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RESUMO

DELABIO, A. S. Efeitos de baixas doses de radiacdo gama no crescimento e na sintese
lipidica de Yarrowia lipolytica. 2016. 83 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Os lipidios microbianos apresentam composicdo similar aos 6leos vegetais, e tem despertado
0 interesse de muitos pesquisadores, uma vez que podem suprir a demanda por Oleos e
gorduras. Além disso, estudos demonstram que ao submeter um microrganismo a baixas
doses de radiagdo gama, estimulos sdo promovidos, podendo aumentar a funcgdo, a resisténcia
celular, e o crescimento. Objetivou-se com esse estudo: avaliar os efeitos de baixas doses de
radiacdo gama no crescimento e na sintese lipidica de Yarrowia lipolytica. A levedura foi
submetida as doses de: (controle) 0,3; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 2,5 kGy de radiacdo gama, sob
taxa de dose de 0,259 kGy/h. Foi utilizada camara de Neubauer para determinacdo da
viabilidade celular da levedura. Uma curva de crescimento e outra de sobrevivéncia foi
determinada por densidade Optica em um espectrofotdmetro. Posteriormente, a levedura foi
inoculada em meio composto por xarope de cana-de-aglcar e vinhaca, e incubada por 7, 14 e
21 dias para a obtencdo da biomassa seca, por liofilizacdo, e da sintese lipidica, por
metodologia de extracdo. A irradiagdo ndo interferiu na producdo de biomassa seca, no
crescimento e na sobrevivéncia da levedura Y. lipolytica. O periodo de incubacdo afetou a
producdo final de biomassa, sendo a maior producdo obtida no 14° dia (13,46 g/L). Para os
resultados de sintese lipidica, observou-se interferéncia na producéo final, durante 21 dias de
incubacéo e dose de 0,5 kGy, com producdo de 4,17 g/L (34,94%). Conclui-se que néo foi
observado o efeito hormético durante as analises de crescimento, sobrevivéncia e producédo de
biomassa, quando submetidas as doses de radiacdo. Este efeito foi observado apenas durante a

sintese lipidica, quando avaliadas as jun¢des entre dose de radiacdo e periodo de incubacéo.

Palavras-chave: Yarrowia lipolytica. Biomassa. Rendimento Lipidico. Co-60. Radio-

hormesis.
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ABSTRACT

DELABIO, A. S. Effect of low doses of gamma radiation on the growth and lipid
synthesis of Yarrowia lipolytica. 2016. 83 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Microbial lipids present similar composition to vegetable oils and has aroused great interest
among researchers. In addition, studies show that by submitting a microorganism to low doses
of gamma radiation, stimuli are promoted, which could increase the function, cell resistance,
and the growth. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of low doses of gamma
radiation on the growth and lipid synthesis of Yarrowia lipolytica. The yeast received
irradiation doses of: (control); 0.3; 0.5; 0.75; 1.0; 1.25 and 2.5 kGy gamma radiation dose rate
in 0.259 kGy/h. Neubauer Chamber was used to analyze cell viability of the yeast. A growth
curve and survival curve was determined by spectrophotometry. Then, the yeast was
inoculated in the medium composed of syrup sugarcane and vinasse and incubated for 7, 14
and 21 days for the obtaining of dry biomass, by lyophilization, and lipid synthesis, by
extraction methodology. The low doses of irradiation had no effect on the growth, survival,
and production of dry biomass of Y. lipolytica. For the incubation periods, there was
interference in the final production; the highest production was obtained on day 14
(13.46 g/L). The results for lipid synthesis revealed interference with the final production of
lipids, being better at a dose of 0.5 kGy to 21 days incubation with yield of 4.17 g/L
(34.94%). In conclusion, the low doses of irradiation had no effect on the growth, survival
and biomass production of Y. lipolytica. Hormetic effect was observed only in the lipid

synthesis, when the radiation dose was associated with the incubation time.

Keywords: Yarrowia lipolytica. Biomass. Lipid Yield. Co-60. Radiation hormesis.
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1 INTRODUCAO

Os é&cidos graxos e seus derivados, presentes em 0leos e gorduras, sdo as principais
matérias-primas utilizadas em muitos setores das industrias quimica, alimentar e de energia.
(DONOT et al., 2014). A busca por combustiveis obtidos de fontes renovaveis, também
despertou o interesse de muitos pesquisadores na utilizacdo desses 6leos como matéria-prima
para a producdo de biodiesel (OLIVEIRA; SUAREZ; SANTQOS, 2008).

Em funcdo disso, muitos autores estudam o potencial dos 6leos microbianos como
matéria-prima alternativa para os abastecimentos das demandas de alimentos e de
combustiveis renovaveis (CASTANHA, 2012).

H& uma diversidade enorme de microrganismos que armazenam lipidios, e que séo
considerados uma boa alternativa para a conversédo em biodiesel.

Segundo Ratledge (1996), as principais classes de microrganismos utilizados para a
producdo de lipidios e considerados microrganismos oleaginosos, sdo as leveduras e 0s
fungos; estes podem produzir até 40% de sua biomassa em lipidios.

Para que as leveduras acumulem lipidios, elas devem ser cultivadas em meios que
fornecam condicOes ideais para 0 seu crescimento e desenvolvimento. Meios alternativos
podem ser explorados, como por exemplo, subprodutos agroindustriais, como forma de
reduzir custos durante o processo, e também como forma de reaproveitar os subprodutos de
forma sustentavel.

Segundo Lima e Sato (2001), a literatura € um tanto desconcertante com relacdo ao
rendimento lipidico e a presenca de nutrientes nos meios. A concentracdo dos nutrientes que é
boa ou 6tima para uma levedura, pode ndo ser adequada para outra.

Além disso, muitos autores observaram efeitos positivos que baixas doses de um
agente estressante podem causar a organismos vivos, o chamado efeito Hormesis. Atkinson
(1898)*, citado por Wiendl (2010) observou efeitos biopositivos na aceleracdo do crescimento

em Oscillatoria (alga verde-azulada) quando submetida a baixas doses de irradiacao.

! ATKINSON, G. F. Report upon some preliminary experiments with the Roentgen rays on plants. Science,
Washington, DC, v. 7, n. 158, p. 7-13, 1898.
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Segundo Calabrese (2015), Schulz (1888)2, também observou efeitos biopositivos no
crescimento de leveduras, quando submetidas a baixas doses de um antibiotico.

Assim, em virtude da importancia da utilizacdo de novas fontes lipidicas, o estudo teve
como objetivo avaliar o crescimento de Yarrowia lipolytica, bem como a producdo de

biomassa seca e lipidios ao submeter a levedura a baixas doses de radiagdo gama.

2 SCHULZ, H. Uber Hefegifte. Pfliiger's Archiv fuir die gesamte Physiologie des Menschen und der Tiere,
Heidelberg, v. 42, n. 1, p. 517-541, 1888.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de baixas doses de radiagdo gama do Cobalto-60 no crescimento e na

sintese lipidica de Y. lipolytica.

2.2 Objetivos especificos

- Analisar a producdo de biomassa seca e de lipidios em trés periodos de incubacdo:
7, 14 e 21 dias;

- Aproveitar subprodutos agroindustriais (xarope de cana-de-agucar e vinhaga) como fonte

de nutrientes no meio de cultivo da levedura Y. lipolytica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares que pertencem ao Reino Fungi e se reproduzem
assexuadamente por brotamento ou fissdo binaria (CHARLILE et al., 2001). Algumas se
reproduzem sexuadamente por meio de um processo denominado acasalamento, em que
ocorre a fusdo de duas células (MADIGAN et al., 2004).

Assim como os demais fungos, as leveduras sdo organismos eucariotos, que
apresentam nutricdo heterotrofica e auséncia de motilidade, porém ndo formam corpos de
frutificacdo (KURZMAN; FELL, 1998).

Sua estrutura € composta por um nucleo diferenciado, organelas subcelulares (reticulo
endoplasmaético e mitocondrias), membrana citoplasmatica lipoprotéica, parede celular rigida,
vacuolos de glébulos de lipidios, reticulo citoplasmatico, ribossomos, e granulos de materiais
de reserva (LIMA; AQUARONE; BORZANI, 1975). O desenvolvimento das mitocondrias, a
auséncia ou presenca de vacuolos de glébulos de lipidios, a formacdo de céapsulas de
polissacarideos e a morfologia celular, sdo determinadas pelas condi¢des fisico-quimicas e
pela idade do cultivo do microrganismo (BOURGEOIS; LARPENT, 1995).

Sdo microrganismos capazes de sobreviver em diferentes condicGes de cultivo,
optando entre o metabolismo aer6bio, ou anaerdbio, conforme a disponibilidade de oxigénio
no meio (PASTERIS; STRASSER DE SAAD, 1998). Além disso, apresentam alta velocidade
de crescimento, elevado teor protéico e a possibilidade de cultivo em diferentes substratos,
podendo substituir suplementos proteicos convencionais utilizados na alimentagdo humana e
animal (BELLUCO, 2008).

Compostos como agua, fontes de carbono, de nitrogénio, oxigénio e minerais, sdo
necessidades béasicas para o crescimento e reproducdo das leveduras (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2002).

Estas possuem capacidade de metabolizar diversas fontes de carbono, principalmente
acucar (sacarose, glicose, maltose), e também fontes ndo convencionais de carbono, como
biopolimeros, pentoses, alcoois, poliodis, hidrocarbonetos, acidos graxos e acidos organicos
(BEKATOROU; PSARIANOS; KOUTINAS, 2006).
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3.2 Yarrowia lipolytica

A levedura Yarrowia lipolytica € um microrganismo eucarioto, ndo patogénico, e
estritamente aerdbio, pertencente ao Reino Fungi, a classe dos Ascomicetos, e subclasse dos
Hemiascomicetos (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

Inicialmente foi classificada como Candida lipolytica (WICKERHAM, 1951). Em
sequida, foi incluida no género Endomycopsis todas as estirpes dessa levedura que
apresentavam capacidade de esporulagdo (WICKERHAM et al., 1970). Por motivos
morfolégicos, em 1972, foi classificada como Saccharomycopsis lipolytica, e apenas em 1980
foi reclassificada como Y. lipolytica. O seu nome faz mencéo a sua preferéncia por crescer em
substratos ricos em lipidios (VAN DER WALT et al., 1980).

No que diz respeito a fisiologia, a genética, e a biologia molecular, a levedura
Y. lipolytica pertence ao grupo das leveduras “ndo convencionais”, diferente das leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe que sdo consideradas leveduras
“convencionais” (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

Dentre as “n3o convencionas” ¢ uma das mais estudadas devido a sua importancia
industrial e a flexibilidade do seu metabolismo para a producdo de proteinas heterdlogas,
lipidios, ou acido citrico (OCHOA-ESTOPIER; GUILLOUET, 2014). Apresenta ainda,
potencial para producdo de acidos organicos, lisina, proteases, lipases, entre outros
metabolitos biotecnologicamente importantes (KAWASSE, 2003).

Por acumular grandes quantidades de lipidios, especialmente sob a forma de
triacilglicerol (TAG), a levedura Y. lipolytica pertence aos designados fungos oleaginosos,
sendo capaz de acumular até 43% da sua massa seca em glicerol, e mais de 50% dos lipidios
totais em acidos graxos (OCHOA-ESTOPIER; GUILLOUET, 2014).

O perfil de lipidios acumulados por essa levedura é de 11% de acido palmitico
(C16:0), 28% de acido estedrico (C18:0) e 51% de &cido linoleico (C18:2). Sob certas
condi¢Bes de cultivo, esta levedura apresenta, ainda, a capacidade de produzir lipidios
saturados, como por exemplo, estearina (AGEITOS et al., 2011).

Y. lipolytica apresenta dimorfismo devido a sua habilidade em crescer em
distintas formas morfologicas, geralmente como células ovais individuais ou como
hifas filamentosas (sendo reversiveis entre as duas formas). Acredita-se que o
dimorfismo apresentado por essa levedura se deve as condi¢Bes adversas como mudancgas na

temperatura e condicGes nutricionais (KAWASSE, 2003). Caracteristicas geneticas da estirpe
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e condicdes de crescimento (arejamento, fontes de carbono e nitrogénio, pH, concentracéo de
oxigénio dissolvido no meio, etc) determinam a morfologia das colonias de leveduras (CRUZ;
DOMINGUEZ; DOMINGUEZ, 2000).

3.3 Lipidios

Os lipidios sdo moléculas biologicas sollveis em solventes organicos, tais como: éter
etilico, éter de petrdleo, cloroférmio, n-hexano, etanol & quente e acetona (MUBARAK;
SHAIJA; SUCHITHRA, 2015; GUTIERREZ, 1997). Sdo insollveis em agua e menos densos
que ela (GIOELLI, 1996).

Diferente de biomoléculas como carboidratos e proteinas, ndo existe uma Unica
estrutura quimica para defini-los, tornando-o0s o grupo mais diverso que existe (OETTERER,;
D’ARCI; SPOTO, 2006).

Compreendem as gorduras, os Oleos e as ceras, e por apresentar elevado valor
energético, a presenca de acidos graxos essenciais e vitaminas (A, D, E, K) sdo importantes na
dieta alimentar. Hormonios de natureza sexual como, testosterona, progesterona e estrogénios
também sdo estudados na classe dos lipidios (GUTIERREZ, 1997).

Sdo constituidos por carbono, hidrogénio e oxigénio, sendo o carbono em maior
nimero. Fornecem o dobro de energia em relacdo aos carboidratos, e sdo degradados nas
células durante a respiracdo celular (PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005). Por apresentar
alto conteudo caldrico (cal/g), o lipidio é um eficiente composto para estoque de energia.
Entre os animais, este seja, talvez, o mais significativo uso dos lipidios (SHERIDAN, 1994).

Os lipidios sdo classificados em simples (gorduras, 6leos ou ceras), compostos
(fosfolipidios e glicolipidios), e derivados (alcoois, acidos graxos livres, hidrocarbonetos,
vitaminas) (GUTIERREZ, 1997).

A diferenca entre 6leos e gorduras é dada pelo ponto de fusdo, em que os 6leos sdo de
origem vegetal e liquidos a temperatura ambiente (20°C), e as gorduras de origem animal e
solidas a temperatura ambiente (GIOELLI, 1996; PINHEIRO; PORTO; MENEZES, 2005).

Segundo Lima e Sato (2001), microrganismos podem sintetizar lipidios, sejam eles
eucariotos ou procariotos. Esses lipidios exercem diversas funcbes bioldgicas, como por
exemplo, reserva energética, constituicido de membranas celulares, sintese de hormdnios,

isolante térmico e meio de transporte para algumas vitaminas (SOARES, 2001).
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Lipidios produzidos por organismos vivos sdo classificados em trés familias
principais: os fosfolipidios, os glicolipidios e os TAGs (lipidios de reserva de energia)
(DONOT et al., 2014).

Assim, os TAGs sdo o0s principais constituintes de Oleos vegetais, e por isso,
considerados os lipidios de interesse (DONOT et al., 2014). Sdo formados por trés moléculas
de &cidos graxos ligados a uma molécula de glicerol (MADIGAN et al., 2004), sendo nao

polares e insoltveis em agua (DONOT et al., 2014).

3.4 Leveduras oleaginosas

O estudo do metabolismo lipidico de organismos eucariontes tem despertado
interesses e avangos na engenharia genética e na andlise de lipidios (BEOPOULOS;
NICAUD; GAILLARDIN, 2011). Em razédo de representarem fontes de 6leos e gorduras, 0s
microrganismos denominados oleaginosos, sdo vistos como possiveis substitutos na procura
por novas fontes de &cidos graxos essenciais (DYAL; NARINE, 2005).

Segundo Papanikolaou e Aggelis (2002), os lipidios microbianos apresentam
composicao similar aos 6leos vegetais convencionais, e podem, dessa forma, contribuir para
suprir a demanda por 6leos e gorduras. Esses microrganismos sdo facilmente cultivados sob
condi¢gdes ambientais controladas e ndo competem eticamente ou economicamente com as
culturas alimentares (PATEL et al., 2014). Além disso, podem ser utilizados meios de
fermentacdo de baixo custo, como por exemplo, residuos agricolas e subprodutos industriais
(MATSAKAS et al., 2014).

Conforme Ratledge (1988)° citado por Beopoulos, Nicaud e Gaillardin (2011), a
capacidade das leveduras em acumular grandes quantidades de lipidios intracelulares, sua
elevada taxa de crescimento e a semelhanca dos seus TAGs com as fracdes dos Oleos
vegetais, tornam-nas atraentes para o desenvolvimento de abordagens biotecnoldgicas.

Naegeli e Loew (1878)*, citado por Smedley-Maclean (1922), foram os pesquisadores
que verificaram lipidios em leveduras. Eles pesquisaram a formacdo de TAGs a partir de
carboidratos e verificaram, dentre os &cidos graxos formados nas leveduras, maior producao
de &cido oleico. Também estudaram técnicas de extracdo dos lipidios com solventes como

éter e alcool.

* RATLEDGE, C. Biochemistry, stoichiometry, substrate and economics. In: MORETON, R. S. (Ed.). Single
cell oil. London: Longman, 1988. p. 33-70.

* NAEGELLI, C.; LOEW, O. Uber die chemische Zusammensetzung der Hefe. Journal filer Praktische Chemie,
Leipzig, v. 17, 403-428, 1878.
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Para que um microrganismo seja considerado favoravel aos interesses comerciais,
deve apresentar, em sua biomassa, entre 20-25% de lipidios (RATLEDGE, 1996).

A eficiéncia na producdo de 6leo é determinada pelo meio de cultivo e seus
constituintes, sendo os mais comuns glicose e glicerol. (VICTORELLI, 2008). Estudos
indicam que microrganismos quando cultivados em meio contendo quantidades limitantes de
nitrogénio e carbono em excesso sdo capazes de acumular grandes quantidades de lipidios
(YI-HUANG et al., 2015).

Conforme Liang et al. (2010) e Kitcha e Cheirsilp (2013), o glicerol tem sido
explorado como fonte de carbono para as leveduras oleaginosas, porém os rendimentos
lipidicos geralmente permanecem menores do que aqueles utilizando a glicose como fonte de
carbono.

Com isso, os autores Yang et al. (2014) desenvolveram um procedimento em que a
utilizacdo do glicerol bruto, como fonte de carbono, apresentou elevado rendimento de
producdo, compardvel com a utilizacdo da glicose. Eles desenvolveram o processo de
producdo de lipidios de duas fases. Na primeira, as células foram cultivadas num meio rico
em nutrientes para a propagacao da levedura, e na segunda fase, as células foram suspensas
novamente em um meio contendo fontes de carbono, sem nutrientes auxiliares, para a
producdo de lipidios. Devido a auséncia de nutrientes auxiliares como nitrogénio e fosforo, a
biossintese de proteinas e &cidos nucléicos foi cessada e a propagacdo das células foi inibida.
Contudo, a conversdo da fonte de carbono em lipidios foi mais eficiente, aumentando o
rendimento lipidico e a produtividade.

Além da fonte de carbono, outros parametros determinam a quantidade de cada &cido
graxo produzido e as caracteristicas dos lipidios, tais como: agitacdo, temperatura,
oxigenacdo, pH e outros nutrientes disponiveis no meio (VICTORELLI, 2008).

Segundo Gutierrez (1997), quanto maior o nivel de oxigenacdo e menor a temperatura
(abaixo do 6timo para crescimento), maior o grau de insaturacdo dos &cidos graxos. Contudo,
Hunter e Rose (1972) ndo observaram alteracbes em Saccharomyces cerevisiae quando a
temperatura caiu de 30 para 15°C.

Celligoi (1993) ao adicionar em seu experimento NaCl (0,17M) constatou maior
assimilacdo de agucares e elevacédo da producéo de lipidios totais.

Papanikolaou e Aggelis (2002) cultivaram a levedura Y. lipolytica em meio contendo
gorduras industriais, e perceberam acumulo de lipidios, principalmente de acido estearico.

A literatura destaca 0s géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus,

Trichosporon e Yarrowia como as leveduras oleaginosas mais conhecidas e capazes de
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produzir 40% de sua biomassa em lipidios. Em condi¢Bes de limitagdo de nutrientes a
producéo pode ser ainda maior, alcan¢ando niveis acima de 70% em relagdo a sua biomassa
(BEOPOULOS et al., 2009).

Dentre os lipidios acumulados, 90% correspondem aos TAGs, e desses TAGS, 44%
contém acidos graxos insaturados (DONOT et al., 2014). Segundo Beopoulos et al. (2009), o
contetdo e o perfil dos lipidios produzidos diferem de acordo com cada espécie de levedura.

Duas vias metabolicas distintas estdo envolvidas na acumulacdo de lipidios pelas
leveduras: a sintese de lipidios ‘de novo’, e a sintese de lipidios ‘ex novo’. Quando as
leveduras crescem em meio contendo substéncias hidrofobicas chamamos de via de acimulo
de lipidios ‘ex novo’ (DONOT, 2014), porém quando o cultivo da levedura é baseado em
meios compostos por agucares, denominamos de via de acumulo ‘de novo’. A via de acimulo
‘de novo’ produz quantidades maiores de TAG na composicdo lipidica comparada a via
‘ex novo’ (VALONI, 2014).

Na via de sintese ‘de novo’, precursores de acidos graxos (acetil-CoA e malonil-CoA)
sdo produzidos, em condi¢bes definidas, por meio de carboidratos ndo oleaginosos e
integram-se na via biossintética de lipidios para formar TAGs e esteril ésteres (EE), que séo
armazenados em corpos lipidicos e servindo como reservas de energia (BEOPOULOS;
NICAUD; GAILLARDIN, 2011; BEOPOULOS; CHARDOT; NICAUD, 2009;
BEOPOULOQOS et al., 2009).

A acumulacdo de lipidios, durante a sintese ‘de novo’, ocorre pela exaustdo ou
limitacdo de um nutriente essencial no meio (geralmente o nitrogénio é utilizado para este
fim). Com isso, a proliferacdo celular diminui, uma vez que o nitrogénio é essencial para a
sintese de proteinas e &cidos nucléicos. Na auséncia de nitrogénio, o organismo continua a
assimilar as fontes de carbono disponiveis no meio, e direciona essa fonte para a producéo de
lipidios (BEOPOULOS et al., 2009).

A via de sintese ‘ex novo” envolve a captacdo de acidos graxos, oleos e TAGS
presentes no meio de cultura e seu acimulo em forma modificada ou ndo modificada no
interior da célula. Nesta via ocorre a hidrolise do substrato hidrofébico, transporte dos acidos
graxos liberados para dentro da célula e a remontagem desses lipidios em fragdes de TAG e
EE. Os TAGs e os EE sdo acumulados dentro dos corpos lipidicos (BEOPOULOS; NICAUD;
GAILLARDIN, 2011; BEOPOULQOS; CHARDOT; NICAUD, 2009; BEOPOULOS et al.,
2009).
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Dessa forma, a principal diferenca entre as vias de sintese ‘de novo’ e ‘ex novo’ ¢ que
na sintese ‘eX novo’ a producgdo de lipidios ocorre simultaneamente com o crescimento
celular, e independe do esgotamento de nitrogénio no meio de cultivo, diferentemente da via
de sintese “de novo” (DONOT, 2014).

Geralmente, o0 acimulo de lipidios ndo esta vinculado a propriedades de crescimento,
todavia, durante o inicio da fase de crescimento, podem ser produzidas quantidades
significativas de lipidios (VALONI, 2014).

A producdo de lipidios ocorre comumente durante a fase exponencial tardia
(RASCHKE; KNORR, 2009), quando as ceélulas j& consumiram todos 0s nutrientes
disponiveis, mas ainda tem excesso de carbono no meio (TAI; STEPHANOPOULOQS, 2013).
Nessa fase os TAGs sdo produzidos e armazenados sob a forma de gotas de Oleo no
citoplasma da célula. A finalidade da biossintese de TAG € constituir reservas de energia que
sdo utilizadas para garantir a persisténcia das fungdes vitais em caso de deficiéncia ambiental
ou stress (DONOT et al., 2014).

Os lipidios produzidos podem ser expressos com base na porcentagem de peso seco,
contudo esta ndo € a Unica unidade utilizada para reportar a produtividade lipidica. Na
literatura sdo descritas outras unidades, tais como: massa final de lipidio por litro de cultura;
producdo de lipidio por dia; proporcdo de entrada de carbono convertido em lipidio, dentre
outros. Exemplos de medidas descritas na literatura estdo listados na Tabela 1. (SITEPU et al.,
2014).
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Tabela 1 - Exemplos de unidades usadas em publicagdes para descrever a producdo de
lipidios por leveduras oleaginosas. Termos padronizados propostos estdo mostrados em

negrito.

Medidas da producéo de
lipidios e massa celular

Definicéao

Unidades

Producéo de massa celular
(produgéo de biomassa).

Rendimento de massa celular
(também chamado de
rendimento de biomassa).

Conversao de massa celular
(também chamado de converséo
de biomassa, coeficiente de
rendimento, ou rendimento de
biomassa).

Conteudo lipidico

Coeficiente Lipidico

Producéo de lipidios
(também chamado de
rendimento lipidico)

Produtividade lipidica
(Produtividade volumétrica
lipidica, produtividade ou
producéo de lipidios)

Taxa especifica da formacao
de lipidios

Quantidade de massa seca
microbiana produzida,
relativa ao volume de
cultura.

Taxa de massa celular
produzida, por agucar
consumido.

Massa seca de célula de
levedura produzida,
relativa a massa de
carboidrato consumido.

Peso de lipidio extraido,
relativo ao peso de massa
celular seca

Lipidio produzido relativo
a absorcdo de carbono ou
carbono consumido;
expresso em porcentagem
ou taxa

Rendimento lipidico por
volume de cultura

Taxa de producao de 6leo

Taxa de acumulacéo de
lipidio relativo a massa
celular

g de massa seca celular por
litro de cultura.

g de levedura por g de agucar
consumido.

g de levedura por 100 g de
acucar usado, ou grama de
levedura por g de acucar em
média.

% (g/g); g de lipidio por 100
g de levedura (peso seco)

g de lipidio por g ou por 100
g de carboidrato consumido,
ou g de lipidio por g ou por
100 g de glicose na média
inicial

g de lipidio por litro de
cultura

Massa ou volume de lipidio,
por volume de cultura por
tempo. Exemplos incluem g
de lipidio por litro por hora,
grama de lipidio por litro por
dia.

g de lipidio por hora por
grama celular.

Fonte: Sitepu et al. (2014).
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3.5 Componentes do meio de cultura

3.5.1 Nutrientes

Todos o0s organismos vivos necessitam de nutrientes para crescerem. Esses nutrientes
sdo responsaveis pela sintese e pelas fungBes normais dos componentes das células
(PEREIRA JUNIOR; BON; FERRARA, 2008).

Alguns elementos quimicos sdo essenciais para o crescimento das células, como,
carbono, nitrogénio, hidrogénio e oxigénio; além dos macronutrientes (enxofre, fésforo,
potéssio, magnésio, célcio e ferro) e dos micronutrientes (cobre, cobalto, zinco, manganés,
sodio, boro, entre outros). Aminoacidos e vitaminas também devem ser acrescentados aos
meios de cultivo, uma vez que muitos microrganismos sdo incapazes de sintetiza-los.
(PEREIRA JUNIOR; BON; FERRARA, 2008).

Para o crescimento e estimulo da sintese lipidica, as exigéncias em elementos minerais
variam de acordo com o microrganismo escolhido. A fonte de carbono é de grande
importancia para a formacao de gorduras. Os ions PO4, Mg e SO, também sdo importantes; a
presenca ou auséncia desses elementos pode diminuir a multiplicagdo celular e o acimulo de
gordura (LIMA; SATO, 2001).

Para que um 6leo microbiano seja considerado competitivo, o seu uso deve reduzir os
custos de producdo. Com isso, a substituicdo da glicose por outras fontes de carbono tem sido
objeto de estudo nos ultimos anos (POLI et al., 2014), dentre elas, os subprodutos
agroindustriais (SILVA et al., 2009).

Atualmente, muitos subprodutos agroindustriais tém sido reaproveitados como
substratos para a producdo de lipidios (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2002), biossintese
protéica (ARAUJO et al., 2009) e enzimas (FERREIRA, 2009). O reaproveitamento é
vantajoso, pois os subprodutos representam fontes alternativas de baixo valor comercial,
apresentam alta disponibilidade, sdo convertidos em produtos de alto valor agregado, alem de
contribuirem para reducgdo nos custos operacionais (FERREIRA, 2009; SILVA et. al., 2009).
Melago, vinhaca, farelo e palha de trigo, poupa de café, cana-de-agUcar e bagaco de cana-de-
acucar sdo exemplos desses subprodutos (ARAUJO et al., 2009).

Cazzeta e Celligoi (2006), Poli et al. (2014), Papanikolau e Aggelis (2002) e Castanha
(2012) fizeram uso de meios alternativos em seus trabalhos. Cazzeta e Celligoi (2006)
utilizaram diferentes concentragdes de melaco e vinhaga como substrato em meio de cultivo.

Poli et al. (2014) e Papanikolau e Aggelis (2002), utilizaram glicerol industrial como fonte de
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carbono. Castanha (2012) fez uso de soro de queijo como substrato para selecionar a linhagem
de levedura mais adequada para a producdo de lipidios.

3.5.2 Vinhaca

A vinhaca é obtida na destilacdo de etanol a uma temperatura de 85-90°C (MORAES
et al., 2014), e constitui, no Brasil, o efluente industrial produzido em maior quantidade
(SYDNEY et al., 2014), cerca de 9 a 14 litros de vinhaca por litro de etanol (LAPPA et al.,
2015). Caracteriza-se por um liquido marrom escuro, de odor bastante desagradavel e baixo
pH (3,5-5,0) (CHRISTOFOLETTI et al., 2013; ROCHA, 2007).

Além da denominacdo vinhaca, € também conhecida como vinhoto, restilo, garapéo,
caldo de destilaria, entre outras denominac6es (FREIRE; CORTEZ, 2000).

A vinhaca é composta, em sua maioria, por 93% de &gua e 7% de sdlidos. Dos sélidos,
75% correspondem a matéria organica, e 25% a fragdes minerais (LUDOVICE, 1997,
LAIME et al., 2011).

As fracBes minerais sdo compostas por nutrientes como potassio (ha grande maioria),
nitrogénio, fésforo (FERRAZ JUNIOR et al., 2014), céalcio e enxofre (SZYMANSKI;
BALBINOT; SCHIRMER, 2010) e a matéria organica composta por elevada demanda
quimica e bioquimica de oxigénio (DQO) e (DBO) (COCA et al., 2014).

A guantidade de nutrientes disponiveis na vinhaca varia por diversos fatores, como,
origem, tipo de mosto utilizado na destilaria, variacdo de safra para safra e de usina para usina
(ROSSETTO et al., 2008), moagem, e matéria-prima (variedade da cana, indice de maturacao,
cultivo em diferentes solos e com diferentes niveis de fertilidade) (MORAES; ZAIAT,
BONOMI, 2015). A Tabela 2 apresenta a composicao quimica da vinhaca obtida a partir de

diferentes tipos de mostos.
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Tabela 2 — Composicdo quimica média da vinhaca obtida a partir da fermentacdo de
diferentes mostos, modificada (PRADA et al., 1998).

Vinhaca de mosto

Elementos Melago Caldo Misto
pH 4,2-5,0 3,7-4,6 4,4-4,6
Temperatura 80-100 80-100 80-100
DBO (mg/L Oy) 25.000 6.000 — 16.500 19.800
DQO (mg/L Oy) 65.000 15.000 — 33.000 45.000
Solidos Totais (mg/L) 81.500 23.700 52.700
N (mg/L) 450 - 1.610 150 - 700 480 - 710
P,0s (mg/L) 100 - 290 10 - 210 9-200
K,0 (mg/L) 3.740 - 7.830 1.200 —2.100 3.340 - 4.600
CaO (mg/L) 450 - 5.180 130 - 1.540 1.330 - 4.570
MgO (mg/L) 420 - 1.520 200 - 490 580 - 700
SO4 (mg/L) 6.400 600 — 760 3.700 - 3.730
C (mg/L) 11.200 — 22.900 5.700 — 13.400 8.700 — 12.100
Matéria organica (mg/L) 63.400 19.500 3.800
Subst. Redutoras (mg/L) 9.500 7.900 8.300

Fonte: Prada et al. (1998)

Devido a sua composi¢do, o destino mais comum desse residuo liquido é o seu
aproveitamento no solo como fertilizante para o cultivo de cana-de-aclcar, apresentando
vantagens em relacdo a produtividade e crescimento da cana (SYDNEY et al., 2014;
MORAES et al., 2014).

Contudo, por apresentar quantidades altissimas de DQO e DBO e elevado teor de
potassio (SYDNEY et al., 2014; COCA et al.,, 2014), a vinhaca é vista como uma
preocupacdao ambiental grave e uma ameaca a qualidade dos cursos de agua, uma vez que €
aplicada diretamente sobre o solo, independente se as proporcdes de nutrientes sdo utilizadas
em condicdes ideais (FERRAZ JUNIOR et al., 2014). Esse método de aplicacdo da vinhaca
pode causar alteracdes no solo como, desequilibrio de nutrientes, diminuicdo da alcalinidade,
fitotoxicidade, e odor desagradavel (NITAYAVARDHANA et al., 2013).

Com isso, pesquisadores estdo estudando usos e tratamentos alternativos para a
vinhaca, dentre eles, propostas como, reciclagem da vinhaga em fermentacéo, fertirrigagéo,
concentragdo por evaporacgdo, producdo de energia e matéria-prima para a producédo de gado e
aves de alimentacdo, e producdo de levedura (CHRISTOFOLETTI, et al., 2013). A Tabela 3

apresenta as aplicacfes da vinhaca, suas vantagens e desvantagens.
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Tabela 3 - Uso Potencial da Vinhaca — Vantagens e Desvantagens

Processo / Produto Final Vantagens Desvantagens
Fertirrigacao - Método mais barato - Torna-se caro para transporte
- Facil de ser adotado - Efeito de longo prazo

desconhecido

Racdo Animal - Barato - Néo é pesquisado
- Facil de ser adotado

Biodigestéo / Biogas - Producéo de energia - Relativamente Caro
- Reducéo da DBO - Alta tecnologia
- Efluente utilizado como
fertilizante
Combustdo em caldeiras - Disposicdo completa - Néo é pesquisado
- Producéo de energia - Teste em pequena escala
- Recuperacdo do potassio
nas cinzas
Producdo de Proteinas - Alimento - Caro
- N4o deixa residuo - N&o € pesquisado

Fonte: Christofoletti et al. (2013)

Devido a presenca de muitos nutrientes em sua composi¢do quimica, alguns autores
fizeram uso da vinhaca como substrato para microrganismos, dentre eles Cazetta e Celligoi
(2005) que avaliaram a capacidade de crescimento e a sintese de lipidios e proteinas de
algumas especies de leveduras e uma linhagem de bactéria, inoculadas em frascos contendo

como substrato vinhaca bruta de cana-de-acUcar e/ou melaco.

3.5.3 Melado e Melaco de cana-de-acucar

Diferentes subprodutos e matérias-primas da agroindustria vém sendo utilizados como
substrato para o crescimento de microrganismos (ERNANDES; BOSCOLO; CRUZ, 2010).
Em geral, os residuos agroindustriais sdo os substratos mais pesquisados, e apresentam a
maioria dos nutrientes necessarios ao crescimento microbiano (SANTQOS, 2006).

O melaco de cana-de-agUcar € sugerido como substrato para essas culturas (HAULY et
al., 2003), em virtude do seu alto teor de aglUcares fermentesciveis e dos seus minerais, tais
como, manganés, magnésio, fésforo, potassio, zinco, sédio e célcio (FELTRIN et al., 2000).

Segundo Rambla et al. (1999) e Menezes (1980), o melaco de cana-de-agucar é
definido como um licor, obtido apés a centrifugacdo das massas cozidas para a separa¢ao dos

cristais de agucar.
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Conforme o tipo de processamento do aglcar, 0 melagco apresenta denominacdes
diferentes, como melago de primeira, mel pobre de primeira, melago de segunda, mel rico de
segunda e mel final (também denominado de mel residual ou esgotado). No Brasil, todos os
méis enviados para a destilaria, denominam-se de mel final, independente da sua composicéao
(RIBEIRO, 2009).

Para o crescimento e desenvolvimento dos microrganismos, 0s substratos adicionados
ao meio de cultivo devem ser economicamente vidveis e satisfazer as necessidades
nutricionais. O melaco de cana-de-acUcar satisfaz essas condigbes por apresentar facil
manipulacéo, baixo custo e vérias aplicag¢des a nivel industrial (FELTRIN et al., 2000).

Assim como o0 melaco, 0 melado de cana-de-agucar também pode ser utilizado como
fonte de varios nutrientes (RIBEIRO et al., 2012) devido a quantidades importantes de
minerais em sua composicao, dentre eles: célcio (Ca), fésforo (P), magnésio (Mg), potassio
(K), e zinco (Zn), além de ser uma das maiores fontes de ferro (Fe) (SILVA; CESAR; SILVA,
2003).

O melado, também denominado como xarope do caldo de cana-de-acUcar, € o caldo da
cana evaporado e concentrado (entre 74 a 78°Brix), purificado e livre das impurezas
grosseiras em suspensao, até que se obtenha a consisténcia de xarope em estado incristalizavel
(DELGADO; DELGADO, 1999; PINTO, 1982). Vale lembrar que o termo melado ndo deve
ser confundido com o termo melaco (subproduto da industria de acucar cristal) (SILVA,;
CESAR,; SILVA, 2003).

O melado € um produto de importancia econémica em varias regides do Brasil e de
grande aceitacdo pelos consumidores (DELGADO; DELGADO, 1999). No que diz respeito
as pequenas propriedades rurais, a producdo do melado é uma forma lucrativa de beneficiar a
cana, Visto que, durante o processo, sdo utilizados equipamentos simples e em pequeno
nimero, e a mado de obra pode ser empregada por membros da prépria familia, resultando em
mdo de obra relativamente barata (SILVA; CESAR; SILVA, 2003).

O uso do melado é muito variado, seguindo costumes e tradicdes de cada regifo. E um
produto que apresenta cor clara, caracteristicas organolépticas semelhantes as do mel de
abelha, e sabor agradavel ao paladar, proprios dos derivados de cana-de-agucar (PINTO,
1982).

Do ponto de vista energético o melado fornece ao organismo cerca de 350 calorias
para cada 100g do produto, e por fornecer grandes quantidades de minerais e vitaminas é
recomendado medicinalmente para casos de anemia e prisdo de ventre (OLIVEIRA, 2004). A

Tabela 4. apresenta o valor nutritivo do melado de cana.
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Elementos Valores
Calorias 348,2 Kcal
Agua 139
Carboidratos 86,79
Proteinas 029
Gorduras 0,02g
Sais minerais 0,059
Vitamina A 15 Ul
Vitamina B1 8 mcg
Vitamina B2 156 mcg
Vitamina B5 0,2 mg
Caélcio 591 mg
Fosforo 123 mg
Ferro 22,3 mg

Fonte: Oliveira (2004).

3.6 Radiag0es ionizantes

Radiacdo ionizante € a designacdo dada a radiacdo eletromagnética cuja energia seja

suficientemente alta para arrancar elétrons de atomos e moléculas e converté-los em ions

(DOWD E TILSON, 1999).

O processo de interacdo de radiacBes ionizantes com a matéria acontece em nivel

atdbmico. RadiacBes ionizantes, ao atravessarem a matéria, transferem energia para as

particulas que forem encontradas em sua trajetdria. Se a energia transferida for maior que a

energia de ligagdo entre o elétron e o restante da estrutura atdmica, este elétron é ejetado de

sua Orbita. Nesse processo sdo formados o par ion-positivo (d&tomo que perdeu um elétron) e

ion-negativo (elétron ejetado) (OKUNO, 1988; OKUNO, 2013).

Dessa forma, sdo consideradas radiacGes ionizantes, particulas alfa, beta, radiacdo

gama, raios X e feixe de elétrons produzidos em acelerador de particulas (OKUNO, 1988;

OKUNO, 2013).



38

3.6.1 Raios Gama

Apos a emissao de particulas alfa (o) ou beta (B), o nucleo resultante desse processo
(com excesso de energia e em estado excitado), procura estabilizar-se, atingindo o estado
fundamental, com a emissdo da energia excedente sob a forma de onda eletromagnética,
denominada radia¢do gama (y) (IAEA, 2010).

3.6.2 Efeitos de radiacGes ionizantes em microrganismos

Os efeitos da radiacdo em organismos vivos ndo podem ser descritos de maneira geral,
uma vez que eles variam conforme a complexidade e a natureza dos organismos irradiados. A
sensibilidade desses organismos a radiacdo é inversamente proporcional ao seu tamanho
(DOMARCO et al., 1996).

Quando os microrganismos absorvem radiacOes ionizantes, alteragdes quimicas podem
ocorrer em seus componentes celulares, causando algum dano para a atividade celular, como
por exemplo, alteracBes no DNA. Essas alteracdes podem levar a morte das células, ou tornar
0s microrganismos incapazes de se reproduzirem (URBAIN, 1986).

A radiacdo gama penetra facilmente os organismos vivos e os efeitos prejudiciais dos
seus raios vao depender do tipo de tecido, da dose de radiacdo, da energia e da distancia da
fonte radioativa (ZAGORSKI, 1975). O poder de penetracdo, o potencial de ionizacdo e a
habilidade de causar alteracbes nas moléculas, torna a radiacdo eficiente ou ndo eficiente
(POTTER; HOTCHKISS, 1995).

A radiagdo pode afetar os microrganismos de duas maneiras diferentes, por meio de
acdo direta (em que ocorre interacdo com moléculas especificas no interior da célula), ou por
acdo indireta (por meio de efeitos inibidores de radicais livres produzidos pela radidlise da
agua) (ADAMS; MOSS, 1995).

Na acdo direta, a energia transportada pela radiacdo é transferida (na auséncia de
intermediarios) para 0 DNA, levando a formacéo de ligacfes cruzadas e outras mudangas que
tornam os microrganismos impossibilitados de crescerem e se reproduzirem (TAUXE, 2001).

No efeito indireto, interagdes entre a radiacdo incidente e as diversas moléculas
presentes no interior celular (principalmente agua e oxigénio) ocorrem sucessivamente,
resultando na formacdo de radicais livres, altamente reativos. Por ser a gua 0 componente
mais abundante da maioria dos organismos, ela constitui alvo principal da radiacéo, gerando o

processo denominado radiolise da agua. Neste processo sdo produzidas especies reativas
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primarias, como os radicais hidroxila (OH) e hidrogénio (H), e produtos moleculares (H,,
H,O,). Por serem altamente reativos, esses produtos interagem com moléculas orgénicas e
inorganicas presentes no meio, ou sofrem recombinacdes entre si, desencadeando uma série
de reacdes toxicas para as células, provocando alteracBes quimicas e bioldgicas (DOWD;
TILSON, 1999; POTTER; HOTCHKISS, 1995).

A radiagdo gama interage mais frequentemente com 0s organismos Vvivos pela acdo
indireta, devido a grande quantidade de adgua presente no meio celular (METTLER JUNIOR;
UPTON, 1995). Esta acdo desempenha um papel importante, visto que, na auséncia de agua,
as doses de radiacdo devem ser de duas a trés vezes mais intensas para que se consigam 0S
mesmaos resultados sobre os microrganismos (ADAMS; MOSS, 1995).

Estudos utilizando diferentes organismos demonstraram que a sensibilidade a radiagédo
ionizante depende da fase do ciclo celular em que as células se encontram quando irradiadas.
As ceélulas sdo consideradas mais sensiveis durante a fase de mitose, e mais resistentes no
periodo tardio da fase de sintese (METTLER JUNIOR; UPTON, 1995).

As doses de radiacdo sdo expressas em gray (Gy), e a radiorresisténcia de um
microrganismo é medida em valor D, representando a quantidade de radiacdo necessaria
para inativar 90% da populagdo. Valores baixos de D10 indicam grande sensibilidade dos
organismos (WHITBY; GELDA, 1979; DIEHL, 1995).

Alguns fatores do meio extracelular interferem na radioressisténcia dos
microrganismos, tais como: temperatura, dose de irradiacdo, pH, presenca ou auséncia de
oxigénio, atividade da agua, tipo e nimero de microrganismos e composi¢do quimica do meio
em que eles se encontram (RADOMYSKY et al., 1994).

A temperatura € um dos fatores que mais influenciam na sobrevivéncia das células
durante o processo de irradiacdo. Segundo a World Health Organization (WHO) (1997) o
sistema de reparo dos microrganismos normalmente opera em temperatura ambiente, portanto
se expostos a temperaturas elevadas sao danificados.

Ainda, segundo WHO (1997), a presenca de oxigénio aumenta os efeitos letais da
radiacdo ionizante em células de microrganismos, assim como meios muito hidratados (que

favorecem os efeitos indiretos no DNA) causam maior sensibilidade microbiana.
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A resposta dos microrganismos apds a radiagdo ionizante depende dos seguintes
fatores (WHO, 1997):

- da quantidade e da qualidade dos danos diretos produzidos nas células;

- do numero, da qualidade e do tempo de vida dos grupos quimicos gerados pela
radiacdo ionizante e da habilidade inerente as células em tolerar o dano radioinduzido ou
repara-lo precisamente;

- da influéncia dos ambientes extra e intracelulares sobre os fatores mencionados.

Geralmente quanto mais simples um organismo, mais resistente eles sdo aos efeitos
das radiacdes ionizantes (MONK; BEUCHAT; DOYLE, 1995). Segundo Urbain (1986)
leveduras e bolores sdo mais sensiveis a radiacdo quando comparados a algumas bactérias nao
formadoras de esporos. As leveduras apresentam doses letais na faixa de 4,65 a 20,0 kGy,
aproximadamente, sendo que, para 0s seguintes géneros, as doses letais sdo: Candida 5,50-
10,30 kGy; Rhodotorula: 4,72 kGy; Saccharomyces: 5,40-5,80 kGy.

3.7 Hormesis

As primeiras observacdes sobre o efeito Hormesis ocorreram por volta de 1888, na
Alemanha, onde o farmacologista Hugo Paul Friedrich Schulz, descreveu que substancias
toxicas tém efeitos opostos quando administradas em baixas doses ou em altas doses. Em seu
experimento, ele observou que baixas doses de toxinas estimulavam o crescimento de
leveduras, enquanto altas doses inibiam o seu crescimento (WIENDL, 2010).

Apos consideravel avaliagdo de acompanhamento, na qual o estimulo de baixa dose
foi consistentemente observado, Schulz estava convencido que os resultados originais eram
possiveis de serem reproduzidos, apesar de bastante inesperados e inexplicaveis
(CALABRESE, 2015).

Schulz juntamente com Rudolf Arndt criou a lei de Arndt-Schulz, indicando que
produtos pouco irritantes estimulavam a atividade, enquanto produtos altamente irritantes
inibiam qualquer atividade (WIENDL, 2010).

Contudo, Schulz cometeu um erro de proporg¢des incalculaveis, quando ligou a sua
descoberta & homeopatia, especialmente por conhecer as hostilidades existentes entre ela e a
medicina tradicional (CALABRESE, 2015).
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Embora as primeiras observacfes do efeito hormético tenham ocorrido em 1888,
somente em 1943 o termo foi de fato utilizado, quando Chester Southam and John Ehrlich
observaram que extratos de cedro vermelho aumentavam o metabolismo de fungos quando
administrados em baixas doses (CALABRESE, 2005; CALABRESE, 2014).

Hormesis é um processo de conservacdo evolutiva, caracterizado pelo fendmeno de
dose-resposta, em que doses baixas de uma atividade estressante estimulam respostas
adaptativas que aumentam a funcdo e a resisténcia do organismo celular, enquanto doses
elevadas apresentam respostas inibidoras, diminuindo a resisténcia e a funcdo desse
organismo (CUTTLER; POLLYCOVE, 2009).

A resposta hormética é representada por meio de uma curva dose-resposta em forma
de “U” ou “N” (também conhecida como curva em forma de “J”, de “J invertido”, “bifasica”
ou “B-curva”) dependendo do ponto final medido (CALABRESE; BALDWIN, 2001,
CALABRESE; COOK, 2006). A Figura 1. esquematiza as formas de resposta a dose
hormética, sendo (A) a forma mais comum da curva de dose resposta hormética, mostrando
resposta estimulante em baixa dose e inibitiva em alta dose (curva f ou em forma de N), e (B)
curva de dose resposta hormética mostrando reducdo, em dose baixa, e aumento, em doses
altas, dos efeitos adversos (curva J ou em forma de U) (CALABRESE; COOK, 2006).

N

k-1

Response

Lows Dose High Low Dose High

Figura 1 - Esquema das formas de dose resposta hormética. Fonte: Calabrese e Cook (2006)

Segundo Cuttler e Pollycove (2009), toxicologistas e médicos cientistas concordam
com Paracelsus (médico suigo do século XVI) que escreveu: “... nada € sem veneno, apenas a
dose torna algo ndo venenoso”. Assim sendo, este principio ndo se aplica somente para o
consumo de produtos quimicos e microrganismos, mas também a exposi¢do a agentes fisicos

estressores, incluindo a radiacdo ionizante.
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Segundo Luckey (2006), hormesis € a estimulacdo de qualquer sistema, por doses
baixas de qualquer agente. Ainda de acordo com Luckey (1999), dose baixa é definida como
qualquer dose entre niveis ambientais de radiacdo e o limite que marca a fronteira entre 0s
efeitos biopositivos e os bionegativos. Portanto, dose resposta que separa os efeitos negativos
dos efeitos positivos é a dose limiar, o ponto zero equivalente (ZEP). Qualquer dose abaixo de
ZEP é considerada baixa dose (LUCKEY, 2006).

Desde o final dos anos 1980, foi reconhecido que curvas de dose-resposta, em forma
de U, pode ocorrer como resposta a uma ruptura na homeostase. Isto €, a niveis baixos de
ruptura ou de toxicidade muitos sistemas biologicos exibem uma sobrecompensacdo
(superacdo, rebote) de resposta (CALABRESE; BALDWIN; 2001). A natureza da resposta
sobrecompensatoria resulta de processos biologicos que alocam recursos ligeiramente
superiores garantindo um retorno a homeostase (CALABRESE, 2005).

Mais de 3000 trabalhos cientificos revelam que a irradiagio em dose baixa é
estimulante e/ou benéfica para uma grande variedade de micrébios, plantas, invertebrados e
vertebrados (LUCKEY, 2006).

Conforme Luckey (1999) a maior parte das reacdes fisioldgicas em células vivas séo
estimuladas por doses baixas de radiacdo ionizante. O efeito dessas baixas doses no
metabolismo de microrganismos, induz o aumento da respiracdo, a inducdo enzimatica, a
fotossintese, a reproducdo, o crescimento, a maturacdo e o desenvolvimento, a resisténcia a
doencas e as doses letais de radiacdo e a média do tempo de vida. A Tabela 5. apresenta

alguns conceitos de estimulacdo por baixas doses.
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Tabela 5 — Conceitos de estimulagdo por baixas doses

Ano Disciplina Autor Conceito
1500 aC Medicina Hatshepsut Estimulo de venenos
1000 aC Imunizacao Chou Vacinagdo contra a variola
400 aC Terapia Hippocrates Né&o aplicar dose fatal
1540 Farmécia Paracelsus A dose é tudo
1780 Medicina Withering Potenciais toxicos
1878 Boténica Bernard Estresse constrdi a forca
1897 Boténica Townsend Trauma aumenta o crescimento das plantas
1888 Fermentacéo Schulz A lei de Arndt-Schulz
1906 Bacteriologia Richet Efeito oligodindmico de metais
1908 Psicologia Yerkes A curva-U invertida
1919 Radiagéo Davey Doses Homeostaticas
1922 Medicina Hahnemann Cura por micro doses
1930 Toxicologia Maximov Toxicos aumentam o crescimento vegetal
1930 Terapia Merck indice terapéutico
1936 Radiacao Gager Radiacdo aumenta o crescimento das plantas
1936 Fisiologia Selye Sindrome de adaptacéo geral (GAS)
1943 Entomologia Southam Hormesis
1946 Nutri¢do Moore Antibioticos estimulam o crescimento
1950 Radiagéo Lorenz Efeito de pseudo crescimento
1951 Imunologia Taliaferro Radiacdo aumenta a imunidade
1959 Toxicologia Luckey Hormoligosis
1960 Farmacologia Townsend A curva beta
1961 Bacteriologia Jacob Inducédo enzimatica adaptativa
1988 Metabolismo Heiby O efeito inverso
1990 Neurotoxicidade Davis As fungdes em forma de U
1996 Cultura de Salone Respostas de sobrevivéncia adaptativa (ASR)
células

Fonte: Luckey (1999).

A “Teoria Hormesis” tem sido observada e confirmada em experimentos ao longo dos
anos, contudo sdo poucos 0s pesquisadores que se dedicam ao estudo deste fendmeno,
tornando-o pouco aceito pela comunidade cientifica. Segundo Calabrese e Baldwin (1999),
hormesis tem sido marginalizada devido a fatores como: a sua ligacdo histérica com a
homeopatia, a escassez de mecanismos para explicar o efeito hormético, e falta de esforgo
para combater as visdes criticas contra hormesis.

Segundo Mossman (2001), pessoas que propunham hormesis falharam em definir
claramente o fendmeno ou desenvolver um consenso de como a hormesis deveria ser
quantificada. Contudo, de acordo com Hendee et al. (1998), hormesis ndo pode mais ser

ignorada porque existe evidéncia cientifica consideravel para apoiar a teoria.
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3.8 Extragdo lipidica

Lipidios sdo um grupo diverso de substancias bioldgicas compostas principalmente
por compostos apolares/neutros (trigliceridios, digliceridios, monogliceridios e esterdis) e por
lipidios polares (acidos graxos livres, fosfolipidios, e esfingolipidios) (SMEDES; ASKLAND,
1999; MANIRAKIZA; COVACI; SCHEPENS, 2001).

A extracdo dos lipidios é realizada com a utilizacdo de solventes organicos
(IVERSON; LANG; COOPER, 2001) por meio de um processo de transferéncia, dos quais 0s
constituintes soltveis (o 6leo) de um material inerte (a matriz graxa) sdo transferidos para o
solvente com o qual a matriz estd em contato (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D’ARCE,
2009).

Os solventes para a extracdo dos lipidios devem demonstrar uma elevada solubilidade
para todos os compostos lipidicos (SMEDES; ASKLAND, 1999). Em principio, o solvente ou
mistura de solvente deve ser suficientemente polar para remover os lipidos da sua associacéo
com membranas celulares e componentes dos tecidos, mas também ndo tdo polar que nao
dissolva prontamente todos os triacilglicerideos e outros lipidos ndo polares (IVERSON;
LANG; COOPER, 2001).

Franz Von Soxhlet, em 1879, foi o primeiro a desenvolver um aparelho para a
extracdo de lipidios em matrizes graxas. Sua invencdo ressaltou a importancia do grau de
trituracdo da amostra no que diz respeito a duracéo e eficacia do processo. As vantagens que
esse método apresenta sdo: o continuo contato da amostra com o solvente, temperatura
relativamente alta durante o procedimento de extracdo, metodologia relativamente simples e
auséncia de necessidade de filtragdo da miscela ao final da extracdo (BRUM; ARRUDA,
REGITANO-D’ARCE, 2009).

No entanto, por ser a amostra submetida a extracdo em um aparelho de vidro, com
refluxo de solvente por muitas horas, é aconselhavel que este procedimento seja evitado, pois
favorece as reacOes de peroxidacdo e de hidrolise, comprometendo, assim, resultados
analiticos posteriores, como por exemplo, a quantificacdo de componentes lipidicos ou nédo
lipidicos (BRUM, 2004).

Um metodo universalmente utilizado para a extragdo lipidica e que supera as
dificuldades citadas acima, é a metodologia de Bligh & Dyer (1959), uma versdo simplificada
do procedimento classico proposto por Folch et al. (1957), utilizando cloroférmio e metanol
(BRUM, 2004).
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Folch et al. (1957) foram um dos primeiros pesquisadores a reconhecer que a extracao,
a partir de tecidos de lipidios, deve ser realizada com a utilizacdo de varios solventes
organicos, visto que os lipidios neutros sdo extraidos por solventes apolares e lipidios polares
por solventes polares. Assim sendo, Folch et al. (1957) desenvolveram o chamado método
“Folch”, um sistema de fases utilizando cloroférmio/metanol, seguido pela adi¢do de solugdo
de cloreto de potassio, para uma melhor separacdo das fases (BRUM; ARRUDA,;
REGITANO-D’ARCE, 2009). Este método continua a ser considerado 0 mais classico e mais
confiavel para extracfes quantitativas de lipidios (IVERSON; LANG; COOPER, 2001).

Contudo, em busca de um método mais rapido para a extracdo e purificacdo dos
lipidios totais, Bligh & Dyer (1959) modificaram o método de Folch et al. (1957) (BRUM;
ARRUDA; REGITANO-D’ARCE, 2009).

A metodologia de Bligh & Dyer tornou-se um dos métodos mais recomendados para a
determinacdo de lipidios totais nos tecidos bioldgicos (SMEDES; ASKLAND, 1999),
tornando-se ainda metodologia padrdo para determinacdo de lipidios em estudo com peixes
marinhos, assim como para outros tipos de amostras como, por exemplo, o leite (IVERSON;
LANG; COOPER, 2001).

Esta técnica de extragdo apresenta algumas vantagens em relacdo ao procedimento por
Soxhlet, e em relagdo as demais extragBes com solventes. A metodologia de Bligh & Dyer
permite a extracdo de todas as classes de lipidios, sendo eles neutros ou polares; apresenta
melhor rendimento e qualidade do produto, e a técnica é mais rapida e ndo demanda grandes
volumes de solventes (FELTES, 2006).

Além disso, no procedimento de Bligh & Dyer a integridade dos lipidios extraidos é
preservada, umas vez que o procedimento é realizado a frio, permitindo que os lipidios sejam
utilizados posteriormente para outras finalidades (VIEGAS, 2010).

Tanto o procedimento de Folch et al. quanto o procedimento de Bligh & Dyer sao
aceitos como procedimentos padrfes para a recuperacdo de lipidios totais. Ambos os métodos
baseiam-se na utilizacdo de cloroférmio e metanol para formacgéo de um sistema monofasico
para extrair e dissolver os lipidios. Um sistema bifasico é em seguida produzido, na fase de
purificacdo, por meio da adi¢do de &gua, levando-se a separacdo de compostos polares e ndo
polares em uma fase superior e inferior, respectivamente (AXELSSON; GENTILI, 2014).

Contudo, segundo Brum, Arruda e Regitano-D’Arce (2009), quando houver interesse
em uso posterior das fracdes lipidicas extraidas, recomenda-se 0 uso da metodologia de Bligh

& Dyer, tanto para amostras de origem animal, quanto para as de origem vegetal.
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4 METODOLOGIA

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Radiobiologia e Ambiente do Centro
de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), e na Faculdade de Tecnologia de Piracicaba

“Deputado Roque Trevisan”, Piracicaba — S0 Paulo.

4.1 Microrganismos e condicGes de crescimento

Foi utilizada linhagem de levedura Yarrowia lipolytica doada pelo laboratério de
Ecologia Aplicada (CENA/USP). A levedura foi mantida em meio sélido YEPD (yeast
extract peptone dextrose) composto em g L™ por: extrato de levedura 10; peptona 20; glicose
20; agar 20 (BARNETT; PAYNE; YARROW, 1983). As placas foram armazenadas a 4°C e
renovadas sempre que necessario para preparo do indculo e manutencdo dos cultivos, de

acordo com metodologia descrita por Castanha (2012).

4.1.2 Criopreservacao de células em freezer a -85°C

A criopreservacdo das células (processo em que células ou tecidos bioldgicos sdo
preservados a temperaturas muito baixas, por meio de congelamento) em estoques de glicerol,
foi preparada com a adicdo de glicerol puro estéril ao caldo de cultura (pellet de levedura),
atingindo concentracéo final de glicerol de 30% (v/v). A suspensdo de células foi em seguida
armazenada em freezer -85°C (Sanyo MDF-U33V, Ultra-low Temperature Freezer) e
reativada sempre que necessario (OCHOA-ESTOPIER; GUILLOUET, 2014).

4.1.3 Meio de crescimento do indculo

O meio de crescimento da cultura para o preparo do inoculo foi o meio solido YEPD,
que foi autoclavado a 121°C e 1 atm por 15 minutos. Posteriormente, em camara de fluxo
laminar (DMD Solutions), o meio foi vertido em placas de Petri. Em seguida, a levedura Y.
lipolytica foi inoculada e incubada em BOD (Biochimical oxygen demand — Incubadora) a
temperatura de 28°C (£ 2°C), durante 2 dias (VICTORELLI, 2008).
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4.2 Irradiacdo da levedura

Apds 2 dias de incubacdo as leveduras foram irradiadas em uma fonte de Cobalto-60,
tipo Gammacell-220 Excel, marca MDS Nordion, sob taxa de dose ao redor de 0,23
kGy/hora, nas doses de: 0 (controle); 0,3; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; e 2,5kGy, conforme mostra as
Figuras 2 e 3.

Figuras 2 e 3 - Irradiador fonte de Cobalto-60 Gammacell-220 Excel usado na irradiagéo da levedura
Y. lipolytica.

Ao final da irradiacdo, duas algadas de leveduras, que estavam na placa, foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio liquido YEPD (10 gL™ extrato de levedura;
20 gL peptona; 20 gL™ glicose). As leveduras foram crescidas por 24 horas, e ent&o contadas
em camara de Neubauer para a determinagdo da viabilidade celular e escolha das doses de
irradiagdo que ndo comprometeram a viabilidade da levedura e, por consequéncia, foram
utilizadas para o cultivo em meio produtor de lipidios. A Figura 4 apresenta a observacéao
microscopica da levedura Y. lipolytica, em camera de Neubauer (sem o tratamento de
irradiacao).
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Figura 4 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (aumento de 400 X)

4.2.1 Viabilidade Celular

A determinacéo da viabilidade celular foi realizada conforme metodologia de Pierce
(1970) e Antonini (2004). A porcentagem de células vivas foi determinada por meio de exame
a fresco da suspensédo de leveduras, coradas com azul de metileno, em camara de Neubauer
espelhada (Figura 5).

Figura 5 - Camara de Neubauer
Fonte: Roepcke 2007.



49

Apo6s diluicBes convenientes das amostras em tubos de ensaio, foram transferidos
100 pL da suspensdo para tubo Eppendorf e adicionado 100 pL da solugdo de azul de
metileno. A mistura foi homogeneizada em agitador de tubos, e um pequeno volume
transferido para a cdmara de Neubauer. A contagem foi procedida em microscopio éptico em
objetiva de 40 vezes (aumento de 400 X).

Por este método, as células de leveduras viaveis permaneceram descoradas, enquanto
as células mortas foram coradas de azul.

Os resultados para a viabilidade celular (expressos em porcentagem) e para 0 namero

total de células por/mL foram expressos pelas equacgdes (1) e (2):

Viabilidade Celular = n° de células vivas X 100

n° total de células (1)

N° de células/mL = n°total de células X fator de dilui¢cdo X 10.000

n° de quadrantes contados 2

4.3 Preparo do meio de cultivo para a producéo de lipidios

Para o preparo do meio produtor de lipidios foram utilizados vinhaga concentrada
(40°Brix) e xarope de cana concentrado (70°Brix) doados pela Fazendo Aredo — ESALQ.

A vinhaga foi diluida a 1,77°Brix, (para que os valores ficassem préximos aos da
vinhaca bruta), e o0 xarope de cana-de-agUcar diluido a 10°Brix e misturados na proporcao de
30:30 (v/v) (CAZETTA; CELLIGOI, 2005). O pH foi ajustado para 6,5. Em frascos
Erlenmeyers com capacidade de 125 mL, foram colocados 60 mL de meio, que foi
esterilizado em autoclave por 15 minutos a 121°C, em latm. Posteriormente, 0 meio foi
inoculado com as leveduras irradiadas selecionadas e incubado em mesa agitadora (Cientec,
CT-712), durante um periodo de 7, 14 e 21 dias, sob a temperatura 28°C (x 2°C), conforme a

Figura 6. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 6 - Cultivo de Y. lipolytica em frascos agitados

4.4 Determinacdo da curva de crescimento e da curva de sobrevivéncia por Densidade
Optica (DO)

O crescimento da levedura Y. lipolytica (controle e irradiada) foi monitorado por meio
da medigcdo da densidade oOptica 605nm (DOgps) em espectrofotdmetro (Thermo, Genesys

10 UV, conforme Figuras 7 e 8), utilizando cubetas de 1 mL.

~
@

IO X

D)
X

o
8)
¥
&,

Figuras 7 e 8 - Espectofotometro Thermo Genesys 10 UV utilizado nas analises de curva de
crescimento e curva de sobrevivéncia
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As medigdes aconteceram durante 497 horas (aproximadamente 21 dias) sendo que,
durante as primeiras 15 horas, as leituras aconteceram de 3 em 3 horas (para a determinagéo
da curva de crescimento). Apos 15 horas, as leituras foram realizadas de 24 em 24 horas, até
completar os aproximados 21 dias (para obtencao da curva de sobrevivéncia).

Para a medicdo da densidade dptica, os meios de cultivo, contendo a levedura, foram
diluidos em condi¢bes adequadas, resultando em valores iniciais de ODggs em torno de 0,3
(RASCHKE; KNORR, 2009).

4.5 Determinacéo do peso seco

ApoGs os periodos de incubacéo de 7, 14 e 21 dias, o conteudo do frasco, composto
pelo meio produtor de lipidios, foi centrifugado (centrifuga Sppencer, modelo 80-2B) para a
precipitacdo da biomassa. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet da levedura)
foi separado para a adi¢do de Skim Milk 10% conforme metodologia de Day e Stacey (2007).
As células separadas e j& na presenca de Skim Milk foram colocadas em frascos de vidro
(previamente pesados) e levadas ao congelador -85°C (marca Sanyo, MDF-U33V) por no
minimo quatro horas e entdo avaliadas por gravimetria apés liofilizacdo (VICTORELLI,
2008).

4.5.1 Liofilizacdo

A liofilizacdo ocorreu em liofilizador (Christ, Alpha 2-4 LD plus) conforme Day e
Stacey (2007). A amostra congelada foi levada sem tampa para o liofilizador, cuja técnica
consiste em sublimar o gelo, passando do estado sélido para 0 gasoso.

Apbs a liofilizacdo, o peso seco foi determinado em g de peso seco/L de fermentado

segundo a metodologia descrita por Roepcke (2007), expressa ha equacéo (3):

Peso Seco (g/L) = (Peso tubo com a biomassa (g) — Peso tubo vazio (g)) x 1.000/
Volume de fermentado utilizado (mL)

@)
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4.6 Extracdo de lipidios totais pelo método de Bligh & Dyer

A extracdo dos lipidios foi submetida pelo método de Bligh e Dyer (1959) adaptado
por Smedes e Thomasen (1996).

A biomassa - média de 0,6 a 0,9 gramas — (Figura 9) foi misturada com 5 mL de
cloroférmio e 10 mL de metanol e homogeneizada por 2 minutos. Em seguida, foram
adicionados mais 5 mL de cloroférmio e a amostra homogeneizada por mais 1 minuto. Apds,

adicionou-se mais 5 mL de cloroférmio e agitou-se por mais 1 minuto.

Figura 9 - Biomassa seca da levedura utilizada para a extragdo dos lipidios

Posteriormente, a amostra foi filtrada em funil pequeno com papel de filtro (Figura 10)

para a separacdo dos sélidos presentes na amostra, o residuo lavado com mais 5 mL de

cloroférmio, e em seguida, foi adicionado 5 mL de KCI 1%.

o~ = = - T . = . 4 S g S S = —

Figura 10 - Extracdo lipidica: amostra filtrada para a separacao dos sélidos presentes
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Apos a adicdo de KCI, o filtrado foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos para a
separagdo das fases (Figuras 11 e 12). A camada aquosa superior contendo metanol, 4gua e
compostos néo lipidicos foi separada e descartada. A camada cloroférmica inferior, contendo
os lipidios, foi filtrada em papel filtro contendo 1g de sulfato de sddio anidro e recolhida em

frascos a@mbar previamente pesados, ¢ levada a capela “overnight” para a evaporagdo do

cloroférmio.

Figuras 11 e 12 - Amostras ap6s centrifugacao a 3000 rpm por 5 minutos para separacdo das fases

Apb6s a evaporacdo do cloroformio, os lipidios foram pesados e calculados os

rendimentos.
4.6.1 Determinacéo do conteudo lipidico
O rendimento da extracéo lipidica foi calculado em termos de lipidios totais (%), eq.

(4), segundo Castanha (2012) e em termos de rendimento lipidico (g L™), eq. (5), segundo
Sitepu et al. (2014):

Porcentagem de lipidios totais = peso dos lipidios (g) X 100

peso da amostra (g) 4)

Rendimento lipidico (g/L) = (Peso tubo com o lipidio (g) — Peso tubo vazio (g)) x 1.000/
Volume de fermentado utilizado (mL) (5)
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4.7 Delineamento experimental e andlise estatistica

Para as analises de viabilidade celular e nimero de células mL™ o delineamento
estatistico foi o inteiramente casualizado com 7 tratamentos e 3 repeticdes por tratamento.
Os dados obtidos foram submetidos a anélises de variancia com aplicacdo do teste F, e
quando o valor de F foi significativo ao nivel de 5%, a analise estatistica teve continuidade
atraves do teste Tukey para comparacdo de médias utilizando-se o sistema estatistico
ASSISTAT versédo 7.7 beta (SILVA, 2015).

Para as analises de determinacdo de curva de crescimento e curva de sobrevivéncia foi
utilizado o delineamento estatistico inteiramente casualizado, com compara¢des multiplas. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA One way) e ao teste de Brown-
Forsythe (p<0,05) para comparacdo de médias, utilizando-se o programa estatistico GraphPad
Prism versdo 6 (MOTULSKY, 1998).

Para as analises de producdo de lipidios e biomassa o delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, no fatorial 3 x 4, com 3 periodos de incubacdo, 4 doses de radiacdo
gama e 3 repetices. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao
teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo de médias utilizando-se o sistema estatistico
ASSISTAT verséo 7.7 beta (SILVA, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Viabilidade Celular e NGmero de células mL™

Segundo Vieira e Fernandes (2012), a viabilidade celular é um método utilizado para
estimar a proporcéo de células viaveis em uma cultura ou em um processo fermentativo. E um
método de contagem direta simples e rapido, e que permite a observacdo morfologica das
células. De acordo com Pierce (1970), as células com alta atividade fisioldgica ndo se colorem
de azul, enquanto que as células mortas (consideradas inativas) se colorem de azul.

A seguir, sdo apresentados na Tabela 6, os valores referentes a viabilidade celular e ao
nimero de células mL™ para a amostra controle e para as amostras submetidas & radiac&o

gama, e em seguida, as Figuras 13 e 14 ilustram os dados disponiveis na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios de viabilidade celular (%) e nimero de células mL™ para a
levedura Y. lipolytica durante os tratamentos

Amostras Viabilidade (%) N° de células mL™
Testemunha 98,66 £ 0,133 10,5x10% + 3,28 x10°
0,3 kGy 96,95% + 0,930 9,6 x10%® + 1,58 x10°
0,5 kGy 96,80%° + 0,346 6,6 x10%%°° + 2,15 x10°
0,75 kGy 95,89% + 0,790 5,4 x10%%°° + 1,55 x10°
1,0 kGy 95,09°+ 0,130 4,9 x10°° + 2,14 x10°
1,25 kGy 86,03 + 2,627 4,7x10%° + 0,41 x10°
2,5 kGy 66,91° + 0,67 3,5 x10% + 1,63 x10°

*A médias seguidas por mesma letra, em colunas, ndo diferem significativamente segundo o teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

**Valores de média + desvio padrao de triplicadas.
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Figura 13 - Relacdo viabilidade celular (%) versus doses de radiacdo gama (kGy) para a levedura Y.

lipolytica
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Figura 14 - Relacio do nimero de células mL™ versus doses de radiacio gama (kGy) para a levedura

Y. lipolytica
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De acordo com os resultados observados na Tabela 6, as amostras tratadas com as
doses de 0,3; 0,5 e 0,75 kGy néo diferiram estatisticamente da amostra controle no que diz
respeito a viabilidade celular e ao nimero de células mL™. A porcentagem de células vivas,
entre essas amostras, variou entre 98,6% a 95,8%, e 0 nimero de células/mL entre 10,5x10° a
5,4x10°, respectivamente.

Segundo Urbain (1986), a radiacdo apresenta dose letal para as leveduras entre 4,65 a
20 kGy. Ainda, segundo o mesmo autor, doses letais para leveduras do género Candida,
variam entre 5,50 a 10,30 kGy.

Levando-se em conta que por muito tempo a levedura Y. lipolytica foi classificada
como Candida, e estimando que a dose letal para essa estirpe seja em torno de 5,50 kGy,
conseguimos explicar o aumento da mortalidade da levedura Y. lipolytica e a diminuicdo do
numero de células/mL quando submetidas a doses mais elevadas de radiacdo gama, como por
exemplo nas doses de 1,0; 1,25 e 2,5 kGy.

Segundo Aquino (2003), quando uma populacdo de microrganismos € submetida a
baixas doses de radiacdo, apenas algumas células morrem ou sdo danificadas. Conforme as
doses sdo aumentadas a diminuicdo dos microrganismos ocorre exponencialmente. Assim
sendo, se uma dada dose eliminar 1 log de microrganismos, 2 log serdo eliminados se
dobrarmos a dose de radiacdo (ABREU, 2006).

Observando as Figuras 13 e 14 podemos perceber a diminui¢cdo exponencial da
viabilidade celular e do nimero de células/mL, conforme o aumento da radiacdo gama nas
leveduras. Enquanto a amostra controle apresentou, aproximadamente, 100% de viabilidade e
10,5x10° células por m/L, as amostras subsequentes foram diminuindo gradativamente até
66,91% de viabilidade celular e 3,5 x10° células por m/L, quando submetidas a dose de 2,5
kGy.

Deste modo, levando-se em conta que as doses 0,3; 0,5, e 0,75 kGy néo
comprometeram a viabilidade das células das leveduras, foram avaliadas na segunda parte do
trabalho, em meio produtor de biomassa e lipidios.

A seguir, as Figuras 15 a 28, representam a visualizacdo da viabilidade celular da

levedura Y. lipolytica, em microscopio éptico em objetiva de 40 vezes (aumento de 400 X).
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Figuras 15 e 16 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (controle) visualizada em microscopio
biolégico trinocular (NOVA 180 iPL)

Figuras 17 e 18 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (0,3 kGy) visualizada em microscopio
Olympus BX41TF

Figuras 19 e 20 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (0,5 kGy) visualizada em microscopio
Olympus BX41TF
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-Figuras 21 e 22 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (0,75 kGy) visualizada em microscépio
bioldgico trinocular (NOVA 180 iPL)
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Figuras 23 e 24 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (1,0 kGy) visualizada em microscopio
bioldgico trinocular (NOVA 180 iPL)
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Figuras 25 e 26 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (1,25 kGy) visualizada em microscopio
bioldgico trinocular (NOVA 180 iPL)
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27 e 28 - Microscopia da levedura Y. lipolytica (2,5 kGy) visualizada em microscopio
o trinocular (NOVA 180 iPL)

5.2 Determinacdo da curva de crescimento exponencial e da curva de sobrevivéncia por

Densidade Optica

Quando um microrganismo é inoculado em um meio com as necessidades nutricionais

apropriadas, 0 seu crescimento segue uma curva definida e caracteristica, tais como
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012):

A-

4 fases.

Fase lag: Durante essa fase ocorre pouca divisdo celular. Os microrganismos ainda
estdo se adaptando ao meio;

Fase exponencial (log): Fase de sucessivas divisdes celulares, grande atividade
metabolica;

Fase estacionéria: A divisdo celular comeca a diminuir, e a velocidade de crescimento
é igual a velocidade de morte;

Fase de morte: Meio pobre em nutrientes. Células mortas excedem o nimero de

células vivas.

A Figura 29 exemplifica uma curva de crescimento microbiano composta pelas
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Figura 29 - Curva de crescimento microbiano
Fonte: Tortora, Funke e Case (2012)
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Os resultados para a curva de crescimento e a curva de sobrevivéncia da levedura Y.
lipolytica séo exibidos nas Figuras 30 e 31, em forma de curva.

Observa-se que o crescimento da levedura Y. lipolytica (Figura 30) nao foi afetado
pela exposicdo a radiacdo, e os grupos tratados ndo diferiram entre si e em relacdo ao controle
(p > 0,05).

A amostra controle manteve-se com maior crescimento durante as 15 horas de
incubacdo, seguida pelas amostras 0,3; 0,5 e 0,75 kGy. Esses resultados, expressos em

absorbancia, estdo expostos na Figura 30.

Curva de Crescimento
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Figura 30 - Curva de crescimento da levedura Y. lipolytica de acordo com os tratamentos medidos em
termos de densidade Optica
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Assim como os resultados para curva de crescimento, também ndo houve diferenga
estatistica significativa para as curvas de sobrevivéncia, quando estas foram submetidas a
analise de variancia (Anova “one way”) e teste Brown-Forsythe, no programa GraphPad
Prism.

Observa-se, com base na Figura 31, que apds 15 horas de leitura a amostra controle
passa a crescer menos em relagédo a amostra 0,3 kGy. A amostra 0,75 kGy manteve-se durante
maior tempo na fase estacionaria, e por consequéncia, permaneceu com valores maiores de
absorbancia durante a fase de declinio (fase de morte). A amostra controle foi a amostra que
obteve 0s menores valores de absorbancia durante a fase de declinio, e consequentemente,
uma maior diminuicdo das células vivas. O maior crescimento ocorreu para as amostras
irradiadas a 0,3 kGy, durante toda a fase estacionaria.

O resultado para curva de sobrevivéncia esta exposto na Figura 31.

Curva de Sobrevivéncia
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Figura 31 - Curva de sobrevivéncia da levedura Y. lipolytica de acordo com os tratamentos (n =3)

Segundo Luckey (1982) radio-hormesis € o estimulo positivo de um organismo
quando submetido & baixas doses de radiacao ionizante.

Com base nos resultados expostos, podemos observar que ndo foram detectados
possiveis efeitos horméticos durante os estagios de crescimento da levedura Y. lipolytica.
Alguns autores, no entanto, conseguiram comprovar esse efeito, ao submeter leveduras a um

agente estressante.
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Conforme descrito por Menegassi (1986), Atkinson (1898)°, foi o primeiro
pesquisador a observar os efeitos positivos de baixas doses de radiagdo, em algas. As algas
que receberam doses de radiacdo tiveram o crescimento acelerado, comparadas as
testemunhas que nao foram irradiadas.

Schulz (1888)® observou o efeito hormético ao estimular o crescimento de levedura
com aplicacdo de baixas doses de toxinas (CALABRESE, 2015).

Southam e Erlich (1943)’, também observaram o crescimento de leveduras, quando
submetidas a baixas doses de um composto de casca de carvalho (CALABRESE, 2014).

Com base nos trabalhos dos autores acima citados, estudos posteriores devem ser
realizados, a fim de se determinar doses de radiacdo gama capazes de causar estimulos ao

crescimento de leveduras, quando administradas em baixas doses.

5.3 Producéo de biomassa seca e lipidios:

A producdo de biomassa e lipidios por leveduras é objeto de estudo e interesse de
muitos pesquisadores nos dltimos anos. Contudo, em 1878, Naegeli e Loew® j4 relatavam a
capacidade das leveduras em acumular lipidios, conforme descrito por Smedley-Maclean
(1922).

No presente estudo, a Tabela 7. apresenta os valores médios obtidos para a producdo
de biomassa seca e para a producdo de lipidios, ambos em funcdo dos dias de incubacao e das

doses de radiacéo.

*> ATKINSON, G. F. Report upon some preliminary experiments with the Roentgen rays on plants. Science,
Washington, DC, v. 7, n. 158, p. 7-13, 1898.

® SCHULZ, H. Uber Hefegifte. Pfliiger's Archiv fir die gesamte Physiologie des Menschen und der Tiere,
Heidelberg, v. 42, n. 1, p. 517-541, 1888.

7 SOUTHAM, C. M.; ERLICH, J. Effects of extracts of western red-cedar heartwood on certain wood-decaying
fungi in culture. Phytopathology, Lancaster, v. 33, p. 517-524, 1943.

® NAEGELL, C.; LOEW, O. Uber die chemische Zusammensetzung der Hefe. Journal filer Praktische Chemie,
Leipzig, v. 17, 403-428, 1878.



64

Tabela 7 - Valores médios da producdo de biomassa seca e lipidios em funcdo dos dias de

incubacéo e das doses de radiacéo

Fatores

Dias de incubacdo (DI) Biomassa seca (g/L)  Lipidios (g/L) Lipidios (%)
7 11,84" 0,62° 5,27°
14 13,46° 1,11° 8,34"
21 11,98° 2,50° 20,62°
DMS (5%) 1,08680 0,30297 1,67136
Doses (D)

Testemunha 12,03% 1,07° 8,74
0,3 kGy 12,82 1,31° 10,34°
0,5 kGy 12,39 1,96° 16,18
0,75 kGy 12,45 1,30° 10,38°
DMS (5%) 1,38646 0,38651 2,13221

Estatistica (Teste F)

Dias de incubacdo (DI)  8,4874" 128,6400 294,3637
Doses (D) 0,8166"™ 14,8492 35,6979
Interacéo (DI) x (D) 0,9902" 24,6886" 52,7045
CV% 8,58 21,08 14,37

N® _ N#o significativo. ~ - Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. - Médias seguidas de letras distintas na
coluna diferem segundo teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV- coeficiente de variagdo. DMS — diferenca
minima significativa.

5.3.1 Biomassa Seca
N&o ocorreu diferenca estatistica significativa entre a interacdo dos dias de incubacéo

(DI) versus as doses de radiacdo (D), como exemplificado na Tabela 8, por isso os fatores

foram analisados separadamente.
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Tabela 8 - Valores médios da interagdo entre dias de incubacdo (DI) versus doses de radiagdo

(D) para a producdo de biomassa seca (g/L)

Dias de incubacéo X Dose (DI X D)

Doses
Dias
Controle 0,3 kGy 0,5 kGy 0,75 kGy
7 11,63+£1,88* 11,44+0,42 12,27+£1,54 11,99+1,014
14 13,40+1,42 14,44+0,09 13,05+1,11 12,94+0,59
21 11,08+0,57 12,56+0,41 11,86+1,08 12,43+1,15

*Média * desvio padrédo
Para a interacdo entre dias de incubago versus doses de radiacdo para a produgdo de biomassa seca, o F de
interacdo ndo foi significativo.

De acordo com a Tabela 7, observou-se que ndo houve diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre o fator “doses de radiagdo”, ou seja, as doses de radiagdo
avaliadas ndo interferiram na producdo de biomassa seca.

Entretanto, observou-se que o fator “dias de incubagdo” diferiu estatisticamente na
producdo da biomassa seca, a 95% de confianca, sendo a maior producédo durante o 14° dia de
incubacdo (13,46 g/L). O 7° e o 21° dia ndo diferiram entre si (11,84 e 11,98 g/L,
respectivamente).

Os resultados de biomassa seca encontrados nesse trabalho foram superiores aos
encontrados por alguns autores. Papanikolaou e Aggelis (2002) alcangcaram a producéo de 8,1
g/L de biomassa de uma linhagem de levedura Y. lipolytica, quando cultivada em meio
contendo glicerol bruto, durante 160 horas (aproximadamente 7 dias).

Castanha (2012) avaliou a producéo de biomassa por Y. lipolytica, crescida em soro de
queijo por 10 dias, e obteve producéo de 3,76 g/L de biomassa seca.

Valores maiores de biomassa seca foram encontrados por Machado Janior (2010),
17,7 g/L, quando inoculou a levedura Y. lipolytica em temperatura de 25°C.

5.3.2 Lipidios (g/L)
Em relacdo aos desdobramentos da interacdo entre os dias de incubacdo versus as

doses de radiacdo, a significancia se fez presente para as amostras de lipidios totais (em g/L) e

para as amostras de lipidios totais (em %).
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Na Tabela 9 encontra-se o desdobramento da interagdo (DI) x (D) para a os valores de
producdo de lipidios totais (em g/L).

Tabela 9 - Valores médios da interacdo entre dias de incubacéo (DI) versus doses de radiacdo

(D) para a producéo de lipidios totais em (g/L)

Dias de incubacéo X Dose (DI X D)

Doses
Dias
Controle 0,3 kGy 0,5 kGy 0,75 kGy
7 0,5650 + 0,065°4"  0,6413 +0,101"* 0,6543 + 0,049 0,6200 + 0,082"*
14 1,6907 + 0,235 0,7523 + 0,165 1,0547 + 0,109 0,9543 + 0,085
21 0,9639 + 0,119 25433 + 0,180 4,1687 + 0,778 2,3150 + 0,533%

"Média + desvio padrio.

“Letras mindsculas iguais na coluna e maitsculas iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 9, observou-se que as doses de radiacdo e a amostra controle,
ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05) durante o periodo de 7 dias de incubac&o.

Durante 14 dias de incubacdo as amostras, controle e 0,5 kGy, ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa e foram as maiores produtoras de lipidios (1,69 e 1,054 g/L,
respectivamente). As demais amostras ndo diferiram estatisticamente entre si e entre a
amostra 0,5 kGy, mas diferiram em relagdo a amostra controle.

No 21° dia as amostras controle e 0,5 kGy diferiram estatisticamente entre si e entre as
demais amostras, apresentando a primeira, 0 menor valor de lipidio produzido (0,96 g/L), e a
Gltima, a maior producdo lipidica (4,17 g/L).

O maior periodo de producdo de lipidios pela amostra controle ocorreu durante 14 dias
de incubacdo, com producado de 1,69 g/L, apresentando diferenca estatistica significativa entre
as demais amostras, a 95% de confianga.

Para as amostras, 0,3; 0,5; e 0,75 kGy, a maior producdo lipidica ocorreu durante
21 dias de incubacdo, com producbes de 2,5; 4,17 e 2,3 g/L, respectivamente, sendo este
periodo de incubacéo diferente estatisticamente dos demais periodos (7 e 14 dias), a 95% de

confianga.
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Os resultados de lipidios obtidos nesse trabalho mostraram que os fatores dose de
radiacdo (melhor dose: 0,5 kGy) e periodo de incubagdo (melhor periodo: 21 dias),
trabalhados de maneira conjunta, podem influenciar no rendimento lipidico (4,17 g/L). Esse
resultado se mostrou superior ao encontrado por Castanha (2012), que obteve 0,09 g/L de
lipidios totais quando inoculou a levedura Y. lipolytica em soro de queijo.

Xue et al. (2006), também alcancaram resultados inferiores aos encontrados na
presente analise, ao avaliar a producdo de lipidio por Rhodotorula glutinis utilizando
Glutamato de Sodio como fonte de carbono, no meio de cultivo. O rendimento obtido foi de
0,2 g/L.

Papanikolaou e Aggelis (2002) em meio utilizando glicerol industrial como fonte para
o crescimento de Y. lipolytica, obtiveram rendimentos de até 3,5 g/L, mostrando-se proximo
ao obtido no presente estudo.

Papanikolaou et al. (2002) avaliaram o crescimento da levedura Y. lipolytica em meio
contendo estearina e glicerol, obtendo resultado de 2,8 g/L de lipidios, abaixo do obtido na
presente analise.

Poli et al. (2014) avaliaram a producdo de lipidios por Y. lipolytica QU21 em dois
meios diferentes, o primeiro utilizando glicose como Unica fonte de carbono, e o segundo
utilizando glicerol. Para o meio utilizando glicose a producao de lipidios foi 0,75 g/L, e para 0
meio de glicerol foi de 0,77 g/L, valores também abaixo dos obtidos no presente trabalho.

Observando os resultados de sintese lipidica e relacionando a sua producdo, também
com o meio de cultivo utilizado, percebemos que o reaproveitamento dos residuos
agroindustriais (xarope de cana e vinhaga) obtiveram valores superiores aos encontrados pelos
autores a cima citados, e portanto se mostraram mais eficientes como fonte de nutrientes.

Segundo Tai e Stephanopoulos (2013), a producdo de lipidio atinge os niveis mais
altos durante a fase estacionaria tardia, visto que as células ja consumiram todos os nutrientes
disponiveis, mas ainda existe excesso de carbono no meio. Quando ocorre a privagdo desses
nutrientes, os esqueletos de carbono presentes no meio sdo desviados para outros
metabolismos, no caso o metabolismo fermentativo, gerando produtos intermediarios, como
por exemplo, a sintese de &cidos graxos. Isso justifica a maior producdo de lipidios totais
(g/L), no presente estudo, ter ocorrido durante 21 dias de incubacéo.

Segundo Andrette (2007) os nutrientes disponiveis exercem ampla influéncia no ciclo
de vida das leveduras. Dependendo das condi¢Ges ambientais, as células podem ativar funcGes
bioldgicas especificas que permitem as leveduras sobreviverem em situagcdes desfavoraveis;

ou retomarem o crescimento quando houver nutrientes disponiveis.
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Na Tabela 10, é apresentado o desdobramento da interacdo (DI) x (D) para os valores
de producéo de lipidios totais (em %).

Tabela 10 - Valores médios da interacdo entre dias de incubacdo (DI) versus doses (D) de

radiacdo para a producdo de lipidios totais em (%)

Dias de incubacéo X Dose (DI X D)

Doses
Dias
Controle 0,3 kGy 0,5 kGy 0,75 kGy
7 4,88 + 0,27 A" 5,59 +0,71°A 543 +1,16" 5,19 + 0,74
14 12,61 + 0,71 521 +1,18°8 8,15+ 1,4" 7,38 +0,718
21 8,75+ 1,5 20,22 +0,78% 34,94 + 3 423 18,57 + 3,28%

“Média * desvio padrao.

“Letras mindsculas iguais na coluna e maitsculas iguais na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 10, observou-se que durante 7 dias de incubagao, as amostras
ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05) na porcentagem de lipidios totais,
apresentando valores entre 4,88% a 5,59%.

Durante 14 dias de incubacdo o maior percentual de lipidios produzido foi 12,61% na
amostra controle, diferindo estatisticamente das demais amostras.

No 21° dia o maior percentual de lipidio produzido foi 34,94% pela amostra irradiada
a 0,5 kGy. Essa amostra diferiu estatisticamente das demais a 95% de significancia pelo teste
de Tukey.

O maior percentual lipidico produzido pela amostra controle ocorreu durante 14 dias
de incubacdo, 12,61%, diferindo estatisticamente do 7° e do 21° dia.

Para as demais amostras, 0,3; 0,5; e 0,75 kGy, o maior percentual de lipidio produzido
ocorreu durante 21 dias de incubacgéo, 20,22%; 34,94% e 18,57%, respectivamente, sendo este
periodo diferente estatisticamente dos demais periodos (7 e 14 dias), a 95% de confianca.

Segundo Ratledge (1996), as leveduras e os fungos séo 0s principais microrganismos
utilizados na sintese lipidica, e sdo considerados favoraveis aos interesses comerciais quando
produzem de 20-25% de lipidios em relacdo a sua biomassa seca. Contudo, segundo 0 mesmo

autor, algumas linhagens podem produzir até 40% de sua biomassa em lipidios.
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Assim sendo, podemos considerar a levedura Y. lipolytica, utilizada nesse trabalho,
como uma levedura oleaginosa, sendo que, o 21° dia se apresentou como o melhor periodo de
incubacdo, e a amostra irradiada a 0,5 kGy melhor dose para a sintese lipidica. A juncéo
desses dois fatores resultou em 34,94% de lipidios produzidos.

A levedura Y. lipolytica é objeto de estudo de diversos autores, entre eles Beopoulos
(2009), e é conhecida por eles como uma levedura oleaginosa. Segundo Poli et al. (2013),
Rhodotorula glutinis, Rhodospiridium, Lipomyces starkeyi e Cryptococcus curvatus Sao
outros exemplos de leveduras oleaginosas.

Alguns autores testaram 600 espécies de leveduras oleaginosas, e apenas 30 delas
foram capazes de acumular mais de 25% de lipidios em relagdo ao seu peso seco. Dentre essas
30, 0 género Yarrowia estava presente (TAPIA, 2012).

Blazeck et al. (2014), desenvolveram uma plataforma capaz de reprogramar células de
levedura para permitir que até 90% de sua biomassa seja convertida em lipidios. O trabalho
foi iniciado utilizando-se uma cepa da levedura Y. lipolytica, que foi modificada
geneticamente (tanto para remocao quanto para superexpressdo de genes especificos); além
disso, foram estudadas as condi¢fes 6timas de cultivo para a levedura. Diferente do método
tradicional, que a levedura acumula 6leo quando ocorre a privacdo de nitrogénio, na pesquisa
desenvolvida as leveduras ndo precisam privar-se do nitrogénio para acumular 6leo, e nem
requerem ficar um periodo sem alimento. Isso é extremamente vantajoso, visto que em
processos industriais, a producdo ndo para. A equipe aumentou a producdo de lipidio em
quase 60 vezes em relacdo ao ponto de partida.

Segundo o mesmo autor, a utilizacdo de células de leveduras para a producdo de
biodiesel é vantajosa, visto que as leveduras podem ser facilmente cultivadas, ndo competem
por recursos naturais como a terra (que sdo utilizadas para o cultivo de alimentos) e séo faceis
de serem manipuladas e alteradas geneticamente.

De acordo com Castanha (2012), as leveduras acumulam quantidades significativas de
lipidios durante a fase estacionaria de crescimento. Em seu trabalho, os maiores rendimentos
obtidos foram apds longo tempo de fermentacdo, por mais de 300 horas, o que justifica o
maior percentual lipidico, do presente trabalho, ter ocorrido apds 336 horas (14 dias).

Como citado anteriormente na reviséo de literatura, hormesis € um fenémeno de dose-
resposta, em que doses baixas de uma atividade estressante estimulam respostas adaptativas
que aumentam a funcdo e a resisténcia do organismo celular (CUTTLER; POLLYCOVE,
2009).
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A radiagdo é um exemplo de agente estressante que vem sendo objeto de estudo de
alguns autores nos ultimos anos. Ao submeter um organismo vivo a doses de radiacdo
ionizante, efeitos benéficos séo estimulados, causando algum beneficio aos mesmos.

Segundo Calabrese (2005) uma resposta sobrecompensatoria pode ocorrer com a
ruptura da homeostase (superacdo, efeito rebote), resultando em estimulos ao metabolismo
dos microrganismos (LUCKEY, 1999).

Assim sendo, podemos concluir que o aumento na producdo de lipidios, ocorrido
durante 21 dias pela amostra irradiada a 0,5 kGy é resultado de um processo adaptativo,

causado por uma atividade estressante (radiacdo), resultando em uma maior sintese lipidica.
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6 CONCLUSOES

- Néo foi identificado efeito hormético durante as andlises de crescimento e
sobrevivéncia da levedura, para as doses avaliadas;

- As doses néo interferiram na producdo de biomassa seca pela levedura;

- O periodo de incubacédo interferiu na producdo de biomassa, sendo o 14° dia, 0
melhor periodo;

- A sintese lipidica foi afetada tanto pelo periodo de incubacéo, quanto pelo uso da
radiacdo. O periodo ideal para incubacdo foi durante 21 dias e com amostras irradiadas a
0,5 kGy. Estimulacdes ocorreram ao submeter a levedura a esse tratamento. Assim, conclui-

se, que apenas durante a producao de lipidios foi possivel avaliar o efeito hormético.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Pesquisas futuras, que objetivem avaliar as proporc¢des ideais de cada subproduto no
meio de cultura, e a utilizacdo de outras doses de radiacdo, podem obter melhores resultados

no crescimento, na sintese lipidica e na producéo de biomassa.
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