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RESUMO - Acido citrico é produzido industrialmente por Aspergillus niger a partir de
sacarose como fonte de carbono. A levedura Yarrowia lipolytica é capaz de produzir e
excretar no meio de cultura este acido, tendo glicerol como fonte de carbono. Diferentes
niveis de minerais e vitaminas no meio de cultivo influenciam a producédo do acido pela
levedura. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de meios minerais
de composicgdes diferentes e sua relacdo com a producéo de acido citrico por Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682, a partir de glicerol P.A. como fonte de carbono. As
condicdes experimentais foram: 250 rpm de agitacdo a 28°C, 30 g/L e 258,56 g/L de
glicerol, 0,1 g/L de extrato de Iévedo para o primeiro experimento e a substituicdo deste
por vitaminas especificas no segundo, conhecendo-se assim cada componente do meio.
Utilizando extrato de Iévedo, a concentracdo maxima de acido citrico obtida foi de 8,97
g/L, enquanto no experimento constituido de vitaminas o maior valor foi de 1,93 g/L. O
resultado mostrou que um meio composto pelo extrato levou a uma producdo maior de
acido citrico. Esses resultados demonstram que é possivel obter uma maior
concentracdo do &cido em questdo a um menor custo de reagentes.
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et al., 2005, KAMZOLOVA et al., 2003;
RYMOWICZ et al., 2006).

INTRODUCAO

Yarrowia lipolytica possui habilidade de
produzir uma grande variedade de &cidos
organicos utilizando varias fontes renovaveis
ou materiais residuais como matéria-prima.
Como exemplo, podem ser citados o0s
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico,

A composi¢do do meio de cultivo interfere
no metabolismo de Y. lipolytica, que pode
excretrar acido citrico sob condi¢des de excesso
de carbono e deficiéncia de nitrogénio no meio
de cultivo (Finogenova et al., 2005; Rywinska et

tais como o 4cido citrico, o 4cido isocitrico, o
acido alfa-cetoglutarico e o éacido piravico
(BARTH E GAILLARDIN, 1997; FICKERS

al., 2010; Silva, et al., 2010). Ha também,
simultaneamente, a producdo de &cido isocitrico,
em niveis que podem atingir valores acima de
50% do total de &cido produzido (Anastassiadis



et al., 2002; Rymowicz et al., 2006; Venter et
al., 2004). Esse é&cido ndo é de interesse
comercial, pois possui capacidade tamponante e
quelante inferior ao &cido citrico e dificulta a
cristalizacdo do &cido citrico durante a etapa de
purificacdo quando se apresenta em niveis acima
de 5% no meio de cultivo (Forster et al., 2007).
A producdo de &cido isocitrico por Y. lipolytica é
influenciada pelo tipo de micro-organismo, fonte
de carbono e concentracdo dos micronutrientes
acessiveis a levedura (Venter et al. 2004,
Rywinska et al. 2010).

Diferentes niveis de minerais e vitaminas
no meio de cultivo também podem influenciar
a producdo de acido citrico pela levedura. As
vitaminas intervém em multiplas reacdes
enzimaticas de degradacdo ou sintese,
ajudando a gerar energia indispensavel para o
trabalho celular. Atuando como coenzimas,
sdo indispensaveis para transformagdes e
renovacgdes que condicionam a vida celular.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de meios minerais de
composicOes diferentes e sua relacdo com a
producdo de 4cido citrico por Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682, a partir de glicerol
P.A. como fonte de carbono.

MATERIAIS E METODOS

Micro-organismo e condicdes de cultivo

O micro-organismo utilizado no
trabalho foi a cepa selvagem Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 isolada de um
estuario no Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER e
MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada
no Instituto de Microbiologia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Rio de Janeiro. As células foram conservadas
por repiques regulares em tubos de ensaio com
meio YPD, contendo (em p/v): extrato de
lévedo 1%, peptona 2%, glicose 2% e Agar-
agar 2 % sob refrigeracéo 4 °C.

In6culo e Amostragem

A partir dos tubos contendo as células
preservadas em meio solido YPD inoculava-
se, de forma estéril, 200 mL de meio de

cultivo YPD em frascos de erlenmeyers de 500
mL. ApOs crescimento por 72 horas em
incubador rotatério a 28 °C e 160 rpm, as
células eram centrifugadas de forma estéril e
resuspensas, servindo como in6culo dos
experimentos que serdo descritos nos itens
posteriores. O volume centrifugado desse pré-
indculo era suficiente para se obter uma
concentracdo inicial de 1 g/L de células.

Durante a conducdo dos experimentos,
foi realizada uma amostragem por dia durante
5 dias de cultivo: uma aliquota era
convenientemente diluida para leitura da
absorvancia em  espectrofotdmetro  para
obtencdo da concentracdo celular e a outra
aliquota (5 mL) era centrifugada a 3000 rpm
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante
congelado (-4°C) para posterior analise da
producéo de acido citrico e isocitrico, dosagem
de glicerol e determinacdo do pH, sendo
ambas retiradas com o auxilio de pipetas
estéreis e de forma asseptica em camara de
fluxo laminar.

Condigdes de cultivo

Para o primeiro experimento, o meio de
cultivo foi preparado com 30g/L de glicerol
P.A. e 0,1 g/L de extrato de lévedo em meio
mineral tamponado, constituido de(em g/L):
KH,PO,:  12;  Na,HPO4.7H,O:  22,66;
MgS0O..7 H,0: 1,5; CaCl,.2H,0: 0,2; ZnSO4.7
H,0: 0,02; FeCls: 0,09; MnSO4.H,0: 6x107,
Todos os experimentos foram realizados em
frascos de Erlenmeyer de 1000 mL contendo
400 mL de meio de cultivo, a 28°C e 250 rpm
de agitacdo em incubador rotatorio por 5 dias
com amostragem didria para crescimento
celular, pH e dosagem de é&cidos citrico e
isocitrico.

Para o segundo experimento, o0 meio de
cultivo foi preparado com 258,56 g/L de
glicerol P.A. e o0 seguinte meio mineral
adicionado de vitaminas constituido de(em
g/L): KH,PO,4 - 0,7; MgS0O4.7H,O - 0,35;
CaCl, - 0,1; FeSO4.7H,O - 0,139;
ZnS0,4.7H,O - 0,021; MnS0O4.4H,0 - 0,11;
FeS0,4.7H,0 - 0,139; NH,CI -3; CaCO; - 3;
CuS04.5H,0 - 0,001; HsBO; - 0,04 ¢/L;
C0S047H,O0 - 4 mg/L; NaCl - 0,1g/L;
Na;,Mo00,.2H,0 - 0,2 mg/L; KI - 0,1 g/L;



Tiamina-HCI - 2 mg/L; Biotina - 0,25 mg/L;
Piridoxina-HCI - 0,625 mg/L; Pantotenato de
calcio - 0,625 mg/L; Acido nicotinico — 0,5
mg/L.

Meétodos Analiticos

Quantificacdo do crescimento celular: O
crescimento celular foi determinado em
espectrofotobmetro por medidas de densidade
Optica a 570 nm e esses valores foram
convertidos para mg p.s./mL usando-se um
fator de conversdo previamente determinado
pelas curvas de peso seco.

Quantificacdo de 4&cido citrico e
isocitrico: Foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-HPLC), com
sistema de dupla bomba, e um detector
ultravioleta com lampada de zinco a 214 nm.
A coluna analitica utilizada foi a de polimero
de octadecilsilano (YMC-Pack ODSAQ, S-5
um, 12nm). A amostra foi eluida pela coluna a
uma vazdo de 0,5 mL/min (0,45 mL/min de
tampao KH,PO,4 e 0,05 mL/min de metanol 70
%). A temperatura da coluna foi mantida
constante e igual a 35 °C em forno.

Determinacdo do pH: O pH do meio de
cultivo livre de células foi determinado
utilizando-se um pHmetro digital previamente
calibrado com tampdes padrdo 7,0 e 4,0 na
temperatura ambiente (25 °C).

Métodos Analiticos

Para comparacdo entre todos 0S
ensaios, parametros de producdo, como
rendimento de 4&cido citrico a partir do
consumo de glicerol (YP/S), fator de
conversao de glicerol em células (YX/S),
rendimento de acido citrico em relacdo a
biomassa formada (YP/X), produtividade
volumétrica de acido citrico (QAC) e razdo
entre a producdo de 4&cido citrico e de
isocitrico (RAC/AIC) foram determinados
pelas seguintes equagdes:

Yois = SfPiCSO @)

Ypix = XfP+CXo (2

Yoo = =2 ©

Qo= & (4)

Raciaic = FF:AC (5)
AIC

Onde, Pac é a concentracdo de
acido citrico maxima produzida; Pac € a
concentracdo de acido isocitrico no tempo t de
maxima producdo de &cido citrico; S¢ é a
concentracdo de glicerol no tempo t de
maxima producdo de &cido citrico; S, é a
concentragdo inicial de glicerol; X; é a
concentracdo celular no tempo t de maxima
producéo de acido citrico; X, & a concentracao
celular inicial; V o volume inicial da cultura
liquida e t € o tempo de fermentacdo até a
maxima concentracao de acido citrico obtida.

RESULTADOS

A partir de dois meios de cultivo, um
formulado com o extrato de levedura e o outro
com vitaminas especificas, tem-se a seguinte
tabela para producédo de &cidos:

Tabela 1 — Producdo de acidos nos dois
meios analisados

Extratode g9, 768 117 1665
lévedo
Meiocom 47 957 020 1164
vitaminas




A partir da Tabela 1, pode-se observar
que a produtividade e a concentragdo maxima
obtida de acido citrico foram maiores para o
ensaio com o extrato. Além da maior produgéo
de &cido citrico, a producdo de &cido isocitrico
foi préxima entre ambos, explicando o motivo
da razdo de producdo de acidos deste ensaio
ser melhor.

A Tabela 2 consiste da analise dos
fatores de conversdo, variacdo de pH e
produtividade dos dois meios utilizados.

Tabela 2 — Fatores de conversdo, variagio
de pH e produtividade

Extrato
e 039 015 265 67 37 009
Melocom o os 026 335 57 50 002
vitaminas

Pela Tabela 2, observa-se uma variacao
de pH diferente nos dois ensaios, denotando
uma influéncia do meio de cultivo na producéo
do acido citrico. A produtividade do ensaio
utilizando o extrato foi aproximadamente
quatro vezes maior que no outro ensaio,
também demonstrando um meio de cultivo
mais otimizado para a producdo do acido de
interesse.

Meio com vitaminas
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Figura 1 — Consumo de glicerol do ensaio
com vitaminas
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Figura 2 — Consumo de glicerol do ensaio
com extrato de lévedo

Comparando os dados de consumo
de glicerol nos dois ensaios, ha maior consumo
da substancia no ensaio a partir de extrato de
levedura, tendo o0 ensaio com a vitaminas
consumido aproximadamente a metade do
valor do outro ensaio, apesar da concentragdo
mutio maior de glicerol neste ensaio. Dessa
forma, pode-se economizar na producdo de
meios utilizando o que demanda menor uso do
glicerol total no meio.

CONCLUSOES

Através deste estudo, € possivel perceber
que o meio composto pelo extrato de levedura
como fonte de vitaminas e nitrogénio gerou
uma maior producdo de 4acido citrico por
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682. Esses
resultados demonstram que € possivel obter
uma maior concentracdo do 4cido em questao
a um menor custo de reagentes. O acido
isocitrico € um composto indesejado no processo
de obtencdo de &cido citrico por processo
fermentativo, uma vez que dificulta sua
recuperacao na etapa de purificacdo, porém ¢é de
interesse o estudo em formas de se converter este
acido em &cido citrico para aumentar a producao
final de citrato.
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