
acido linoleico. Com isso, apresenta-se uma pesquisa robusta na area de bioprocessos,
abordando desde a caracterizacdo gendmica até a analise fisiologica para escalonamento e

melhoramento das condi¢des de cultivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

As linhagens utilizadas neste estudo foram obtidas a partir da cole¢do de fungos da
Antartida do Laboratério de Microrganismos e Processos Biotecnologicos (LAMBP/UFSC).
As linhagens de fungos foram isoladas a partir do solo de degelo de geleira da Ilha Rei George,
na Antartida, situada na coordenada 62° 23' S 58° 27' O, a 120 km da Peninsula Antartida e 849
quilometros do sul do Cabo Horn, no Sul da América do Sul. As culturas de trabalho foram
mantidas a 6 °C, em placas de Petri, com repique a cada 3 meses. As culturas de estoque foram
mantidas a -80 °C em glicerol. As linhagens de fungos estudadas foram nomeadas como

ACF 036, ACF 037, ACF 038 e ACF 039.

3.2 CARACTERIZACAO GENOMICA DOS MICRORGANISMOS

3.2.1 Extrac¢io e sequenciamento da regiao ITS

Os microrganismos (ACF 036, ACF 037, ACF 038 ¢ ACF 039) foram cultivados em
caldo Sabouraud por 14 dias a 6 °C. A biomassa obtida para cada microrganismo foi filtrada a
vacuo e submetida ao congelamento por nitrogénio liquido. Realizou-se o rompimento celular
através da maceragao da biomassa congelada em nitrogénio liquido e posteriormente transferiu-
se este material para tubos Eppendorfs de 2 mL. No tubo, foram adicionados 1000 pL de
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) e, apos agitagdo, o material foi incubado a 65 °C por
1 h e em seguida centrifugado por 10 min a 6760 x g (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) para a
precipitagdo do residuo celular. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo no qual foram
adicionados 500 pL de solucdo cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), novamente agitado e
centrifugado por 15 min a 6760 x g (ROBL et al., 2013).

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, juntamente com 2 volumes de
etanol 90 % gelado. O DNA foi precipitado a 4°C por 12 h e em seguida centrifugado por 10 min
a 27000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70 %, secado
a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 pL de 4gua miliQ. A solucdo foi tratada com
50 uL de RNAse (10 ng/uL), incubada em termoshaker por 60 min a 37 °C e posteriormente
armazenada a -20 °C (DE HOOG, 1999). O processo de extragdo estd esquematizado na Figura
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10. A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por espectrofotometro NanoDrop, conforme
metodologia de Desjardins e Conklin (DESJARDINS; CONKLIN, 2010), no Laboratorio de

Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSC.

Figura 10: Metodologia de extracdo de DNA, amplificacdo de material genético, sequenciamento e
alinhamento das linhagens.
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Fonte: Autora (2022). (Ilustragdo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).

O material genético foi entdo submetido a reacdo de polimerizagdo em cadeia da
polimerase (PCR), para amplificacdo do material genético na regido do espagador interno
transcrito (ITS). O rDNA da regido ITS foi amplificado utilizando os primers ITS1 e ITS4
(WHITE et al., 1990), a solu¢do DFS — Mastermix of Tag DNA Polymerase (2X) e o DNA
extraido na concentragdo de 100 ng/uL. Na fase de anelamento da reagdo, a temperatura inicial
foi de 58 °C, reduzindo 1 °C a cada dois ciclos, até atingir 55 °C e mantendo esse valor até o
final da reagdo, que totalizou 35 ciclos. Ao fim da reagdo, as amostras foram conservadas
a -20 °C e a qualidade da reacdo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose.

O produto da PCR foi purificado com isopropanol 75 %, etanol 70 % e ressuspendido
em agua miliQ. A partir do produto purificado, foram enviadas amostras a empresa Myleus
Facility (Belo Horizonte, MG) para sequenciamento bidirecional pelo método de Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). As sequéncias foram ajustadas através do
programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.2.5 (HALL, 1999) e comparadas com a base
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de dados do Centro Nacional de Informacgdes sobre Biotecnologia (NCBI) com o software de
alinhamento sequencial BLASTn.

As sequéncias resultantes do sequenciamento das linhagens isoladas e demais
sequéncias obtidas do NCBI (APENDICE - Tabela 18), de linhagens pertencentes a familia
Mortierellaceae, foram concatenadas e alinhadas utilizando o programa T-coffee v11.0 (DI
TOMMASO et al., 2011). A arvore filogenética foi construida com bootstraps de 10.000
réplicas (HOANG et al., 2018), pelo método de maxima verossimilhanga, utilizando a
ferramenta IQ-TREE v1.6.12 (TRIFINOPOULOS et al., 2016), com aplicacao do modelo de
substituicdo TPM3+F+G4 (YANG, 1994), selecionado estatisticamente pela ferramenta
ModelFinder (KALYAANAMOORTHY et al., 2017). Por fim, a &rvore foi plotada utilizando
a plataforma iTOL v6.5.8 (TRIFINOPOULOS et al., 2016).

3.2.2 Avaliacao de caracteristicas fisioldgicas: crescimento em meio BDA e meio

sintético

Com o objetivo de selecionar uma linhagem de fungo para os estudos cinéticos, apds a
caracterizacao da regido ITS, as linhagens de fungos com resultado resolutivo a nivel de género
foram selecionadas para o cultivo estatico em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), por 14 dias
a 6 °C. A partir desses resultados, que consideraram o grau de identidade com dados do NCBI
e a viabilidade de cultivo em laboratorio, a linhagem de fungo selecionada foi submetida a um
cultivo submerso, em Erlenmeyers.

Para o inoculo do cultivo submerso, prepararam-se frascos contendo 400 mL de caldo
Batata-Dextrose (BD), para os quais foram transferidos esfregagos contendo esporos e
biomassa, coletados das culturas em BDA e padronizados em uma cultura em placa de Petri
para cada frasco de meio liquido (400 mL). Estes frascos foram mantidos a 25 °C e 120 rpm de
agitacdo por 72 h, conforme utilizado por Lu e colaboradores no cultivo de M. alpina, espécie
de referéncia dentro da familia Mortierellaceae (LU et al., 2011). Para o cultivo, 10 % (v/v) do
indculo foi transferido para frascos Erlenmeyer de 1 L, contendo 400 mL de meio composto
por (g/L): 1,3 KoHPO4-3H20; 0,5 KCI; 0,01 FeSO4-7H20; 0,5 MgSO04-7H20; 20 Glicose; 3
NaNO:s. O cultivo seguiu a 25 °C e 150 rpm por mais 120 h (LU et al., 2011).
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3.3 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DE CULTIVO: TEMPERATURA, pH,
FONTE E CONCENTRACAO DE NITROGENIO E CONCENTRACAO DE
GLICOSE

Para a avaliacdo dos parametros cinéticos de cultivo, realizaram-se cultivos em meio
solido, em trés blocos distintos. No primeiro bloco de experimentos, avaliou-se a interferéncia
dos fatores pH, entre 4 e 8, e concentragao de glicose, entre 20 e 40 g/L, no crescimento do
fungo estudado. Ambas as faixas das variaveis avaliadas foram escolhidas com base em
resultados da literatura. Para o pH, utilizou-se um valor minimo de pH 4, tendo em vista a
preferéncia de fungos por meios acidos (WAGNER et al., 2013) e um valor mdximo pouco
utilizado na literatura, mas encontrado em algumas referéncias como Lu e colaboradores (LU

etal., 2011).

Tabela 3: Ensaios para avaliacdo dos fatores pH e Concentracdo de Glicose

Nivel/Variavel -1,41 -1 0 1 1,41
pH 4 4,6 6 7,4 8
Glicose [g/L] 20 23 30 37 40

O pH foi ajustado utilizando &cido sulfurico 10 % (v/v). O bloco de experimentos seguiu
um planejamento experimental do tipo estrela com ponto central (NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010), conforme Tabela 3, com quatro réplicas no ponto central, totalizando 12
ensaios, realizados em triplicata a temperatura de 25 °C. A composi¢do do meio utilizado ¢
descrita na Tabela 4, conforme metodologia utilizada por Lu e colaboradores (LU et al., 2011),

e foi igualmente preparada para todos os ensaios.



51

Tabela 4: Composicdo do meio para os ensaios de Triagem de Parametros

Concentragao (g/L)

Composto
Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3
K>HPO4 1.00 1.00 1.00
KCl 0.50 0.50 0.50
FeSO4*7H,0 0.01 0.01 0.01
MgSO4*7H,0 0.50 0.50 0.50
Glicose 20/23/30/37/40 35 35
Nitrogénio 1.00 A 0.50/0.75/1.00/ 1.25 1.00 B
Agar 18.00 18.00 18.00

A Nitrato de sodio como fonte de nitrogénio. ® Extrato de levedura como fonte de nitrogénio.

No segundo bloco de ensaios, avaliou-se a influéncia da fonte e da concentracao de
nitrogénio no crescimento do microrganismo estudado. A composi¢do do meio ¢ descrita na
Tabela 4. As fontes de nitrogénio testadas foram nitrato de sddio (NaNOs) (LU et al., 2011),
fosfato de diamonio ((NH4):HPO4) (SHAH et al., 2016), ureia (CH4N,O) (LU et al., 2011) e
extrato de levedura (JI et al., 2014b). Este ultimo, o extrato de levedura CMF, foi gentilmente
fornecido pela empresa Biorigin. Cada fonte foi testada em quatro concentracdes de nitrogénio
diferentes, como mostra a Tabela 5. Deste fatorial completo, resultaram 16 ensaios, realizados

em triplicata e inoculados a 25 °C.

Tabela 5: Ensaios para avaliagdo dos fatores Fonte ¢ Concentragdo de Nitrogénio

Variavel Nivel
Fonte de Nitrogénio NaNOs;  DAP UR YE
Nitrogénio [g/L] 0,50 0,75 1,00 1,25

Por fim, avaliou-se a temperatura de incubagdo em 20, 25 e 37 °C. A temperatura de
25 °C ja vinha sendo utilizada, tendo em vista que o microrganismo, apesar de isolado de local
extremofilo, € provavelmente um cosmopolita na regido e pode ser caracterizado como mesofilo
(RUISTI et al., 2007). Dessa forma, as temperaturas de 20 e 25 °C foram escolhidas para avaliar
este comportamento em relagdo a temperatura, enquanto a temperatura de 37 °C foi escolhida

por tratar-se da temperatura média corporal humana, a fim de avaliar se o microrganismo
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apresenta alguma caracteristica de oportunista. Com base nos resultados dos blocos anteriores,
o meio foi composto conforme a Tabela 4 e as placas foram entdo incubadas nas diferentes
temperaturas.

Para inoculagdao dos ensaios, utilizou-se um recorte de aproximadamente 50 mm? de
micélio do fungo e em seguida as placas foram incubadas por 144 a 168 h. Um esquema
ilustrativo da metodologia ¢ apresentado na Figura 11. Para todos os blocos experimentais,
realizou-se o controle através de cultivos em meio BDA. Como resposta, realizou-se a medida
do diametro da colonia a cada 24 h de cultivo e este valor foi expresso como porcentagem em

relacdo ao ensaio controle (BDA), conforme mostra a Equacao 1.

densaio

Ry, = x 100

controle

(M

Onde:
densaio = Didmetro do halo de crescimento do fungo no ensaio [mm];
dcontrole = Didmetro do halo de crescimento do fungo no controle [mm];

Ro; = Porcentagem de crescimento do ensaio em relacdo ao controle [%].

Figura 11: Esquema da metodologia utilizada na caracterizacao fenotipica de cultivo estatico.

@20/25/37‘@

m X 67 dias

MEIO DE CULTIVO (g/L):
Glicose-20/25/30/25/40
Fonte N-0,50/0,75/1,00/ 1,25
KoHPO, - 1

KCI-0,5

MgS0..7H,0 - 0,5

FeS0..7H,0-0,01

Fontes de N: NaNOz / DAP / UR/ YE

pH:4/5/6/7/8

Fonte: Autora (2022). (Ilustragéo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).
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A andlise dos resultados e verificagdo da existéncia de diferenga significativa foram
realizadas no software Statistica® 12.5. Realizou-se anélise de varidncia (ANOVA), seguido de

um teste de comparagao entre médias (Tukey) a um nivel de significancia de 0,05.

3.4 ESCALONAMENTO E MELHORAMENTO DAS CONDICOES DE CULTIVO
PARA A PRODUCAO DE SCO

O fungo selecionado na etapa de sequenciamento da regido ITS e triagem, bem como as
condi¢des de cultivo previamente determinadas foram usadas nesta etapa do trabalho. O intuito
desta fase foi observar o crescimento e producdo de lipideos pelo fungo selecionado em
condi¢des ideias de controle de oxigenacao por meio de cultivos em biorreatores de bancada.

A linhagem selecionada foi transferida para tubos contendo caldo infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) e incubadas a 25 °C em shaker por 7 dias. Apos o crescimento, foram realizados
indculos em meio Batata Dextrose Agar (BDA). As culturas com crescimento abundante em
meio BDA foram utilizadas como indculo a propagacao nos meios liquidos. Sendo estes, caldo

Batata Dextrose (BD), para o cultivo A e meio sintético para o cultivo B, descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Composicdo dos meios de propagacdo e cultivo submerso em biorreator.

Composto Concentracio (g/L)
Propagacio A Cultivo A Propagacio B Cultivo B
Batata Dextrose 27 - - -
Glicose - 45 30 90
Extrato de levedura - 10 6 10
Nitrato de sodio i i 3 3
(NaNOs)
Fosfato
monopotassico - 1 3 4
(KH2PO4)
KCl - 0,5 - -
Sulfato de ferro 11 i 0.01 i i
(FeS04.7H,0) ’
Sulfato de magnésio
(MgSO,.7H,0) i 0,5 0,5 0.6

As composi¢des de propagacao e meio de cultivo utilizado nesta etapa do trabalho estao
descritas na Tabela 6. O meio do cultivo A teve como referéncia o estudo de Lu et al. (2011),

enquanto o meio do cultivo B foi baseado no meio utilizado no estudo de Ji et al. (2014). A
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escolha da fonte e concentracdo de nitrogénio considerou os resultados obtidos na etapa de
investigacdo das caracteristicas fenotipicas de cultivo (Item 3.3). As principais diferencas entre
os cultivos A e B sdo o aumento da concentragao de glicose, de fosfato e de nitrogénio, através

da adicao de nitrato de sodio.

Figura 12: Esquema ilustrativo dos cultivos de Linnemannia sp. ACF038, nos meios A e B.

OXIGENIO

DISSOLVIDO.

A cada 24 h:
CULTIVO A: CULTIVO B: respirometria
Glicose (45 g/L) Glicose (90 g/L) - (método dinamico)
YE (10 g/L) YE (10 g/L)
K,HPO4 (1 g/L) KH2PO4 (4 g/L)
KCI (0,5 g/L) NaNO; (3 g/L) e e W
MgS04.7H;0 (0,5 g/L)  MgS0.7H;0 (0,6 g/L) Ra,
FeS04.7H,0 (0,01 g/L) Inéculo (10 % v/v) 2 e
Indculo (10 % v/v) — 1 Quantificagdo de | 2|, —
= , glicose residual iz -
- por HPLC !
b I gh ~ —
—— E < Liofilizagdo [==
- - I == S ||| | =
{ [ =" | g
& _ 25 gC |
0D 30 % . «
pH 55 . Caracterizacéo por
Extragdo de ~.  cromatografia gasosa

lipidios por Bligh &
Dyer e Soxhlet

DIAO-5 DIA5-12

Propagacgédo | Cultivo ‘

Fonte: Autora (2022). (Ilustragdo criada na plataforma BioRender, https://biorender.com/).

As propagagoes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com volume util
de 200 mL. Os cultivos foram conduzidos em bioreatores BioFlo® 115 1,5 L (New Brunswick
Scientific Co., Inc., Edison, NJ) com 900 mL de volume de trabalho. O cultivo A foi realizado
com 700 mL de meio, pH de 5,5, temperatura de 25 °C, vazao de ar de 0,1 a 1 VVM e agitagdo
entre 150 e 500 rpm para manutenc¢do da porcentagem de oxigénio dissolvido em 30 % em
relacdo a saturacdo com ar atmosférico, conforme descrito por Ji e colaboradores (JI et al.,
2014b). Os mesmos parametros foram utilizados para o cultivo B, exceto o volume inicial de
meio, que foi aumentado para 900 mL, a fim de facilitar a amostragem. A temperatura de cultivo
e o pH foram fixados conforme os melhores valores observados na fase de investigacdo das
caracteristicas fenotipicas de cultivo (Item 3.3). Um resumo dos parametros ¢ apresentado na

Tabela 7.
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Tabela 7: Parametros do processo utilizados no cultivo submerso em biorreator.

Parametro Cultivo A Cultivo B
Volume total (mL) 700 900
Temperatura (°C) 25 25
pH 5,5 5,5
Concentragdo inicial de glicose (g/L) 45 90
Oxigénio dissolvido (%) 30 30
Agitagdo (rpm) 150 - 500 150 - 500
Vazio de ar (VVM) 0,1 -1 0,1 -1

3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 Determinaciao da biomassa inicial e final

Determinou-se a biomassa por analise gravimétrica, a partir de aliquotas de 10 mL do
caldo fermentado, centrifugadas em tubos Falcon de 15 mL, previamente identificados e
tarados, a 3 000 x g por 20 min. O sobrenadante foi separado e o precipitado ressuspenso em 5
mL de 4dgua destilada e centrifugado novamente. Desprezou-se entao o sobrenadante e o tubo
contendo as células foi levado a estufa a 105 °C por 24 h. Apds esse tempo, as amostras foram
levadas ao dessecador até atingirem temperatura ambiente e peso constante. O célculo da

concentragdo de biomassa ¢ apresentado abaixo.

m —-m
Xt _ _seca - tubo % 1000

(2)
Onde:
mseca = Massa do tubo falcon apds a secagem, em gramas;
mubo = Massa do tubo falcon seco, em gramas;
V' = Volume coletado, em mL;

X: = Concentragao de biomassa total, em g/L.

A biomassa total, obtida pela Equa¢do 2, inclui a massa de lipidios (produto). Logo,
para célculos de parametros cinéticos, foi utilizada a biomassa residual como base de célculo.

Para isso, desconta-se a massa de lipidio presente na amostra, conforme a Equacao (3).
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X=X —P
€)

Onde:
X = Concentragdo de biomassa residual, em g/L;
P = Concentragao de lipidios, em g/L.

Xt = concentragdo de biomassa total, em g/L

3.5.2 Determinacio da concentraciao de acucares redutores residuais

As amostras do cultivo foram centrifugadas e o sobrenadante filtrado em filtros de
0,22 pm (membrana PVDF, marca Analitica) para andlise no Cromatografo Liquido (LC-20A
Shimadzu). A determinacdo de glicose foi feita por meio da técnica de Cromatografia Liquida
de Alta Precisdo (CLAE) por indice de refragcdo, usando uma coluna Aminex HPX-87H
(300 mm x 1,00 UM, 7,8 mm x 9 um, Bio-rad), com fluxo de 0,6 mL/min ¢ com temperatura
de detector e coluna igual a 50 °C. Como fase moével, foi utilizada solucdo 5 mM de 4cido

sulfurico (SLUITER et al., 2016).

3.5.3 Determinagio da concentracio de nitrogénio residual

Na composi¢do dos caldos sintéticos, foram utilizadas diferentes fontes de nitrogénio.
Na forma inorganica, através do Nitrato de Sodio, e na forma orgéanica, através do Extrato de
Levedura. Assim, foram utilizadas duas analises para a quantificagao do nitrogénio residual
total. Para o nitrogénio na forma de nitrato, foi utilizado o Método do Acido Salicilico
(CATALDO et al., 2008) e, para o nitrogénio proteico, a quantificacdo foi realizada a partir do
método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

O método do acido salicilico descrito por Cataldo e colaboradores baseia-se na geracao
de um complexo formado pela nitriacdo do acido salicilico em condi¢des acidas. Na sequéncia,
solucdo alcalina ¢ adicionada para que o pH fique superior a 12, onde a coloragdo amarela,
proporcional a concentracdo de nitrato, pode ser quantificada através da absorbancia.

Para a andlise, foram colocados 200 pL. de amostra em um tubo de ensaio com

capacidade superior a 25 mL e adicionados 800 puL de solugdo AS-H2SO4 (4cido salicilico 5%
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(w/v) em H2SO4 concentrado). Aguardaram-se 20 minutos para que a reacao ocorresse € em
seguida foram acrescentados 19 mL de solu¢do NaOH com concentragdo de 2 mol/L. Apos
estabilizacao da temperatura, foi realizada a leitura em espectrofotometro a 410 nm. A curva
padrao foi preparada com NaNQOs, abrangendo a faixa de 0 a 70 mg N-NOs/L (CATALDO et
al., 2008). Apo6s a andlise, as concentracdes de nitrato foram convertidas a concentracdo de

nitrogénio pela relacdo entre as massas molares, de acordo com a Equacao (4).

CN = 0,226 X CN03
“)

Onde:
Cy = Concentragao de nitrogénio, em g/L;

Cnos = Concentragao de nitrato, em g/L.

O método de Lowry baseia-se na redug¢do do reagente Folin Ciocalteau, que ¢ uma
mistura de molibdato, tungstato e acido fosforico. A reducdo ocorre quando o reagente Folin
reage com proteinas na presenca do catalizador Cu*?. A reagdo resulta em um complexo de cor
azul e tem maxima absor¢do em 750 nm, sendo estavel por até 4 horas (SANTOS, 2012).

Para a analise, preparou-se a solugdo A, na proporcao 50:1 das respectivas solugdes:
NaxCO3 2 % em NaOH 0,1 M e CuSO4-5H20 0,5 % com 1% de citrato de s6dio. Para a analise,
foram adicionados 100 pL das amostras em tubos de ensaio. Em seguida, adicionou-se 2 mL
da solugdo A e a amostra foi mantida em repouso por 10 min. Entao, foram adicionados 200 pL
da solugdo 1:1 de reagente Folin Ciocalteau e agua destilada. Os tubos foram entao agitados em
vortex e mantidos em repouso por mais 30 min. Apds o repouso, as amostras foram lidas em
espectrofotometro no comprimento de onda de 750 nm (LOWRY et al., 1951). A curva padrao

foi feita com extrato de levedura idéntico ao utilizado no caldo de cultivo.

3.5.4 Determinacio da velocidade de respiracao (Qo2X) e do coeficiente volumétrico

de transferéncia oxigénio (kra)

As metodologias referentes a transferéncia de massa de oxigénio da fase gasosa para a
fase liquida no biorreator sdo apresentadas a seguir. A sonda utilizada para monitoramento da

concentragdo de oxigénio dissolvido (OD) foi um sensor 6ptico de OD InPro 6800 (METLER
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e TOLEDO). Para a determinagdo da velocidade de consumo de oxigénio (Qo2X) e do
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (kra) utilizou-se o Método Dinamico
(BANDYOPADHYAY et al., 1967).

O balango de massa de oxigénio no meio, apresentado pela Equacao (5), ¢ dado pela
diferenga entre o teor de oxigénio dissolvido [kra (Cs- C)] e a velocidade de respiracao (Qo2X).
A andlise ¢ dividida em duas etapas, a interrup¢ao da aeragdo e a retomada o fluxo de ar. Em
ambas as fases, coletam-se os dados de concentracdo de oxigénio dissolvido (%) detectados

pela sonda, através dos quais € possivel tracar o perfil de oxigénio no meio (Figura 13).

dc
a kpa.(Cs —C) — Qo2-X

®)

Figura 13: Perfil da concentracao de oxigénio durante a aplicacdo do método dindmico.
C [mg0z/L]

A
€ = Qoz X.At € = Co — (Co — Cog)e ™22

» t[s]

to: Ar desligado t1: Ar ligado

Fonte: Autora (2022).

Na interrupg¢ao da aeragdo, observa-se a queda gradual e linear da concentragao de OD.
Nesta etapa, a agitacdo ¢ mantida e considera-se que a concentragao celular é constante no curto
intervalo de tempo (BONAN et al., 2020). Os dados obtidos sdo do teor de oxigénio
divissolvido no meio, em porcentagem, e devem ser convertidos em concentragao de oxigénio,

em miligrama de oxigénio por litro, através da Equacgao (6).

C=CsxO0D

(6)
Onde:
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C = Concentragao de Oxigénio (mgO2/L);
Cs = Concentragao de Saturacdo de Oz (mgO/L);
OD = Oxigénio Dissolvido (%)

Como concentracdo de saturagdo de oxigénio (Cs) no meio de cultivo, equivalente ao
OD de 100 %, considerou-se a saturagdo do oxigénio em agua a 25 °C, que ¢ de 8,11 mgO2/L
(CONNELL, 1997).

A partir das concentragdes de oxigénio no meio, plota-se o perfil de oxigénio em fungao
do tempo. Com a interrupcao do fluxo de ar, o primeiro termo da Equagao (5) é desconsiderado,

pois ndo ha oxigénio sendo transferido ao meio — Equagao (7).

kLa.(CS_C) =0
(7

Assim, a variacao de oxigé€nio no meio ¢ dada apenas pelo segundo termo, referente a

respiragdo celular - Equacdo (8) (BANDYOPADHYAY; HUMPHREY; TAGUCHI, 1967).

dc

2= Yoz X

(®)
Integrando, entdo, a Equacdo (8), obtém-se a Equagdo (9), através da qual é possivel
modelar os dados experimentais e determinar a velocidade de consumo de oxigénio (Qo2X)

através do coeficiente angular da reta.

C = CO - Q02XAt
©)

Apo6s a queda na concentragdo de OD, a aeragdo ¢ retomada, antes que a concentracao
critica de OD seja atingida, para ndo prejudicar o crescimento celular. Com a retomada da
aeragdo, a concentragdo de oxigénio no meio de cultivo aumenta, como mostra a Figura 13 a
partir de t1, até atingir o equilibrio novamente. Admite-se, nesse espago de tempo, que a
velocidade de consumo de oxigénio pelo microrganismo € constante € que a concentragcao de
equilibrio € igual a concentragdo Co, antes da interrupgao da aeracao. Para essas consideragoes,

a Equacao (5) ¢ integrada e o perfil de oxigénio no meio ¢ descrito pela Equagao (10).
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C = Cy— (Co— Cpy)e Fra- At

(10)
Onde:

C = Concentragao de Oxigénio (mgO»/L);
Co = Concentragdo de O> antes da interrupg¢ao da aeragdo (mgO2/L);
Co1 = Concentracao de O no momento da retomada da aera¢ao (mgO/L);

kra = Coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™')

A partir do ajuste de regressao ndo linear dos dados experimentais, utilizando a Equagao
(10) como modelo matematico, obtém-se o valor do coeficiente kra. Para o ajuste do modelo,
utilizou-se a extensdo Solver, do software Excel. Como funcdo objetivo a ser minimizada,
empregou-se o somatdrio dos quadrados das diferencas entre os dados experimentais e do

modelo - Equacgao (11)

2 Erro = E(CEXP — Cmop)?

(In

Onde:
Cexp = Concentragdo de Oz obtida experimentalmente (mgO»/L);

Cumop = Concentragdo de O2 calculada pelo modelo (mgO2/L);
3.5.5 Anailise qualitativa da producio de lipidios por microscopia de fluorescéncia

A presenga de goticulas de lipidios foi verificada a partir de coloracdo com o corante
lipofilico Vermelho de Nilo (9-dietilamino-5H-benzo[a]fenoxazina-5-ona). A metodologia foi
adaptada de Ahmad e colaboradores (AHMAD et al., 2013). Uma amostra de 1 mL de cultivo
fresco foi coletada e centrifugada a 3 000 % g por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de biomassa foi ressuspenso em 1 mL de dimetilsufoxido (DMSO) 20 %. Apos agitacao
em vortex por 10 min, as células foram centrifugadas novamente a 4 000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de 4gua destilada e agitado em
vortex. Adicionou-se entdo 12,5 pL da solu¢do de do corante Vermelho de Nilo 10 % em
tampao fosfato-salino (PBS) e a amostra foi incubada por 10 min no escuro e a temperatura

ambiente.
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Na sequéncia, as células foram fixadas em laminas de microscopias e observadas em
Microscopio Confocal Leica DMI 6000, usando luz UV em campo escuro, com excitagdo e

emissao a 514 nm e 560 nm, respectivamente. A analise foi realizada no Laboratorio

Multiusuario de Estudos em Biologia da UFSC.
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3.5.6 Extracao de lipidios

Foram realizados dois métodos de extracao, um a quente, por Soxhlet (1879), para a
quantificagdo do teor lipidico e um a frio, por Bligh-Dyer (1959), para a caracterizacao do perfil
de acidos graxos. A extracdo por Soxhlet foi realizada com um extrator adequado, pelo qual
foram rodados de 4 a 6 ciclos de extracdo, no periodo de 8 h. O solvente utilizado foi uma
solucao de cloroformio e metanol na propor¢ao 1:2 (MUBARAK; SHAIJA; SUCHITHRA,
2015). No interior do extrator foi colocado um cartucho previamente pesado e contendo 500 mg
de biomassa liofilizada. Ao fim da extragdo, o solvente foi rota-evaporado para obtencdo do
extrato. O cartucho final foi seco em estufa até massa constante e o quantitativo do extrato foi
obtido por gravimetria. O rendimento de lipidios e o teor de lipidios foram expressos em gramas
de lipidios por litro de meio de cultivo e gramas de lipidios por grama de células secas (%),
respectivamente.

A fim de evitar a degradacao dos acidos graxos poli-insaturados, o método de Bligh-
Dyer foi utilizado como alternativa. Por tratar-se de uma extra¢do sem exposi¢ao ao calor, o
rendimento ¢ significativamente inferior quando comparado ao método de Soxhlet, contudo, a
preservacao dos AGPIs ¢ significativamente superior pelo método a frio. Para a extragado a frio,
foi realizado um pré-tratamento 4cido, no qual adicionou-se 4 mL de acido cloridrico 2 mol/L
em tubos contendo 300 mg de biomassa liofilizada, que foram incubados a 80 °C por 1 h. Apos
o tratamento, as amostras foram centrifugadas (3 000 x g, 15 min), a solugdo 4cida foi
descartada e seguiu-se para a extragao pelo método adaptado de Bligh-Dyer (ANSCHAU et al.,
2014; BLIGH; DYER, 1959).

Foram adicionados 6 mL de metanol:cloroformio (2:1, v/v) ao sedimento sélido. A
suspensdo foi agitada em vortex por 2 minutos e em seguida, 2 mL de cloroférmio foram
adicionados ao tubo e agitados por 2 minutos. Para gerar um sistema com duas fases liquidas,
foram adicionados 3,6 mL de 4gua destilada e o sistema foi agitado novamente por 2 minutos.
As fases foram separadas por centrifugagdo durante 10 minutos a 750 % g. A fase inferior
(primeiro extrato) foi transferida para um frasco utilizando pipeta Pasteur. Uma segunda
extracdo foi realizada utilizando 4 mL de metanol a 10% (v/v) em cloroférmio em vértice por
2 minutos. Apds centrifugacdo, a fase de cloroférmio foi adicionada ao primeiro extrato. O
cloroférmio foi evaporado e o residuo foi seco em estufa a 60 °C por 48 horas. O lipidio final

foi quantificado gravimetricamente.
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Os lipidios extraidos foram entdo submetidos a metilagdo pelo método de O’Fallon
(O’FALLON et al., 2007), para obten¢ao dos ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs). No
extrato obtido pela extracao Bligh-Dyer, foram adicionados 0,7 mL de KOH 10 mol/L ¢ 5,3 mL
de metanol e incubados a 55 °C por 1,5 h sob agitacdo. Apos esse periodo, adicionou-se
0,58 mL de H2SO4 12 mol/L e os tubos foram novamente incubados a 55 °C por 1,5 h sob
agitacdo. Por fim, adicionou-se 3 mL de hexano, agitou-se a amostra em vortex por 5 min e a

fase superior foi recolhida para andlise em cromatografia gasosa.

3.5.7 Caracterizacio do perfil lipidico

A caracterizacdo do perfil lipidico foi feita em Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometro de Massa (CG/MS). A analise GC/MS foi realizada no instrumento Agilent GC
7890A acoplado ao detector MS Agilent 5975C. A coluna, uma coluna capilar de silica fundida
HP-5MS (Agilent) (30 m de comprimento x 250 um id x 0,25 um de espessura de filme
composta por 5% de fenil-95% de metilpolissiloxano) foi conectada a um detector quadrupolo
operando em EI (Electron Impact Ionization) a 70 eV e a varredura de massa variou de 40 a
550 m/z. O hélio foi usado como gas de arraste a uma vazao de 1,2 mL/min.

As temperaturas do injetor (com modo splitless) e da interface foram de 300 °C. O atraso
do solvente foi de 3,0 minutos. O volume de inje¢do foi de 1,0 pL com o amostrador automatico
Agilent GC Sampler 80 equipado com uma seringa de 10 pL. O programa de temperatura do
forno consistiu em manter a 60 °C por 3 min, aumentar até¢ 270 °C a 4 °C/min, manter por 2 min
nesta temperatura, aumentar até 300 °C a 30 °C/min, mantendo-se nesta temperatura por 5 min.
O tempo total de corrida foi de 63,5 min.

Os compostos foram identificados comparando seus espectros de massa com os do
Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST, 2011). O indice de retengdo linear foi
calculado pelos tempos de retencdo de n-alcanos injetados nas mesmas condi¢des
cromatograficas, utilizando a aproximag¢ao de Van den Dool e Kratz (BIZZO et al., 2020; VAN
DEN DOOL; DEC. KRATZ, 1963) conforme a Equagao (12):

tpx — tpCy

IRL = 100n
(trCry1 — trCp)

(12)
Onde:

trx = Tempo de retengdo dos componentes a serem analisados;
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trCyn = Tempo de retencdo do padrao que elui antes de x;
trCn+1 = Tempo de retencdo do padrao que elui apds x;

n = Numero de a&tomos de carbono do padrao que elui antes de x.

3.6 ANALISE DE DADOS

3.6.1 Parametros cinéticos de cultivo

Com os dados experimentais obtidos, foram calculados os pardmetros cinéticos por
meio das equagdes apresentadas na Tabela 8. Consideraram-se parametros de conversdo de
substrato em biomassa e lipidio, conversao de nitrogénio em biomassa e de biomassa em lipidio,
além da produtividade volumétrica global, que considera o tempo de cultivo, e do rendimento,

que leva em conta a estequiometria da reagao.

Tabela 8: Parametros cinéticos de cultivo, utilizados na analise dos cultivos submersos A e B.

Parametro Equacao Unidade N:;?g;;ga
Fator de conversdo de substrato _ X=X
em células Yx/s= S, —Sf g's (13)
Fator de conversdo de substrato _Pk—P
em produto Yoys= S, — S g/g (14)
Fator de conversdo de biomassa P —h
Yo x= ———
em produto P/X Xr =X gg (15)
Fator de conversdo de nitrogénio X=X
em biomassa Ya/N= N, — N; g/g (16)
. Yp/s
Rendimento n=-—— x100 % (17)
P/ Sestq
.. " P—P,
Produtividade volumétrica global Qp= g/L.h (18)

t
Onde: X = biomassa celular residual (g/L); Pr e P= concentracao final e inicial de produto (g/L), respectivamente;
St e S;= Concentragao final e inicial de substrato (g/L), respectivamente; t = tempo (h); Yp [Sestq Fator de conversao

estequiométrico de substrato em produto (gP/gS).

Para a estequiometria do cultivo, foram consideradas as equacdes (19) e (20). A Equagao
(19) apresenta a conversdo de glicose em biomassa, na qual CsH1206 € a equagdo molecular
para glicose, Cs.35H9.8502.45N1.5 ¢ a equacdo molecular média para aminodcidos e C4He.501.9No.7
¢ a equagdo molecular para o fungo, conforme descrito por Babel e Muller para leveduras
(BABEL; MULLER, 1985). Utilizou-se esta referéncia devido a auséncia de estudo similar para

fungos, sendo a composicao celular de leveduras a mais semelhante encontrada na literatura.
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Como fontes de nitrogénio, utilizaram-se extrato de levedura (Cultivos A e B) e nitrato de sodio
(Cultivo B). Sendo o extrato de levedura a fonte majoritaria de nitrogénio e estando este
principalmente na forma de aminoacidos e peptideos, considerou-se a equagdo molecular média

dos aminoacidos (VIEIRA et al., 2016) na Equagao (19).

C6H1206 + 4,3202 + O,54‘C5'53H9’8502’45N1’5 s 1,12C4H6‘501‘9N0‘7 + 4‘,4‘1602 + 5,02H20
(19)

Para a conversdo de glicose em lipidio, foi considerada a Equagao (20), apresentada a
seguir. Nesta equacgdo, Cs¢H1000s, € a equagdo molecular obtida por uma média ponderada de
um triglicerideo composto por cadeias de 4cidos palmitico (24 %), estedrico (10 %), oleio
(18 %) e linoleico (48 %), visando simular a composi¢ao observada no perfil lipidico do fungo
estudado neste trabalho. A partir dos dados teoricos de conversao, calculou-se o rendimento do

cultivo considerando a equagdo de conversao de glicose em lipidio.

CoHy206 + 1,290, — 0,06Cs4H;000¢ + 2,61C0, + 3,0H,0
(20)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS MICRORGANISMOS

4.1.1 Identificacio pelo sequenciamento da regido do ITS

A selecao dos fungos isolados na ilha Rei George, Antartida, e que fazem parte da
colecdo de fungos do Laboratério de Microrganismos e Processos Biotecnologicos
(LAMBP/UFSC) ¢ descrita no trabalho de CHIARELLI (2022). Esta selecao foi realizada com
base na morfologia desses microrganismos e, dos 91 microrganismos isolados, quatro
exemplares foram identificados como provaveis fungos pertencentes a familia Mortierellaceae.
Tal conclusdo ocorreu com base em caracteristicas micro e macro morfologicas das linhagens.
Estas apresentaram crescimento em halos ¢ a coloragdo esbranquicada, micélio cenocitico,
esporangios terminais e hialinos, e os esporangidforos ramificados e de base alargada, que sdo
tracos tipicos da familia Mortierellaceae (WAGNER et al.,, 2013). Algumas dessas

caracteristicas podem ser observadas na Figura 14.

Figura 14: Microscopia optica (400X) da linhagem ACF038, mostrando o esporangio caracteristico da
familia Mortierellaceae, corada com lactofenol e azul de algodao.

Fonte: (CHIARELLI, 2022)

As linhagens que apresentaram tais caracteristicas foram selecionadas para este trabalho
(ACF036, ACF037, ACF038 e ACF039) e foram subsequentemente submetidas a identificagao
através do sequenciamento do rDNA na regido ITS (SCHOCH et al., 2012). A partir do
alinhamento dessa regido com o banco de dados do NCBI, foram obtidos os resultados

apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Identificacdo de linhagens de Mortierellaceae por sequenciamento da regido ITS.

Microrganismo mais

Linhagem . Numero GenBank  Identidade  e-value
proximo
Linnemannia sclerotiella
ACF036 JX975988.1 94,06 % 5x 10786
CBS 529.68
Mortierella antarctica
ACF037 NR111580.1 99,32 % <1070
CBS 609.70
Linnemannia hyalina
ACF038 NR163542.1 90,88 % <1030
CBS 223.35
Entomortierella parvispora
ACF039 NRO77185.1 80,70 % 2 x 107113
CBS 311.52

O alinhamento BLAST sugere que o isolado ACF037 provavelmente pertence a espécie
M. antarctica (CBS 609.70, com 99,32 % de similaridade). Para as linhagens ACF036, ACF038
e ACF039, as espécies mais proximas, de acordo com o alinhamento da regido ITS, foram L.
sclerotiella (CBS 529.68, com identidade de 94,06 %), L. hyalina (CBS 223.35, com 90,88 %
de identidade) e E. parvispora (CBS 311.52, com 80,70 % de identidade), respectivamente. A
arvore filogenética com base nas sequéncias de ITS ¢ apresentada na Figura 15. Os dados
obtidos indicam que as linhagens ACF037, ACF038 e ACF039 agruparam com espécies ja
conhecidas pela producao de AGPIS, enquanto o agrupamento da linhagem ACF036 nao foi
resolutivo.

Dessa forma, selecionou-se as trés linhagens com resolu¢do de género para o dar
continuidade ao trabalho. Estas trés linhagens foram entdo cultivadas em meio estatico (BDA)
por 14 dias. A linhagem ACFO039 foi cultivada também em caldo Infusdo-Cérebro-Coragao
(BHI), alternativa rica em nutrientes para reativacdo de microrganismos. Contudo, nas
condicdes testadas, ndo se desenvolveu e, portanto, ndo foi selecionada para o andamento do
trabalho.

No trabalho de Wagner e colaboradores, uma extensa analise da filogenia da familia
Mortierellaceae foi realizada com base nas sequencias da regido ITS. Contudo, concluiu-se
que, apesar de eficiente para grande parte das espécies, a regido do espacador interno transcrito
ndo ¢ suficiente para elucidar todas as espécies da familia (WAGNER et al., 2013). Esta

hipotese ¢ sustentada pelo trabalho de Vandepol e colaboradores, no qual as sequéncias de L.
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elongata e L. gamsii no trecho ITSf-LR5 compartilhavam 98 e 97%, respectivamente, de
similaridade com L. hyalina, mesmo tratando-se de espécies diferentes. Tal observagao reforca
a possibilidade de que a diferenca de identidade observada nesta etapa seja significativa a nivel

de linhagem ou espécie (VANDEPOL et al., 2020).

Figura 15: Arvore filogenética dos isolados utilizados nesse trabalho e de membros da familia
Mortierellaceae para a regido ITS, contruida pelo método de maxima verossimilhanga e modelo
TPM3+F+G4, na ferramenta 1Q-Tree. As cores alternadas indicam o agrupamento dos clados
monofiléticos e as abreviaturas em circulos indicam os principais acidos graxos produzidos por cada
clado.

Actinomortierella wolfii CBS 61270
—D; Actinomortierella capitata CBS 859.70
Actinomortierella ambigua CBS 457.66

r Lunasporangiospora selenospora CBS 811.68

Lunasporangiospora chienii CBS 124.71
Podila horticola CBS 305.22

Podila humilis CBS 222.35

Podila epicladia CBS 355.76

Podila clonocystis CBS 357.76
Gryganskiella fimbricystis CBS 943.70
Gryganskiella cvstojenkinii CBS 456.71
Linnemanmia hyalina CBS 223.35

ACF 038

Linnemannia gamsii CBS 749.68
Linnemarmia zychae CBS 316.52
Linnemannia sclerotiella CBS 529.68
Linnemarmia elongata CBS 207.71
Linnemannia schumuckeri CBS 295.59
Linnemannia camargensis CBS 221.58

L
Mortierella alpina CBS 396.91
ACF 037
Mortierella antarctica CBS 609.70
Mortierella globalpina CBS 360.70
Mortierella yurmanensis KUMCC 20-0009
Mortierella polycephala CBS 327.72
Entomortierella parvispora CBS 311.52
Entomortierella, lignicola CBS 207.37
Entomortierella beljakovae CBS 123.72
ACF 039
Lobosporangium transversale NRRL 3116
Gamsiella stviospora CBS 211.32
Gamsiella multivariacta CBS 227,78
Dissophora globulifera CBS 858.70
Dissophora ornata CBS 347.77
Dissophora decumbens CBS 301.87
Modicella reniformis

_’E Modicella malleola

Modicella albostipitata PDD 96330
Benniella sp. JL122
Mucor circinelloides ATCC 1209

Tree scale: 1 d

ARA: 4cido araquidonico; LA: acido linoleico; EPA: acido eicosapentaenoico; DHGLA: 4cido
dihomo-y-linolénico; GLA: acido y-linolénico. Os circulos indicam qualitativamente os principais
aidos graxos produzidos por cada género. Em negrito, detacam-se as linhagens utilizadas neste
trabalho.

Fonte: Autora (2022).
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A linhagem L. sclerotiella CBS 529.68 foi isolada na Ucrania, a linhagem L. hyalina
CBS 223.35 foi isolada na Alemanha e a linhagem E. basiparvispora CBS 311.52 foi isolada
também na Alemanha. As localiza¢des dos microrganismos mais proximos identificados pelo
alinhamento BLASTn corroboram a hipétese de novas linhagens, visto que a distancia entre o
local do qual os microrganismos foram isolados, a Antartida, e os utilizados como referéncia, ¢
superior a 15 000 km, sendo improvavel que, dada tamanha distancia, trate-se de uma mesma
linhagem.

Dessa forma, a linhagem ACFO038 foi selecionada para dar continuidade ao trabalho, por
ser cultivavel em laboratorio e devido ao menor grau de identidade com linhagens ja registradas,
tendo em vista a busca por espécies, linhagens ou genes inéditos. A partir do resultado obtido

pela identifica¢do da regido ITS, foi nomeada de Linnemannia sp. ACF038.

4.2 ANALISE FISIOLOGICA DE CULTIVO

4.2.1 pH e concentracio de glicose

Para analise dos parametros pH e concentracdo de glicose, cultivou-se a linhagem
Linnemannia sp. ACF038 em meio contendo nitrato de sddio a 1 g de N/L como fonte de
nitrogénio e temperatura de 25 °C, pois a familia Mortierellaceae ¢ predominantemente
composta por linhagens mesoéfilas, que se desenvolvem melhor na faixa de 25 a 28 °C (RUISI
et al., 2007; WAGNER et al., 2013). Os pHs variaram de 4 a 8 e a concentragdo de glicose de
20 a 40 g/L. Como resposta para a triagem de parametros, avaliou-se o diametro do halo de
crescimento das colonias. A partir dessas respostas, foi realizada a analise estatisticas dos
efeitos dos fatores e da superficie de resposta. O modelo estatistico usado ¢ descrito pela
Equacao (21), na qual B s@o os coeficientes dos efeitos produzidos por cada um dos fatores, de
forma linear (B1 e B2), quadratica (P11 e P22) e de interagdo (Pi2); x; € o fator pH e x> é o fator

concentracao de glicose (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Y = Bo + Bixy + Br1xi + Poxy + Pazxa® + Praxix,
(21)

A Tabela 10 resume os diferentes pHs e concentracdes de glicose utilizados no cultivo

de Linnemannia sp. ACF038 e as respectivas respostas para cada ensaio, em func¢ao do halo de
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crescimento (cm) e o valor percentual do crescimento em relagdo ao controle (Equagdo (1)). O

crescimento radial, apos 7 dias de cultivo, obtido nestes experimentos foi de 56,0 mm (Ensaio

3) a 74 mm (Ensaio 12), equivalentes a 62 e 82 %, respectivamente, em relacdo ao controle

(BDA), que apresentou crescimento radial de 90 mm.

Tabela 10: Crescimento radial de Linnemannia sp. ACF038 em experimentos de planejamento

composto central (NaNOs 1 g N/L, 25 °C).

Ensaio pH Glicose [g/LL] Crescimento [cm] Resposta [%]*
1 4,6 23 7,51 +0,09 81
2 4,6 37 6,62 + 0,03 77
3 7,4 23 5,60 + 0,09 62
4 7,4 37 5,95+0,10 66
5 4 30 6,90 + 0,09 76
6 8 30 5,65+0,14 63
7 6 20 7,10 + 0,06 79
8 6 40 6,65+ 0,16 73
9 6 30 7,30 £ 0,10 81
10 6 30 7,10 + 0,09 79
11 6 30 6,85+ 0,10 76
12 6 30 7,40 + 0,09 82

Controle - - 9,00 + 0,07 100

* Porcentagem de crescimento do ensaio em relagdo ao controle. Controle: BDA.

A influéncia dos fatores pH e concentragdo de glicose, no crescimento estatico de

Linnemannia sp. ACF038 foi estimado por meio da analise de significincia estatistica para cada

um dos fatores e de sua interacdo, como mostrado no gréafico de Pareto (Figura 16). O maior

efeito observado foi o pH, de forma linear, influenciando de forma negativa o crescimento nas

condi¢cdes avaliadas. Os demais fatores, como mostra a Figura 16, ndo foram estatisticamente

significativos ao crescimento de Linnemannia sp. ACF038 nas condigdes avaliadas. A andlise

de variancia (ANOVA) dos efeitos avaliados ¢ apresentada na Tabela 11.
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Figura 16: Grafico de Pareto para os efeitos padronizados (p = 0,05) de pH e concentracdo de glicose
no cultivo de Linnemannia sp. ACF038

pH (L)

pH (Q)

Grafico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: Resp (%)
2 Fatores, 1 Bloco, 12 Ensaios; MS Residual = 26,81922

DV: Resp (%)

-3,24588

-1,72328

Interagdo (L)}

0, 696117

Glicose (L) |

-0,618184

Glicose (Q) |

-0,441178

p = 0.05

Estimativa de Efeito Padronizada (Valor Absoluto)

Tabela 11: ANOVA para os fatores pH e concentragao de glicose no cultivo de Linnemannia sp.

ACFO038, utilizando MS residual.

Fator SS df MS F value P value
pH (L) 2,2969 1 2,2969 10,5264 0,0315
pH (Q) 0,6475 1 0,6475 2,9675 0,1601

Glicose (L) 0,0833 1 0,0833 0,3819 0,5700
Glicose (Q) 0,0426 1 0,0426 0,1952 0,6814
Interagdo (L) 0,1056 1 0,1056 0,4840 0,5249
Erro 0,8728 4 0,2182
Total SS 4,0488 9

SS: Soma dos quadrados; DF: Graus de liberdade; MS: Média dos quadrados.

Contudo, ao considerar apenas o efeito do pH de forma linear, obter-se-ia um modelo

linear, no qual o crescimento do microrganismo estudado seria inversamente proporcional ao

pH. Ou seja, o menor pH possivel seria indicado como ideal ao crescimento microbiano.

Todavia, sabe-se que pHs demasiado acidos (inferiores a 4), ndo sdo benéficos ao crescimento
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microbiano, apresentando papel inibitorio (MAMANI et al., 2019). Com isso, optou-se por

utilizar o modelo quadratico que considera todos os efeitos, apresentado na Equagdo (22).

y =6,9304 — 0,4375x; — 0,1975x,2 — 0,1667x, — 0,1013x,% + 0,3250x,x,

(22)

Considerando o modelo acima, calculou-se a regido de maximo, correspondente na faia
de valores 6timos de pH e concentragdo de glicose para situacdo estudada. Nesta analise,
obteve-se a faixa de 5,3 a 5,8 para o fator pH e de 31 a 36 g/L para a concentracao de glicose.
Nestas condicdes, a resposta teodrica seria de 65 a 71 mm de crescimento radial, ou seja, uma
resposta de até 79 % de crescimento em relagdo ao controle.

Para o grafico de superficie de resposta (Figura 17), que apresenta o perfil de
crescimento de Linnemannia sp. ACF038 em funcdo de pH e concentragdo de glicose, foi

utilizado o modelo quadratico que considera todos os efeitos, descrito pela Equacao (22).

Figura 17: Superficie de resposta para os efeitos de pH e concentragdo de glicose no cultivo de
Linnemannia sp. ACF038.

Superficie de resposta; Variavel: Resp (%)
2 Fatores, 1 Bloco, 12 Ensaios; MS Residual = 26,81922
DV: Resp (%) .

(%) pisodsay

Il - &0
Il <80
I <70
[J<s0
B <50
I <40

De forma geral, o crescimento foi favorecido por pH na faixa de 5-6, com resposta média

de 78,5 % de crescimento em relagdo ao controle. Este resultado é coerente com a literatura,
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visto que fungos, em sua maioria, se desenvolvem melhor em pHs 4cidos. Na pesquisa de Wu
e colaboradores, onde M. alpina foi utilizada para a produgdo de ARA, o pH utilizado foi de
6,0 e produtividade do acido graxo desejado foi de 1,8 g/L.d (WU et al., 2017). Com outra
linhagem de M. alpina, Hwang e colaboradores (2005) alcangaram a produtividade de 1,5 g/L.d
de ARA fixando o pH do cultivo em 5,5. O mesmo ocorre para outros estudos, como
apresentado na Tabela 12 (HWANG et al., 2005). Considerando o resultado obtido da regido
otima de trabalho (5,3 a 5,8) e as referéncias observadas na literatura, o pH fixado para os
proximos experimentos foi de 5,5.

Quanto a concentracdo de glicose, visto que esta ndo apresentou efeito significativo ao
cultivo, tomou-se como padrao para os proximos cultivos a concentragao de 35 g/L. Valor este
levemente superior ao ponto central dos ensaios (30 g/L), e dentro da faixa 6tima encontrada,
tendo em vista o objetivo de otimizar o cultivo, através da maior producdo de biomassa e

consequente maior consumo da fonte de carbono.

Tabela 12: Relagao dos pHs utilizados para o cultivo de M. alpina e a produgdo de lipidios, conforme
a literatura.

Linhagem pH Lipidios (g/L.d) Referéncia

M. alpina R807 6,0 3,0 WU et al., 2017

M. alpina PRAO7-10 55 2,0 MALAIWONG et al., 2016
M. alpina R807 6,0 3.3 Jletal, 2014

M. alpina DSA-12 5,5 3,7 HWANG et al., 2005

M. alpina ME-AAO01 6,0 3,1 LU etal., 2011
Linnemannia sp. 5,5 0,7 Este trabalho

Além do halo de crescimento, a morfologia das colonias (Figura 18) foi avaliada. Entre
os ensaios, a morfologia foi analoga, apresentando colonia pouco densa, sendo possivel
visualizar o meio de cultura e o fundo posterior a placa. Em contrapartida, a cultura de controle
apresentou estrutura densa, preenchendo a placa e impossibilitando a visualizagdo através da

cultura.
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Figura 18: Morfologia das culturas de Linnemannia sp. ACF038 apds 7 dias de cultivo a 25°C em

diferentes pHs e concentragdes de glicose.

pH 4,6 pH 6 pH 7,4 Controle

Uma hipotese para que o fator “Concentragdo de Glicose” ndo apresentar significancia

estatistica para o cultivo de Linnemannia sp. ACF038 ¢ o de que outro fator, ainda ndo avaliado,
foi limitante ao processo. A morfologia das colonias, apresentada na Figura 18, corrobora esta
hipotese, visto que a cultura obtida no ensaio controle apresentou maior formagao de micélio.
Levantou-se, entdo, a suposi¢do de que o nitrato de sodio, utilizado como fonte Unica de
nitrogénio, estaria criando um ambiente salino e indspito ao crescimento do fungo. Para elucidar
esta questdo, seguiu-se ao segundo bloco de experimentos, no qual avaliou-se as fontes e

concentragdes de nitrogénio.

4.2.2 Concentracgio e fonte de nitrogénio

Para o segundo bloco de ensaios, no qual avaliaram-se as fontes e concentragdes de
nitrogénio, o pH foi fixado em 5,5, conforme discutido no bloco anterior, a temperatura
utilizada foi de 25 °C e concentracdo de glicose de 35g/L. Avaliaram-se como fontes de
nitrogénio o nitrato de sodio, o diamoénio fosfato, a ureia e o extrato de levedura, nas
concentragdes de 0,50, 0,75, 1,00 e 1,25 g de N/L. Para o ensaio controle, utilizou-se meio BDA
para o cultivo. Com isso, os resultados em funcdo do crescimento radial, tanto em cm quanto
em porcentagem em relacdo ao controle (100 %), sdo apresentados na Tabela 13.

Os resultados de crescimento radial, apresentados na Figura 19, apontam um efeito
inibitorio da ureia, visto que o crescimento do fungo foi inversamente proporcional a
concentra¢do deste nutriente. Nao ha registro na literatura deste comportamento para linhagens
da familia Mortierellaceae em relagdo a ureia, sendo uma fonte de nitrogénio de baixo custo e
comumente utilizada no cultivo de fungos e leveduras (LU et al., 2011). Contudo, para esta

linhagem, o efeito inibitério da ureia foi significativo, como mostram a Figura 19 e a Figura 20.



Tabela 13: Crescimento radial de Linnemannia sp. ACF038 em experimentos de fatorial completo
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para diferentes fontes e concentragdes de nitrogénio (Glicose 35 g/L, pH 5,5, 25 °C). Controle: BDA.

Ensaio Fonte de N  Nitrogénio [g/LL] Crescimento [cm] Resposta [%]*
1 NaNOs3 0,50 7,20 + 0,08 89
2 NaNOs3 0,75 7,10 £ 0,06 88
3 NaNOs3 1,00 6,60 + 0,09 82
4 NaNOs3 1,25 6,50+ 0,12 80
5 DAP 0,50 7,20+ 0,12 89
6 DAP 0,75 6,30+ 0,19 78
7 DAP 1,00 6,70 £ 0,18 83
8 DAP 1,25 6,70 £ 0,13 83
9 Ureia 0,50 3,60+ 0,15 44
10 Ureia 0,75 3,10+ 0,20 38
11 Ureia 1,00 1,80+ 0,41 22
12 Ureia 1,25 0,95 + 0,06 12
13 YE 0,50 8,05+ 0,09 100
14 YE 0,75 8,25+ 0,15 102
15 YE 1,00 8,20 + 0,26 102
16 YE 1,25 8,25+ 0,20 102

Controle - - 8,10+0,18 100

* Porcentagem de crescimento do ensaio em relag@o ao controle.

Entre o nitrato de so6dio e o diamoOnio fosfato, observou-se uma sutil diferenga

significativa entre as respostas, tendo as menores concentracdes apresentado um melhor

resultado de crescimento radial. No trabalho de Lu e colaboradores, foram testadas diferentes

fontes de nitrogénio para o cultivo de M. alpina. Entre as fontes inorganicas, o nitrato de sodio
teve o melhor resultado, com 12,2 g/L de lipidios apds 168 h de cultivo. Neste mesmo estudo,
a ureia apresentou bons resultados, com crescimento celular de 25,7 g/L, sendo 70 % de fracao

lipidica, comportamento divergente ao observado neste trabalho, o que enfatiza a necessidade

de estudo sobre as diferentes espécies da familia Mortierellaceae (LU et al., 2011)
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Figura 19: Resposta do crescimento radial, em relag@o ao ensaio controle, no cultivo de Linnemannia
sp. ACF038 a 25°C, pH 5,5, 35 g/L de glicose e diferentes fontes e concentragdes de nitrogénio.
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Por fim, o resultado que se destacou foi o obtido pelo uso do extrato de levedura (YE)
como fonte de nitrogénio. Por tratar-se de uma fonte complexa, além de nitrogénio, o extrato
de levedura fornece vitaminas e minerais, favorecendo o desenvolvimento da biomassa. Quanto
as concentragdes utilizadas, ndo houve diferenca significativa. Em relacdo as diferentes fontes
de nitrogénio, o YE apresentou os melhores resultados em relacdo ao crescimento radial e, para
além deste, destacou-se também na morfologia obtida pela cultura, como mostra a Figura 20.

Nota-se pela Figura 20 que o perfil morfoldgico das colonias em YE foi semelhante ao
observado na cultura controle, com BDA. Qualitativamente, observou-se uma diferenca
significativa na densidade das colonias em YE quando comparadas aos demais ensaios. As
colonias com menor densidade foram as observadas em nitrato de so6dio, na qual a medida do
crescimento radial foi feita contra a luz, para que o halo de crescimento fosse observado. Em
diamoénio fosfato, a densidade observada foi superior, porém, a col6nia ainda apresentava
translucidez, sendo possivel observar a cor do meio de cultura. Em contrapartida, as culturas
em YE formaram-se de forma densa, tornando a placa opaca e impossibilitando a visualizacao

do meio de cultura.
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Figura 20: Morfologia das culturas de Linnemannia sp. ACF038 ap6s 7 dias de cultivo a 25 °C e pH
5,5, para diferentes fontes de nitrogénio.

Controle

0,5 g N/L

0,75 g N/L

1,25 g N/L

NaNOs; — Nitrato de s6dio; DAP — Diamonio Fosfato; YE — Extrato de Levedura ; Controle — Batata-
Dextrose-Agar.

A andlise qualitativa da morfologia ¢ importante pois, visando um cultivo em meio
liquido para a producdo de lipidios, € necessdrio que o microrganismo cres¢a de forma
abundante, visto que se trata de um produto intracelular. Logo, conclui-se que, para o
crescimento abundante do fungo estudado, o extrato de levedura se mostrou como a melhor
fonte de nitrogénio. Esta também foi a fonte utilizada por outros autores para a produgdo de
PUFAs por M. alpina, Umbelopsis isabellina ¢ L. elongata (OROZCO COLONIA; VINICIUS
DE MELO PEREIRA; SOCCOL, 2020).

4.2.3 Temperatura

No terceiro bloco de ensaios para a andlise fisioldgica da linhagem, investigou-se o
efeito do fator temperatura no cultivo de Linnemannia sp. ACF038. Foram testadas trés
temperaturas: 20, 25 e 37 °C. Os ensaios foram realizados em meio sintético descrito na Tabela
4, com 35 g/L de glicose, pH 5,5 e extrato de levedura 10 g/L (1 g de N/L). Para os ensaios

controle, utilizou-se meio BDA, incubado as mesmas condi¢des de temperatura que os demais
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ensaios. A Figura 21 apresenta a cinética de crescimento para os ensaios, em crescimento radial
(mm), nas diferentes temperaturas testadas. Ressalta-se que, para a resposta em porcentagem,
tomou-se por referéncia o crescimento radial da cultura cultivada em BDA e inoculada em
mesma temperatura que o ensaio. Os resultados obtidos nestes experimentos sdo apresentados

na Tabela 14.

Tabela 14: Crescimento radial de Linnemannia sp. ACF038 em diferentes temperaturas (YE 1 g N/L,
pH 5,5, 35 g/L de glicose).

Ensaio Temperatura [°C] Crescimento [cm] Resposta [%]*
1 20 6,65 + 0,30 110
2 25 8,00+ 0,15 98
3 37 0,70 £ 0,05 100
Controle 1 20 6,05+0,19 100
Controle 2 25 8,15+0,09 100
Controle 3 37 0,70 £ 0,05 100

* Porcentagem de crescimento do ensaio em relagdo ao controle. Controle: BDA.

Figura 21: Cinética de crescimento radial, em mm de halo, para diferentes temperaturas (condigdes:
YE 1 g N/L; pH 5,5; 35 g/L de glicose).
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Controle: Batata-Agar-Dextrose.

Observa-se que ndo houve crescimento do microrganismo a temperatura de 37 °C, o que

sugere que o fungo nao seja patogénico a animais de sangue quente. Fato que corrobora o artigo
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de Wagner e colaboradores, que relatam somente um caso de infecg¢@o por representantes dessa
familia em bovinos (WAGNER et al., 2013).

Para temperaturas mais amenas, observou-se uma resposta de crescimento 19,5 %
superior do ensaio a 25 °C em relagdo ao cultivo a 20 °C. Para o controle (BDA), este aumento
foi de 34,6 %. A temperatura de 20 °C, o ensaio com meio sintético foi 10 % superior ao

controle, contudo, para as demais temperaturas testadas, ndo houve diferenca significativa.

Figura 22: Morfologia das culturas de Linnemannia sp. ACF038 apo6s 7 dias de cultivo com pH 5,5 e
YE como fonte de nitrogénio, para diferentes temperaturas (20, 25 ¢ 37 °C).

Controle

Quanto a morfologia, houve uma sutil diferenca entre as colonias controle e os ensaios
com YE. Como ¢ possivel observar na Figura 22, a formag¢do de halos nas colonias,
caracteristico da familia Mortierellaceae, sdo mais explicitos nos controles (meio BDA).
Contudo, ndo houve diferenca quanto a densidade das coldnias, em de cada temperatura. Tanto
para o controle quanto para o meio sintético, formaram-se culturas densas e robustas, tornando
a placa opaca.

Este resultado ¢ coerente com a literatura, que utiliza a faixa de 23 a 28 °C para o cultivo
de espécies da familia Mortierellaceae. Jin e colaboradores utilizaram M. alpina para a
producao de acido araquidonico na temperatura de 23 °C e obtiveram 6timos resultados, com
produtividade de 1,8 g de ARA/L.d (JIN et al., 2008). Utilizando temperatura de 25 °C, Ji e
colaboradores obtiveram 1,3 g de ARA/L.d utilizando outra linhagem de M. alpina (JI et al.,

2014b). Temperaturas mais elevadas, como 28 °C foram testadas por Higashiyama e
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colaboradores e a produtividade de ARA alcangada foi de 0,4 g/L.d (HIGASHIYAMA et al.,

1998). Com isso, a temperatura escolhida para as proximas etapas foi de 25 °C.

Tabela 15: Relagao entre diferentes temperaturas e a produ¢ao de acido araquidonico por M. alpina
encontrados na literatura.

Lipidios

Linhagem Temperatura (g Ld) Referéncia

M. alpina ME-1 23 2,4 JIN et al., 2008

M. alpina R807 25 3,0 WU etal., 2017

M. alpina R807 25 1,6 YU etal., 2018

M. alpina PRAO7-10 25 2,0 MALAIWONG et al., 2016
M. alpina R807 25 3,1 Jletal., 2014a

M. alpina DSA-12 25 1,9 HWANG et al., 2005

M. alpina 1S-4 28 1,0 HIGASHIYAMA et al., 1998
Linnemannia sp. ACF038 25 0,7 Este trabalho

4.3 CULTIVO SUBMERSO EM BIORREATOR

4.3.1 Parametros de processo

Os parametros cinéticos obtidos a partir dos cultivos submersos estdo apresentados na
Tabela 16. Da biomassa obtida (Xt), descontou-se o teor de lipidios para obteng¢do da biomassa
residual (X), como detalhado no Item 3.5.1. Reitera-se que foi com base nesta biomassa residual
que os calculos de conversao foram realizados.

O crescimento celular do microrganismo aumentou em 46 % nas condi¢des do cultivo
B em relacdo ao cultivo A, indicando eficiéncia nas alteracdes de composicdo de meio
realizadas entre os cultivos. O aumento da concentracdo de glicose € o principal fator para o
aumento do crescimento celular. Ressalta-se que o cultivo B recebeu, além do extrato de
levedura como fonte de nitrogénio, também o nitrato de s6dio na concentragdo de 3 g/L.

A adicdo de um sal de nitrato baseou-se no estudo de Yu e colaboradores que, através
de andlises Omicas, concluiram que o nitrato ativa as vias metabolicas do carboidrato,
particularmente na via fosfato-pentose, induzindo o actimulo de lipidios. Além disso, o sal

promoveu a atividade enzimatica da ME e da IDH. A regulacdo adequada dessas vias e das
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enzimas citadas aumenta o poder de reducdo para a sintese de AGPIs e promove a eliminacao

das espécies reativas de oxigé€nio, evitando a oxidagdo das goticulas de lipidios (YU et al.,

2018).
Tabela 16: Parametros de processo para os cultivos A e B de Linnemannia sp. ACF038.
Cultivo A Cultivo B
Biomassa total inicial (Xto) [g/L] 1,21 £0,06 1,12+0,2
Biomassa residual inicial (Xo) [g/L] 0,92 + 0,06 0,85+0,2
Biomassa total final (Xtr) [g/L] 9,78+ 1 1522+ 1
Biomassa residual final (Xr) [g/L] 6,86 + 1 10,04 + 1
Lipidio inicial (Po) [g/L] 0,29 +£0,01 0,27 £0,01
Lipidio final (Pr) [g/L] 2,92 £0,01 5,18 +0,08
Teor de acido linoleico (%) 372+2 41,842
Glicose inicial (So) [g/L] 47,70 £ 0,7 93,10+0,7
Glicose final (Sr) [g/L] 20,14 £0,6 59,30+ 04
Glicose consumida (g/L) 27,56 £1,3 33,80+ 1,1
Consumo de glicose (%) 57,78 £ 2 36,31 +4
Nitrogénio inicial (No) [g/L] 1,46 = 0,09 2,57+ 0,03
Nitrogénio final (Nf) [g/L] 1,06 + 0,09 1,97 £0,03
Nitrogénio consumido [g/L] 0,40+£0,2 0,60 £ 0,06
(C;))I(l/zﬁ;&;({)/;ig ]ghcose em biomassa 0.216 0.272
(C\;))r(ln\\/;)ar[sg)(z/(;cla\I r]ntrogemo em biomassa 14.80 15,38
ggcl))rggr]sﬁo de glicose em lipidio (Ypss) 0,095 0,145
E%;);j)\(l)er[sgg/ z(;fl}e( ]blornassa em produto 0,574 0,684
Rendimento de biomassa [%)] 36,6 46,1
Rendimento lipidico [%] 36,6 70,2
Rendimento LA [%] 13,7 27,9
Produtividade lipidios [mg/L.d] 375 702
Produtividade LA [mg/L.d] 112 293

Cultivos A e B: diferentes composigdes, conforme descrito na Tabela 6.
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Outros autores também utilizam extrato de levedura e nitrato de s6dio como fontes de
nitrogénio, a exemplo de Wu e colaboradores, que utilizaram uma estratégia de alimentagao de
glicose por pulsos para a produgdo de AGPIs por M. alpina, com produtividade de 3,0 g/L.d de
lipidios (WU et al., 2017). Com produtividade de 2,4 g/L.d de lipidios, Jin e colaboradores
também utilizaram a combinag¢do de YE e NaNOs, em concentragdes similares, 11 e 3,4 g/l,
respectivamente, para a produgdo de AGPIs por M. alpina (JIN et al., 2008).

Por conseguinte, aumentou-se também a concentragdao de glicose no meio, para que
houvesse mais substrato disponivel ao microrganismo. Assim, a concentragao inicial de glicose
no cultivo A foi de 45 g/L, enquanto a do cultivo B foi de 90 g/L. Esperava-se que a maior
disponibilidade de agucar impulsionasse o crescimento celular e o acimulo de lipidios, como
observado por Ji e colaboradores (2014). Isso ocorreu, mas de forma sutil, aumentando em
apenas 6 g/L o teor de glicose consumido. O perfil de consumo de glicose para os cultivos A e
B s3o apresentados na Figura 23 (a) e (b), respectivamente. Os dados receberam ajuste

polinomial, conforme as equagdes apresentadas nas figuras.

Figura 23: Perfil de consumo de glicose para (a) o cultivo A (b) o cultivo B
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Nesse aspecto, ¢ importante considerar as condigdes em que o microrganismo foi
isolado, de um ambiente extremo quanto a temperatura, e oligotréfico quanto a disponibilidade

de carbono e nutrientes. Dessa forma, ¢ coerente que a linhagem nao apresente, de forma

168
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imediata, alta taxa de consumo de glicose. Todavia, este ¢ um parametro que pode ser estudado
e otimizado, através do melhoramento da linhagem (MELO et al., 2014).

Para melhor compreensao do perfil de consumo, avaliou-se a estequiometria da
equagdo para determinar a conversao teorica. A estequiometria da conversdo de glicose em
biomassa ¢ a presentada pela Equacio (19) (BABEL; MULLER, 1985; VIEIRA et al., 2016).
Através de um balango de massa, calculou-se que um mol de glicose (C¢H120s, 180 g/mol) gera
1,12 mol de biomassa (CsHe 5019No.7, 94,7 g/mol). Logo, a conversao teorica de glicose em

biomassa ¢ de 0,59 g X/g S.

CGH1206 + 4,3202 + 0,5465’53H9'8502’45N1'5 4 1,12C4H6'501’9N0'7 + 4‘,41C02 + 5,02H20
(19)

Assim, calculou-se o rendimento celular do cultivo, como detalhado no Item 3.6.1.
Considerou-se a equagdo de conversdo de glicose em biomassa para o calculo do rendimento.
Desse modo, obteve-se um aumento de rendimento de 36,6 para 46 % do cultivo A para o
cultivo B, apontando que o crescimento celular ocorreu de forma mais eficiente em B.

Tratando-se da conversdo de glicose em lipidios, utiliza-se a Equagdo (20), que
considera um triacilglicerol (Cs¢H1000s) contendo cadeias de acido palmitico, estearico, oleico
e linoleico, conforme perfil observado no cultivo do microrganismo estudado. Este perfil
lipidico ¢ detalhado no Item 4.3.4. Avaliando-se a equagdo de forma andloga a anterior, obtém-

se que a conversao teorica de glicose em lipidio ¢ de 0,21 g P/g S.

CoHy206 + 1,290, — 0,06CssH10006 + 2,61C0, + 3,0H,0
(20)

Dessa forma, ¢ possivel calcular o rendimento lipidico do cultivo, como detalhado no
Item 3.6.1. Considerou-se a equacdo de conversdo de glicose em lipidio para o célculo do
rendimento. Desse modo, obteve-se um aumento de rendimento de 46 para 70 % do cultivo A
para o cultivo B, apontando que a conversao de lipidios ocorreu de forma mais eficiente em B.
A partir desses resultados, supoe-se que a estratégia de utilizar batelada alimentada como modo
de operacdo apresenta potencial de melhoria dos resultados de acimulo lipidico. A batelada
alimentada ¢ uma estratégia amplamente utilizada para o cultivo de microrganismos

oleaginosos, pois permite que os nutrientes sejam adicionados ao meio em momentos
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determinados. Logo, h4a maior controle da concentracdo de nutrientes, possibilitando controlar
principalmente a relacdo C/N, que rege a mudanca entre a fase de crescimento e a fase de
acumulo (CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE, 2019).

Wu e colaboradores utilizaram a estratégia de batelada alimentada no cultivo de
M. alpina. Nesta abordagem, foi realizada uma batelada inicialmente com 20 g/L. de glicose,
alimentada por pulsos de solugdo 500 g/L de glicose para que a fonte de carbono fosse mantida
entre 5 e 20 g/L. Como resultado, o teor de lipidios alcangou 22,2 g/L, 25,8 % superior ao
controle (WU et al., 2017).

Ji e colaboradores buscaram uma operagao proxima a um sistema continuo no cultivo
de M. alpina. A pesquisa foi realizada em duas etapas: a primeira, com a otimizacdo de uma
batelada alimentada, utilizando diferentes concentra¢des de glicose no meio. Nesta etapa, a
produtividade em termos de teor lipidico passou de 2,2 g/L..d em uma batelada simples, com
80 g/L inicial de glicose), para 3,1 g/L.d através de uma batelada alimentada, com 25 g/L de
glicose inicial e glicose residual mantida entre 5 e 10 g/L. A segunda etapa do trabalho buscou,
através da repeti¢ao de uma batelada alimentada em quatro ciclos consecutivos, assemelhar-se
a um sistema continuo. Cada ciclo teve durag¢ao de 5 dias, assim como a batelada alimentada.
Todavia, diferente desta, apenas um indculo, com duragdo de 6 dias, foi necessario para todos
os ciclos. Isto €, a operacdo em batelada alimentada repetida totalizou 26 dias de cultivo,

enquanto quatro ciclos de batelada convencional levariam, no minimo, 40 dias (JI et al., 2014b).

4.3.2 Perfil de velocidade de consumo de oxigénio e do coeficiente de transferéncia de

oxigénio

Como estratégia de cultivo, optou-se pelo controle da saturacdo de oxigénio no meio
em 30 %, conforme descrito por Ji e colaboradores (JI et al., 2014b). Para isso, definiu-se que
o controle de agitagdo e aeracdo ocorresse de forma automatica. Consequentemente, o
coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio nao foi constante e seu valor foi
determinado através do método dinamico, conforme descrito no Item 573.5.4.

Devido as caracteristicas morfoldgicas do fungo, o perfil de crescimento ndo pode ser
obtido através da biomassa seca (somente inicial e final com elevado volume de amostragem),
pois as amostras se mostraram heterogéneas e irregulares devido a aderéncia das hifas nas
extremidades do biorreator. Todavia, o perfil de respiracdo ¢ um indicador do perfil de

crescimento, pois a velocidade especifica de consumo de oxigénio ¢ diretamente proporcional
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a velocidade especifica de crescimento celular (BONAN et al., 2020). Dessa forma, estima-se
que a velocidade maxima de crescimento do microrganismo tenha sido atingida préxima as 48 h
de cultivo, momento em que foram registradas as maiores velocidades de respiracdao. Para o
cultivo A, este valor foi de 19,6 mgO-/L.h e para o cultivo B, a maxima velocidade de consumo
de oxigénio foi de 45,3 mgO,/L.h, também apo6s 48 h de processo. A Figura 24 apresenta os
dados de Qo2X e do kra para os cultivos A e B.

Figura 24: Perfil da velocidade de consumo de oxigénio e Perfil do coeficiente volumétrico de
transferéncia de oxigénio (kpa) para o cultivo A (a) e para o cultivo B (b).
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O aumento da demanda de oxigénio no cultivo B, em comparagdo ao cultivo A, pode
ser devido a dois fatores. Primeiramente, ao crescimento celular, que, como mostra a Equagao
(19), consome oxigénio para a producdo de biomassa. Este crescimento, por sua vez, foi 33 %
maior no cultivo B, devido a maior disponibilidade de actcar e nitrogénio. O segundo ponto
para o aumento da taxa de respiracdo, ¢ o acimulo de acidos graxos poli-insaturados. A sintese
desses lipidios ¢ mediada pelo oxigénio na etapa de dessaturagdo, como ¢ detalhado no item
2.4.1 e pode ser observado na Equagdao (20), de conversao de glicose em lipidios. Na
dessaturagdo, a A9 dessaturase requer uma molécula de oxigénio para converter uma molécula
de acido estearico em acido oleico, € 0 mesmo ocorre na conversao de acido oleico em acido
linoleico e nas demais etapas de dessatura¢do, como mostra a Figura 9 (Item 2.4.1). Portanto,
se o oxigénio for limitante no meio durante a fase de acumulo de lipidios, o grau de saturacao
dos lipidios serd maior (CHRISTOPHE; FONTANILLE; LARROCHE, 2019).

A via de biossintese de lipidio ¢ bastante similar para os microrganismos oleaginosos
de diferentes géneros e o perfil lipidico dependera das enzimas produzidas por cada linhagem
e das condi¢des de cultivo. Para Rhodotorula gracilis, a diminuicdo dos 4cidos estearico
(C18:0) e oleico (C18:1 n6) e aumento de PUFAs foram observados quando a concentragao de
oxigénio dissolvido aumentou (CHOI; RYU; RHEE, 1982). Em espécies de Mortierellaceae, o
comportamento foi similar € o aumento da saturacdo também foi observado com a limitagdo de
oxigénio por Lu e colaboradores em uma andalise metabolomica da atuagdo do oxigénio no
acamulo lipidico em condi¢des de limitacdo de nitrogénio (LU et al., 2021). Contudo, o
fornecimento excessivo de oxigénio pode ser prejudicial ao acimulo de lipidios, podendo
acumular radicais de oxigénio (ROS) e oxidar os lipidios poli-insaturados (LIU et al., 2015), o
que foi evitado neste trabalho, no qual manteve-se a 30 % o teor de oxigénio disponivel no
meio.

Com o crescimento celular, a formagao de pellets filamentosos e a produgdo de
polissacarideos extracelulares durante o cultivo de fungos (WU et al., 2017), aumentam a
viscosidade do meio e reduzem, consequentemente, o kra (SUN et al., 2018). Logo, faz-se
necessario o ajuste do kra para obteng¢do de uma taxa de transferéncia de oxigénio adequada a
alta demanda de oxigénio pelo crescimento no caldo mais viscoso.

Qu e colaboradores utilizaram o kra como parametro para melhorar seus resultados
durante o aumento de escala do cultivo de Shizochytrium sp. para a producdo de DHA. Com

estratégia de modelagem, chegou-se a um kra de 89 h!, que permitiu escalonar um cultivo de
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bancada em frascos (500 mL), para projetos piloto de 1500 e 7000 L na produ¢ao de DHA (QU;
REN; HUANG, 2013).

Dados de kia para o cultivo de microrganismos da familia Mortierellaceae sao
escassos na literatura. Como referéncia, tem-se o trabalho de Peng e colaboradores, que utilizou
este parametro para avaliar a eficiéncia da adicdo de n-hexadecano no aumento da
disponibilidade de oxigénio no meio durante o cultivo de M. alpina. No estudo, o kra de
controle — sem a adi¢do de n-hexadecano — foi de 29 h'l. Com o suprimento de 4 % do aditivo,
obteve-se o aumento do kra para 76 h™!, aumentando consequentemente a producio de lipidios
em aproximadamente 25 %, devido a maior disponibilidade de oxigénio (PENG et al., 2010a).

No presente trabalho, obteve-se os maiores valores de kra em 48 h de cultivo,
coincidindo com os maiores valores de QO>X e refor¢ando a hipdtese de que a fase exponencial
de crescimento ocorreu entre 24 ¢ 48 h. Para o cultivo A, o valor maximo de kra foi de 22,5 h *!
e para o cultivo B, foi de 28,9 h''. Comparando aos valores ao controle utilizado no trabalho de
Peng e colaboradores, o coeficiente volumétrico encontrado ¢ coerente, visto que nenhuma
estratégia de intensificacdo desse parametro foi adotada.

Ou seja, a transferéncia de oxigénio no meio foi suficiente ao crescimento celular e
acimulo lipidico pelo microrganismo. Contudo, maiores valores de kia podem levar a um
aumento no acimulo lipidico, através da maior disponibilidade de oxigénio. Os resultados deste
trabalho servirdo como base para estudos futuros visando escalonamento de processo. O
parametro kra pode ser controlado através da agitacdo e aera¢do do meio e pode ser otimizado

por modelagem matematica, respeitando as limitagdes morfologicas do fungo.

4.3.3 Analise qualitativa da producao de lipidios

Preliminarmente a extracdo de lipidios, realizou-se uma analise qualitativa da produgdo
de lipidios por Linnemannia sp. ACF038. Durante os cultivos submersos, utilizou-se o corante
lipofilico Vermelho de Nilo, amplamente utilizado para a triagem de microrganismos
oleaginosos (CHANG et al., 2022), que adere as goticulas de lipidios intracelulares. Este
método, eficiente e rapido, permite visualizar o contetudo lipidico das células, o tamanho das
goticulas e seu grau de coloragdo — frequentemente proporcional a produtividade lipidica.

Neste trabalho, a coloragao foi utilizada para aferi¢ao da producgao lipidica, confirmagao

fundamental para seguir com a extracdo de lipidios. Dessa forma, as amostras do cultivo de
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Linnemania sp. ACF 038 foram coradas conforme descrito no item 3.5.5 e observadas em
miscroscopia de florescéncia, como mostra a Figura 25.

Na imagem observa-se o acumulo das goticulas de lipidio no interior das hifas em
maior quantidade na regido periférica da célula. As goticulas variam de tamanho, chegando a
ocupar todo o didmetro da hifa, com cerca de 3,75 um, como mostra a Figura 25. Logo, com
acamulo expressivo de lipidios no interior das células, torna-se viavel prosseguir a etapa de

extracao.

Figura 25: Microscopia de florescéncia com colorag@o de Vermelho de Nilo para a detecgdo de
goticulas de lipidios em Linnemannia sp. ACF038. Em vermelho, observam-se as goticulas de lipidios
no interior das hifas. Estas, apresentam cerca de 3,75 um de didmetro.

L3ssum
~
7

4.3.4 Extracdo e caracterizaciao do perfil lipidico

Ao final dos cultivos, toda biomassa foi coletada e separada por centrifugagao. Para a
extracdo de lipidios foram realizados dois métodos: Soxhlet (1959) e Bligh&Dyer (1959). Este,
a frio, visou a extracdo dos AGPIs sem degradagdo, para a caracterizagdo do perfil lipidico,
enquanto aquele, a quente, visou a maxima extracao de lipidios da biomassa, para o calculo do
teor lipidico total produzido.

Como mostra a Tabela 16, o inoculo utilizado nos cultivos (A e B) apresentou teor
lipidico de 24,3 + 2 %. Ap0s sete dias de cultivo submerso, a biomassa do Cultivo A apresentou

28,9 % de lipidios e o cultivo B 34,1 %. Tais valores indicam um aumento de 14,4 % no teor
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total de lipidios, apontando para uma maior eficiéncia de acimulo lipidico nas condi¢des
experimentais de B.

A principal hipotese para este aumento ¢ a adicdo de nitrato de sédio, realizada no
cultivo B. A adicao de sais de nitrato ativa as vias metabolicas de consumo de carboidrato, em
particular a pentose/fosfato. O estudo de Yu e colaboradores aponta que o sal estimula a
atividade da ME e da IDH, que atuam no ciclo TCA e no ciclo Malato/Piruvato. A ME
mitocondrial ¢ uma das principais responsaveis pelo fornecimento de NADH a biossintese de
AGPIs (RATLEDGE; WYNN, 2002), ja tendo sido utilizada como ferramenta de prospec¢ao
de lipidios através de superexpressdo em M. alpina (HAO et al., 2014). Dessa forma, supde-se
que a adicao do sal de nitrato induziu ao maior consumo de glicose e consequentemente a
producdo de lipidios em maior quantidade e com maior grau de insaturagao.

Parte da biomassa liofilizada foi utilizada para a quantificacdo do teor lipidico por
meio da extracdo a quente e outra parte foi submetida a extracdo a frio, para a caracterizagao
do perfil lipidico. Apdés a extracdo a frio, o material foi esterificado e analisado por
cromatografia gasosa. Os resultados obtidos por esta andlise sdo apresentados na Tabela 17,
com os respectivos indices de retenc¢do calculados e de referéncia. Os resultados apresentados
sao referentes ao Cultivo B, pois a variagdo do perfil lipidico ndo foi significativa entre os

cultivos. O cromatograma ¢ apresentado no APENDICE (Figura 27).

Tabela 17: Indices de retencao do perfil lipidico obtido a partir do Cultivo B de Linnemannia sp.

ACFO038.
Pico Identificagdo Teor (%) IRcac IRur Referéncia
1 Acido Pentadecandico  C15:0 2,2 1809 1823 ZIEGENBEIN et al., 2006
2 Acido Palmitoléico Cl6:1 n7 1,31 1886 1884 HANAI HONG, 1989
3 Acido Palmitico Cl6:0 19,73 1913 1927 PALMEIRA et al., 2004
4 Acido Heptadecanoico C17:0 1,33 2008 2010 HANAIL HONG, 1989
5 Acido Linoleico C18:2n6 41,83 2083 2078 HANAIL HONG, 1989
6 Acido Oleico C18:1 n9 15,35 2087 2097 NOROUZI-ARASI et al., 2006
7 Acido Esteérico C18:0 7,18 2110 2128 PALMEIRA etal., 2004

Nota-se que o acido graxo majoritario foi o acido linoleico, com 41,8 % dos lipidios
totais, seguido pelos acidos palmitico (saturado) e oleico (monoinsaturado), com 19,7 ¢ 15,4 %
dos lipidios totais. O acido linoleico, AGPI da familia 6, com duas insaturagdes, ¢ considerado

essencial para humanos, sendo sua ingestdo fundamental a satde, devido a auséncia das
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dessaturases Al12 e Al5 no metabolismo humano (DAS, 2006). Sendo precursor da familia
Omega-6 em humanos, apds ingerido, o LA ¢ metabolizado por consecutivas reagdes de
dessaturagdo e alongamento, até a formagao de GLA (18:3 n6) e ARA (20:4 n6).

Atualmente, as principais fontes de LA sdo 6leos vegetais, como 6leo de girassol,
linhaga, soja e algoddo. Contudo, as monoculturas geram diversos impactos ambientais, como
desmatamento, erosdo e empobrecimento do solo, poluicdo da 4dgua e interferéncias na cadeia
trofica (ALTIERI, 2009; DE GROOT et al., 2021; PICCINETTI et al., 2021).

Entre as alternativas microbianas para a producao de LA, estdo a levedura Y. lipolytica,
com teores de 21 % de LA nos lipidios totais (PAPANIKOLAOU et al., 2002), a microalga
Chlorella sorokiniana, com teores de 21,5 % de LA nos lipidios totais (FERREIRA et al., 2019)
e, dentre fungos filamentosos, Fusarium oxysporum produz cerca de 20 % de LA do teor total
de lipidios (MATSAKAS et al., 2017). Estas e outras fontes estdo descritas na Figura 26,

juntamente com o perfil lipidico obtido por Linnemannia sp. ACF038, obtido neste trabalho.

Figura 26: Perfil lipidico de fontes microbianas (fungos filamentosos, leveduras e microalgas) de

AGPIs.
N & & & & & g © R & W i o > Q
W Cra NS a it O o L & o~ R (29 o RN A8 > & =N
& & & & ¢ ¢ @ ¢ ¢ & S & & ¢ @ & & ¢
> & & hy & o A & 5 A 3 o & 3 0 & S
\\\\Lu 9 ¥ P 0‘0 & N ¢ & K \\Q@ & o o kS \Q\‘\‘ & & \\\\\x o
& & 0 < & S N ¢
&Q\ N & & P & ¢ & v & o o & o \o\o \o"‘ & W ‘_0"\ ‘\‘1‘0“
& & & @6‘ N N & & Wi 3O 8 & o & & & o o
& & N ™ \ ¥ ® <0 > < o N N °
& e & W 3 & Q ¢ N\
o b b v & (%)
o~ v AY &
& &
O.\
Outros [l Cz22:6 Ca2:5 C22:0 C20:5 [ C20:4 [ C20:3 [ Cz2o:2 [l C20:1 C20:0 C18:3 [ 182 W Ci81 [l Ci8:o W Ci6:o W Cig0

Em destaque, a linhagem Linnemannia sp. ACF038, utilizada neste trabalho.
Fonte: Autora (2022).
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A linhagem estudada neste trabalho destaca-se na producdo de LA entre os
microrganismos listados, com um percentual de mais de 40 % em LA, cerca de duas vezes
maior que os demais, apresentando-se como alternativa as fontes convencionais. Tratando-se
de uma linhagem que se encontrava congelada por tempo indeterminado e, em cerca de trés
anos de estudo, apresentou excelentes resultados de conteudo e perfil lipidico a partir de meios
simples de cultivo, conclui-se que ha grande potencial de Linnemannia sp. ACF038 como
produtor de LA em escala industrial. Todavia, mais estudos sdo necessarios para o
melhoramento do processo, como o sequenciamento completo para mapeamento de genes
unicos e codificantes de enzimas chave na biossintese de acidos graxos e a aplicagdo de outras
estratégias de cultivo, como utilizacdo de batelada alimentada e variacao de parametros como

pH e aeragdo de acordo com a etapa metabodlica do processo.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo principal triar linhagens de Mortierellaceae 1soladas
da Antartida para a producao de lipidios. Para isso, realizou-se a identificacdo molecular das
quatro cepas estudadas, através do sequenciamento da regido ITS. A partir deste resultado, foi
possivel inferir os géneros das espécies isoladas e selecionar, com base neste resultado e nas
caracteristicas fisiologicas, a linhagem ACF 038, identificada como Linnemannia sp. ACF038
para o seguimento do trabalho.

Para a investigagcdo de pardmetros de cultivo, pH, concentragdo de glicose, fonte ¢
concentragdo de nitrogé€nio e temperatura foram avaliados. Nesta etapa, concluiu-se que o
crescimento de Linnemannia sp. ACF038 foi favorecido em pH 5,5, temperatura de 25 °C e
extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Estes resultados indicaram que a linhagem segue
um padrao semelhante ao descrito na literatura para outras espécies da familia Mortierellaceae.

O escalonamento e caracteriza¢do do cultivo em escala de bancada foi realizado com
sucesso e, com melhorias nos parametros de processo utilizados, obteve-se uma producao de
lipidios de 5,2 g/L. Com a caracterizagcdo do perfil lipidico produzido por Linnemannia sp.
ACFO038, concluiu-se que, com 40 % de teor de acido linoleico, a linhagem destaca-se na
producdo de LA quando comparada a outros microrganismos oleaginosos. Mesmo com
rendimento e produtividade a serem melhorados, a alta porcentagem no teor de LA mostra um
grande potencial de Linnemannia sp. ACF038 como produtor deste AGPI, apresentando-se
como alternativa as fontes convencionais.

Conclui-se, entdo, que este trabalho elucidou as caracteristicas e parametros de cultivo
de uma nova linhagem que ainda deve ser identificada a nivel de espécie, atingindo seus
objetivos inicialmente propostos. Ainda que o isolamento da cepa em questdo seja recente,
excelentes resultados foram alcangados, encorajando a continuidade do estudo, visto que a
linhagem ainda pode ser melhorada, aumentando seu consumo de glicose, por exemplo, e

levando a rendimentos e produtividade ainda mais altos.
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5.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados apresentados, ¢ possivel sugerir experimentos futuros,

visando complementar os dados obtidos pelo presente trabalho. Seriam eles:

e Sequenciamento do genoma das linhagens estudadas, em particular de

Linnemannia sp. (ACF 038), elaborando a inferéncia filogenética do fungo;
e Melhoramento da linhagem, através de engenharia evolutiva, para aumento das
velocidades de consumo de glicose;

e Otimizagdo do modo de cultivo, através de bateladas alimentadas.
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Figura 27: Cromatograma do perfil lipidico produzido no Cultivo B de Linnemannia sp. ACF038.
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Tabela 18: Linhagens utilizadas para construcdo da arvore filogenética da familia Mortirellaceae com base na regido ITS.
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Espécie N° GenBank Local de isolamento Referéncia
Actinomortierella wolfii CBS 612.70 HQ630304.1 Nova Zelandia (NAGY etal., 2011)
Actinomortierella capitata CBS 859.70 MH859983.1 EUA (VU etal., 2019)
Actinomortierella ambigua CBS 457.66 JX976041.1 Arménia (WAGNER et al., 2013)
Benniella sp. JL122 MW580775.1 EUA (LIBER et al., 2021)
Dissophora globulifera CBS 858.70 NR 077211.1 Inglaterra (SCHOCH et al., 2014)
Dissophora ornata CBS 347.77 NR _111554.1 Colombia (SCHOCH et al., 2014)
Dissophora decumbens CBS 301.87 JX976001.1 EUA (WAGNER et al., 2013)
Entomortierella,lignicola CBS 207.37 NR 145301.1 Colombia (WAGNER et al., 2013)
Entomortierella beljakovae CBS 123.72 NR 111584.1 Ucrania (SCHOCH et al., 2014)
Entomortierella parvispora CBS 311.52 NR 077185.1 Alemanha (SCHOCH et al., 2014)
Gamsiella stylospora CBS 211.32 NR _111556.1 Austrélia (SCHOCH et al., 2014)
Gamsiella multivariacta CBS 227.78 NR 111566.1 Russia (SCHOCH et al., 2014)
Gryganskiella fimbricystis CBS 943.70 NR 152949.1 Argentina (JIANG et al., 2010)
Gryganskiella cystojenkinii CBS 456.71 NR 111581.1 Paises Baixos (SCHOCH et al., 2014)
Linnemannia hyalina CBS 223.35 NR 163542.1 Alemanha (VU et al., 2019)
Linnemannia gamsii CBS 749.68 NR 152954.1 Paises Baixos (NAGY etal., 2011)
Linnemannia zychae CBS 316.52 NR 111576.1 Alemanha (SCHOCH et al., 2014)
Linnemannia sclerotiella CBS 529.68 NR 145298.1 Ucrania (WAGNER et al., 2013)
Linnemannia elongata CBS 207.71 MH860069.1 Paises Baixos (VU etal., 2019)
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Linnemannia schumuckeri CBS 295.59
Linnemannia camargensis CBS 221.58

Lobosporangium transversale NRRL 3116

Lunasporangiospora selenospora CBS 811.68

Lunasporangiospora chienii CBS 124.71
Modicella reniformis

Modicella malleola

Modicella albostipitata PDD 96330
Mortierella alpina CBS 396.91
Mortierella antarctica CBS 609.70
Mortierella globalpina CBS 360.70
Mortierella yunnanensis KUMCC 20-0009
Mortierella polycephala CBS 327.72
Podila horticola CBS 305.52

Podila humilis CBS 222.35

Podila epicladia CBS 355.76

Podila clonocystis CBS 357.76

Mucor circinelloides ATCC 1209b

NR 111578.1
NR 111577.1
OL739375.1

NR_145296.1
NR_160130.1
KF053136.1

KF053135.1

NR_171266.1
MH862257.1
NR_111580.1
NR_160121.1
NR 172421.1
MH860490. 1
NR 111572.1
NR_077209.1
NR_111571.1
NR_111570.1
HM754254.1

México
Franca

EUA

Paises Baixos
EUA
Argentina
Espanha
Nova Zelandia
EUA
Antartida
Paises Baixos
China
Inglaterra
Alemanha
México
Espanha
Espanha
USA

(SCHOCH et al., 2014)
(SCHOCH et al., 2014)
(MONDO et al., 2017)
(WAGNER et al., 2013)
(VU etal., 2019)
(SMITH et al., 2013b)
(SMITH et al., 2013b)
(COOPER; PARK, 2020)
(VU etal., 2019)
(SCHOCH et al., 2014)
(VU et al., 2019)
(TIBPROMMA, 2021)
(VU etal., 2019)
(SCHOCH et al., 2014)
(SCHOCH et al., 2014)
(SCHOCH et al., 2014)
(SCHOCH et al., 2014)
(LTetal., 2011)




Tabela 19: Perfil lipidico de microrganismos oleaginosos.
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Contetdo lipidico Perfil lipidico (%)

Microrganismo Ref.
g/L % Cl4.0 Cl6:0 Cl6:1 C18:0 C18:1 Cl182 Cl183 (C20:4 (C22:6 Outros
Fungos filamentosos
Absidia glauca 5,7 47,9 0,5 21,6 0,6 7,5 42,1 15,0 10,2 0,0 0,0 2,5 [1]
Amylomyces rouxii 3,8 37,6 1,8 21,3 23 53 40,6 9,4 15,0 0,1 0,0 43 [1]
Cunninghamella blakesleeana 2,9 36,9 0,6 16,1 0,5 9,0 455 13,5 9.6 0,1 0,0 5,2 [1]
Fusarium oxysporum 3,8 17,7 0,0 22,0 0,0 11,0 42,0 20,0 0,0 0,0 0,0 5,0 [2]
Lichtheimia corymbifera 3,0 31,1 0,6 24,8 1,0 5,2 51,1 10,7 42 0,0 0,0 2,5 [1]
Linnemannia hyalina 5,1 55,2 2,7 14,1 2,8 2,5 50,3 6,6 4,9 7,4 0,0 8,7 [1]
Linnemannia sp. ACF038 5,2 34,0 0,5 19,7 1,3 7,2 15,3 41,8 1,5 0,0 0,0 12,7  Este trabalho
Mortierella alpina 33 55,6 0,5 10,7 0,1 13,4 8,6 8,5 4,5 47,0 0,0 6,8 [1]
Mucor circinelloides 5,1 46,1 2,0 16,4 4,2 43 43,5 13,3 11,4 0,0 0,0 4,9 [1]
Rhizopus stolonifer 2,0 29,9 0,6 16,7 0,3 9,9 35,7 10,0 21,0 0,1 0,0 5,7 [1]
Umbelopsis vinace 12,6 58,9 0,7 24,6 23 1,6 57,5 6,3 4,3 0,0 0,0 2,7 [1]
Leveduras
Cryptococcus curvatus 5,2 53,0 0,0 3,1 0,0 2,2 58,0 20,2 1,4 0,0 0,0 15,2 [3]
Lipomyces starkeyi 10,2 48,0 0,0 37,0 4,0 6,0 49,0 1,0 0,0 0,0 0,0 3,0 [3]
Rhodosporidium toruloides 15,3 44,0 0,6 24,7 1,0 9,0 50,0 12,5 2,2 0,0 0,0 0,0 [4]
Rhodotorula glutinis 11,6 36,0 1,2 23,8 1,2 5,9 54,8 10,7 1,7 0,0 0,0 0,7 [4]
Yarrowia lipolytica 3,5 43,0 0,0 15,0 2,0 11,0 47,0 21,0 3,0 0,0 0,0 1,0 [5]
Microalgas
Botryococcus braunii 0,4 47,1 0,6 14,7 1,1 0,7 19,9 4,0 19,5 0,0 34,8 4.6 [6]
Chlorella sorokiniana 0,7 43,0 0,0 28,9 3,0 2,5 13,4 21,4 26,3 0,0 0,0 4,6 [7]
Crypthecodinium cohnii 0,3 9,9 16,4 20,8 0,0 12,6 0,1 0,0 0,0 0,0 44,7 5,4 [8]
Schizochytrium sp. 124 61,1 4,9 49,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 39,8 5,8 [6]

[1] (DZURENDOVA et al., 2020); [2] (MATSAKAS et al., 2017); [3] (PATEL; MATSAKAS, 2019); [4] (VIEIRA et al., 2014); [5] (PAPANIKOLAOU et

al., 2002); [6] (CABANELAS et al., 2015); [7] (FERREIRA et al., 2019); [8] (JIANG; CHEN, 2000).
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