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RESUMO

dos SANTOS, F. N.; Msc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro; Fevereiro de 2022; PRODUCAO DE LIPIDIOS POR Yarrowia lipolytica
EM BIORREATOR ASSISTIDO POR CAMPO MAGNETICO; Orientador: Prof.
D.Sc. Victor Haber Perez.

Yarrowia lipolytica é uma levedura que possui multiplas aplicacdes industriais e
biotecnoldgicas, pois através dela é possivel obter diferentes produtos, tais como
acidos organicos, lipases, proteases, lipidios, entre outros. Os lipidios microbianos
tém sido considerados uma matéria-prima alternativa para a geracao de biodiesel
e, com isso, despertou-se o interesse em realizar estudos para maximizar a
producdo deste metabdlito. Dado que a aplicacdo de campo magnético pode
estimular a producédo de metabdlitos de interesse industrial em microrganismos, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a producéo de lipidios por Y. lipolytica sob
campo magnético de baixa frequéncia e intensidade. Para isto, foram monitorados
a formacgéo do produto, a cinética de crescimento celular, consumo de substrato,
assim como, o pH do meio de cultura durante o cultivo da levedura Y. lipolytica
sob a exposi¢cdo de campo magnético com diferentes configuracdes. As culturas
microbianas foram conduzidas em biorreator assistido por campo magnético com
intensidades de 3, 6 e 9 kA/m e em diferentes configuracbes de exposicdo ao
campo: a) biorreator exposto ao campo; b) biorreator com reciclo externo em
formato de U exposto ao campo; c) biorreator com reciclo externo em formato de

espiral exposto ao campo. Foram monitoradas duas variaveis respostas: a

iv



cinética de crescimento e a producao de lipidios. Aléem disso, foi determinada a
composicdo de acidos graxos do lipidio microbiano extraido. De acordo com 0s
resultados experimentais foi possivel verificar que a introducdo do reciclo ao
sistema de cultivo em biorreator impds uma restricdo na performance de
crescimento da levedura, entretanto, causou um aumento de 36,4 % na producédo
de lipidios em relacdo a cultura em biorreator sem reciclo. Além disso, o campo
magnético de 3 e 9 kA/m exposto as culturas em biorreator causou um efeito
negativo no crescimento celular em relagcdo ao controle. Similarmente aconteceu
na cultura em biorreator com reciclo em espiral exposto ao campo de 6 kA/m.
Apesar disso, a cultura em biorreator exposta ao campo magnético de 9 kA/m
obteve um aumento de 29,2 % na producao de lipidios em relacdo ao controle.
Por outro lado, o campo magnético de 3 kA/m exposto a cultura em biorreator
com reciclo em U causou um efeito positivo no crescimento celular em relacdo ao
seu respectivo controle. Contudo, ocorreu uma diminuicdo no crescimento quando
0 campo magnético de 9 kA/m foi exposto a cultura em biorreator com reciclo em
U. Sendo assim, as condicbes que favoreceram o crescimento celular foram
diferentes das que contribuiram para a producdo de lipidios. Neste contexto,
embora trate-se de resultados preliminares, este estudo aponta o potencial da
aplicacdo de campos magnéticos em sistemas bioldgicos de importancia

industrial.



ABSTRACT

dos SANTOS, F. N.; Msc.; State University of Northern of Rio de Janeiro;
February 2022; LIPIDS PRODUCTION OF Yarrowia lipolytica IN A MAGNETIC
FILD ASSISTED BIOREACTOR; Advisor: D.Sc. Victor Haber Perez.

Yarrowia lipolytica is a yeast that has multiple industrial and biotechnological
applications, because through it is possible to obtain different products, such as
organic acids, lipases, proteases, lipids, among others. Microbial lipids have been
considered an alternative feedstock for the generation of biodiesel and, therefore,
the interest in carrying out studies to maximize the production of this metabolite
has been aroused. Since the application of a magnetic field can stimulate the
production of metabolites of industrial interest in microorganisms, the objective of
the present work was to evaluate the production of lipids by Y. lipolytica under a
magnetic field of low frequency and intensity. For this, product formation, cell
growth kinetics, substrate consumption, as well as the pH of the culture medium
during the cultivation of the yeast Y. lipolytica under magnetic field exposure with
different configurations were monitored. Microbial cultures were carried out in a
bioreactor assisted by a magnetic field with intensities of 3, 6 and 9 kA/m and in
different configurations of exposure to the field: a) bioreactor exposed to the field,
b) bioreactor with external recycle in U-shaped exposed to the field; c) bioreactor
with external recycle in spiral exposed to the field. Two response variables were
monitored: growth kinetics and lipid production. In addition, the fatty acid

composition of the extracted microbial lipid was determined. According to the
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experimental results, it was possible to verify that the introduction of the recycle to
the culture system in bioreactor imposed a restriction on the growth performance
of the yeast, however, it caused an increase of 36.4% in the production of lipids in
relation to the culture in a bioreactor without recycle. In addition, the magnetic field
of 3 and 9 kA/m exposed to bioreactor cultures caused a negative effect on cell
growth compared to the control. It similarly happened in the bioreactor culture with
recycle in spiral exposed to the 6 kA/m field. Despite this, the culture in a
bioreactor exposed to a magnetic field of 9 kA/m obtained a 29.2% increase in
lipid production compared to the control. On the other hand, the magnetic field of 3
kA/m exposed to the culture bioreactor with recycle in U-shaped had a positive
effect on cell growth in relation to its respective control. However, there was a
decrease in growth when the magnetic field of 9 kA/m was exposed to culture in
bioreactor with recycle U-shaped. Thus, the conditions that favored cell growth
were different from those that contributed to the production of lipids. In this
context, although these are preliminary results, this study points out the potential
of applying magnetic fields in biological systems of industrial importance.
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1. INTRODUCAO

A crescente busca por matérias-primas renovaveis e que ndo competem
com a industria alimenticia para geracao de biocombustiveis como o biodiesel,
despertou o interesse pelos lipidios produzidos por microrganismos oleaginosos,
também conhecidos como single cell oils (SCO) (Beopoulos et al., 2009).

Dentre as leveduras oleaginosas encontra-se a Yarrowia lipolytica, que
em comparagdo com outras espécies oleaginosas acumula lipidios em niveis
mais baixos, porém com alto teor de acido graxo C16 e acidos graxos insaturados
C18, sendo a composicao de acidos graxos semelhante aos 6leos de soja e milho
(Zhu e Jackson, 2015).

Com isso, estudos direcionados a maximizar a producéo de lipidios por Y.
lipolytica tém sido realizados. Dentre eles, destacam-se 0s estudos que utilizam
como estratégias a engenharia metabdlica (Lazar et al.,, 2018) e o0 estresse
ambiental a célula (Sestric et al., 2014).

Recentemente, resultados promissores tém sido obtidos através do
emprego de campos magnéticos, como estresse fisico, integrado a processos
convencionais em muitas areas como engenharia quimica, tecnologia de
alimentos, agricultura e, inclusive, na biotecnologia (Benavente-Valdés et al.,
2016). Todavia, ainda sao poucos os trabalhos sobre a aplicacdo de campo
magnético em processos biotecnolégicos sobre a producédo de lipidios por
microrganismos. Dentre eles, os estudos sobre alteragbes no crescimento celular

e na producgédo de lipidios por microalgas como efeitos do campo magnético tém



se destacado (Costa et al., 2020; Chu et al., 2020; Feng et al., 2020; Bauer et al.,
2017).

Dessa forma, o presente trabalho visou avaliar o efeito da exposi¢cao do
campo magnético de intensidade e frequéncia extremamente baixa as culturas de
Y. lipolytica, levando em consideracdo o crescimento celular, consumo de
substrato, producéo de lipidios e composicédo de acidos graxos. Para isto, foram
utilizadas diferentes intensidades de campo magnético (3, 6 e 9 kA/m) e
configuragcbes do biorreator (biorreator sem reciclo e biorreator com reciclo em

formato de U e com formato de espiral).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos oleaginosos

Os microrganismos considerados oleaginosos possuem a capacidade de
acumular acima de 20 % de lipidios em sua biomassa. Também podem ser
denominados como Single Cell Oils (SCO). SCO séo os 6leos produzidos por
microrganismos, que possuem composicdo de acidos graxos semelhante aos
Oleos e gorduras de plantas oleaginosas ou de fonte animal (Tabela 1)
(Beopoulos et al., 2009V).

Estes microrganismos podem ser bactérias, leveduras, fungos
filamentosos e microalgas. Os microrganismos oleaginosos mais conhecidos sao
Rhodococcus sp., Chlorella pyrenoidosa, Nannochloropsis oceanica, Rhodotorula
glutinis, Lipomyces kononenkoae, Yarrowia lipolytica, entre outros (Tabela 1).

Os lipidios produzidos por microrganismos oleaginosos possuem um
grande potencial biotecnolégico, dependendo da sua composicdo de &cidos
graxos podem ser utilizados para producdo de nutracéuticos, como também
podem ser uma promissora alternativa de matéria-prima renovavel para producao
de biodiesel considerado de terceira geracdo pela industria de biocombustiveis
(Patel et al., 2020; Leong et al., 2018).



Tabela 1- Porcentagem da composicéo de acidos graxos de lipidios produzidos por diferentes microrganismos oleaginosos

Microrganismo C14:0 C16:0 Cl6:1 C18:.0 C18:1 C18:2 (C18:3 C20:5 C24:0 Outros Conteudo Ref.
lipidico

Rhodococcus sp. 12,95 21,48 61,68 2,35 0,05 - - - - - - Bhatia et al.,
YHYO1 2021
Serratia sp. ISTD04 - 59,55 2,66 22,03 5,99 - - - 0,77 - 66,70 Kumar e

Thakur, 2018
Chlorella pyrenoidosa - 18,81 0,95 6,47 1,98 13,22 39,78 - - 30,76 Rana e
NCIM 2738 Prajapati,

2021
Dunaliella parva - 30,8 - - 119 27,8 10,6 18,67 25,62 Fawzy e

Alharthi, 2021
Isochrysis aff. galbana - 25,4 2,6 8,3 27,2 13,4 14,5 - 5,4 42,65 Atmanli et al.,
Scenedesmus i 213 42 28 234 58 243 ; 126 15,87 2020
dimorphus
Nannochloropsis 453 31,08 30,48 1,45 8,65 0,51 1,1 16,19 - 421 - He et al,
oceanica FJ-1 2020
Rhodotorula  glutinis 1,91 2452 189 869 37,6 18,84 3,58 - - 1,29 40 Maza et al.,
T13 2021
Lipomyces 1,4 41,4 7,5 7.8 37,9 1,5 - - - - 60,06 Chen et al.,
kononenkoae BF1S57 2020
Sarocladium kiliense - 35,134 2,358 5,936 51,089 - 4611 - - - Nouri et al.,
ADH17 2019
Rhodosporidium 1,0 21,5 0,7 4.6 62,1 7,6 0,7 0,7 45 Soccol et al.,
toruloides 2017
Yarrowia lipolytica - 17,76 14,12 439 5555 - - - - 8,27 58,5 Tsigie et al.,
Polg 2011




Os acidos graxos poli-insaturados (PUFA), como a familia Q-6, incluindo
acido linoleico (LA), acido y-linolénico (ABL) e acido araquidonico (ARA), bem
como a familia Q-3, incluindo acido a-linolénico (ALA), &cido eicosapentaenoico
(EPA) e acido docosaexaenoico (DHA), apresentam mais de uma ligacdo dupla
na cadeia de carbono (Barta et al., 2021). Esta caracteristica torna-os altamente
suscetiveis a auto-oxidacado, que para a producéo de biodiesel é uma propriedade
indesejada, pois causa odor desagradavel e inadequacdo do armazenamento do
biocombustivel em logo prazo (Patel et al., 2020; Bharathiraja et al., 2017).

Por outro lado, os Q-6 e Q-3 apresentam beneficios a satde humana e
papéis importantes em atividades metabdlicas e imunolégica. Dessa forma, os
microrganismos produtores de alto teor de PUFA podem ser utilizados para fins
nutracéuticos, visto que os seres humanos ndo sdo capazes de sintetizar estes
acidos graxos devido a falta de algumas dessaturases e elongases (Patel et al.,
2020). Portanto, estes sdo adquiridos através da ingestdo de alguns alimentos,
como o peixe, ou através da suplementacédo alimentar (Patel et al., 2020).

J& os microrganismos produtores de alto teor de acidos graxos
monoinsaturados (MUFA) podem ser utilizados como matéria-prima para a
producado de biodiesel considerado de terceira geracdo. Dado que, o biodiesel de
primeira geracao apresenta como principal limitacdo o uso da matéria-prima que
compete com a industria de alimentos (Patel et al., 2020). Sendo assim, o
biodiesel de terceira geracdo € uma promissora alternativa para contornar essa
limitacdo. Além disso, ha outras vantagens, como a facilidade do cultivo do
microrganismo em um ambiente controlado e a ndo dependéncia das condi¢des
climéticas, n&o possui conflito com o uso de solo e apresenta maior tendéncia de
crescimento e produtividade da biomassa. Entretanto, a alta demanda de
biomassa e alto custo para producdo em larga escala sao fatores limitantes para
geracédo deste biocombustivel (Leong et al., 2018).

A estimativa da qualidade do biodiesel produzido por microrganismos
através da avaliacdo das propriedades fisicas, como o numero de cetano (CN),
indice de iodo (1V), indice de acidez (AV), estabilidade oxidativa (OS), viscosidade
cinematica (KV); densidade (p), foi satisfatoria as especificacbes da Biodiesel
Europeu EN 14214 e/ou Padrdes American ASTM D6751 (Tabela 2). Reforcando
que o Oleo microbiano € uma potencial fonte de matéria-prima alternativa para a

producéo de biodiesel.



Tabela 2- Predicéo das propriedades fisicas do biodiesel produzido por lipidio microbiano

Microrganismo IV (g AV SV FP CP CFPP HHV (O] KV P SG Ref.
2 (mg (mgKOH) (°C) (°C) (°C) (MJ/kg) a 110 a 40 °C (g/cm?d)
100/g) KOHI/qg) °C (h) (mm?/s)
ASTM D6751 - <0,5 - - - - - 3,0 1,9-60 - - Chen et al.,
2012
EN 14214 <120 <0,5 - - - - - 6,0 3,5-5,0 0,86- -
0,90
Rhodococcus sp. 63,7 - - - - -9,6 38,9 - 3,26 0,87 - Bhatia et al.,
YHYO1 2021
Bacillus 115 - - 151 - - - 2,57 0,88 Kanakdande
amyloliquefaciens etal., 2021
MF 510169
Bacillus cereus - 115+#3 0,67 - 105 5 - - - 4,6+0,2 0,88 0,89 Kanakdande
MF 908505 et al., 2020
Serratia - 0,30 - - -10 - 45,79 - 2,13 - - Kumar e
ISTDO4 Thakur,
2018
Chlorella 135,54 - 168,54 - 4,90 -0,41 40,49 4,82 4,92 0,73 - Rana e
pyrenoidosa Prajapati,
NCIM 2738 2021
Dunaliella parva 146,1 - 204,1 - 11,2 0,99 39,3 3,48 3,6 0,88 - Fawzy e
Alharthi,
2021
Nannochloropsis 119,06 - - - 0,89 - - - 4,30 - 0,88 He et al,
oceanica FJ-1 2020




Tabela 2, Cont.

Microrganismo  CN v (g AV SV FP CP CFPP HHV (O] KV p SG Ref.

P (mg (mgKOH) (°C) (°C) (°C) (MJ/kg) a 110 a 40 °C (g/cms3)

100/g) KOH/qg) °C (h) (mm?/s)
Scenedesmus 48,4 - - - - - - - - 5,38 0,910 - Atmanli et
dimorphus al., 2020
Isochrysis aff. 52,7 - - - - - - - - 4,20 0,872 - Atmanli et
galbana al., 2020
Rhodotorula 55,62 79,62 - 200,44 - - 4,88 38,53 7851 3,71 0,855 - Maza et al.,
glutinis T13 2021
Sarocladium 57,939 60,915 - 215,349 13,488 3,886 40,595 28,166 - 0,9 - Nouri et al.,
kiliense ADH17 2019
Lipomyces 59,65 48,67 - - - 13,53 - 39,385 - 4,90 - 0,8752 Chenetal.,
kononenkoae 2020
BF1S57
Rhodosporidium - 61,7 0,28 - 1720 - - - 8,3 5,24 - - Soccol et
toruloides DEBB al., 2017
553
Yarrowia 58,1 78,0 - 185,8 - - 1,1 - - - - - Munch et
lipolytica 20460 al., 2015

CN, numero de cetano; IV, indice de iodo; AV, indice de acidez; SV, indice de saponificacdo; FP, flash point; CP, cloud point;
CFPP, ponto de obstrucdo do filtro a frio; HHV, maior valor de aquecimento; OS, estabilidade oxidativa; KV, viscosidade

cinematica; p, densidade; SG, gravidade especifica.



Dentre os microrganismos oleaginosos, as leveduras possuem algumas
vantagens em relacdo as microalgas, pois a composicao de acidos graxos do
lipidio produzido pelas microalgas apresenta teores altos de PUFA, o que torna
esses lipidios inapropriados como matéria-prima para producdo de biodiesel
(Tabela 1). Além disso, o cultivo das microalgas necessita de fotobiorreatores
apropriados, requer grandes areas e apresenta um longo periodo de crescimento,
0 que levanta questbes técnicas e econdmicas (Singh et al., 2021; Barbanera et
al., 2021)

Por outro lado, as leveduras tém a taxa de crescimento rapida,
requerendo menor tempo de processamento. Apresentam a composicdo de
acidos graxos semelhante aos 6leos vegetais, contendo alto teor de C16 (acido
palmitico e acido palmitoleico) e C18 (&cido estearico, acido oleico, acido
linoleico) (Tabela 1). Portanto, podem ser consideradas uma boa candidata a
serem utilizadas como matéria-prima para producdo de biodiesel (Barbanera et
al., 2021).

2.2. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € uma levedura estritamente aerdbica pertencente ao
filo Ascomycota, considerada ndo convencional. Porém, nos anos 60 despertou-
se a atencao para essa levedura, sendo realizados estudos acerca da sua
fisiologia, genética, biologia molecular e aplicacdo biotecnolégica (Barth e
Galillardin, 1997). A principio, o interesse em estuda-la se deu devido ao seu
potencial de metabolizar hidrocarbonetos como a parafina, que era abundante
naquela época, e a partir dessa fonte de carbono produzir single cell protein
(SCP) e acidos organicos (Spencer et al., 2002; Barth e Gaillardin, 1997). Isso
levou-a a ser uma das dez leveduras ndo convencionais mais bem estudadas
atualmente (Spencer et al., 2002).

Além de poder utilizar a parafina como fonte de carbono, a Y. lipolytica
possui a capacidade de assimilar glicose, frutose, glicerol, alcool, acetato, assim
como substratos hidrofébicos (Zhao et al., 2015), pois, lipases e emulsificadores
extracelulares sdo secretados pela célula para que ocorra a hidrélise do substrato
hidrofébico do meio (Beopoulos et al., 20092). Portanto, essa levedura € isolada
principalmente de ambientes ricos em substratos hidrofébicos e de alimentos
lacteos (Bellou et al., 2014).



Quando ha a presenca de duas fontes de carbono no meio de cultura, a
Y. lipolytica pode apresentar o comportamento dialxico na sua cinética de
crescimento. Ou seja, ela consome preferencialmente uma fonte de carbono e
reprime o outro substrato, que por sua vez sé sera consumido quando ocorrer 0
esgotamento do substrato preferencial (Lazar et al., 2011). Ja nos casos em que a
levedura esta sob condicdo de estresse no meio de cultura, pode apresentar
comportamento dimorfico, exibindo a morfologia de levedura, pseudo-hifa e hifa
(Figura 1) (Bellou et al., 2014).

(a)1000x (b)1000x (c)1000x

Figura 1- Comportamento dimoérfico da levedura Y. lipolytica. (a) células
leveduriformes; (b) células leveduriformes e pseudo-hifas; (c) células
leveduriformes e hifas verdadeiras. (Fonte: Bellou et al., 2014).

Y. lipolytica é uma levedura ndo patogénica, classificada pela American
Food and Drug Administration (FDA) como Generally Regarded As Safe (GRAS)
para producdo de &cido citrico (Fickers et al., 2005). Possui relevancia
biotecnolégica em consequéncia da capacidade de converter a fonte de carbono
em outros produtos de interesse industrial além do &cido citrico, sendo estes:
acidos organicos como o acido piruvico; biosurfactantes; y-decalactona; lipases;
proteases; proteinas (SCP); lipidios (SCO), acidos graxos essenciais, entre outros
(Bellou et al., 2014; Bankar et al., 2009; Barth e Gaillardin, 1997).

E classificada também como um microrganismo oleaginoso, o que
significa que é capaz de acumular lipidios acima de 20% de sua biomassa na
forma de triacilglicer6is e de esterbis, mas principalmente na forma de
triacilglicerdis (>90%). Estes ficam armazenados em uma organela, o corpo

lipidico, onde os lipidios neutros sdo envolvidos por uma monocamada de
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fosfolipidios com proteinas especializadas incorporadas (Figura 2). Essas
proteinas podem estar envolvidas no trafico do lipidio entre o citoplasma e o corpo
lipidico, como também na biossintese e degradacao de lipidios (Beopoulos et al.,
2009P).

Figura 2- Microscopia Optica de imersédo dos corpos lipidicos (LBs) formados por
Y. lipolytica. Setas brancas indicam os corpos lipidicos contendo lipidios de
armazenamento. Barra branca indica 5 ym. (Fonte: Gajdos et al., 2015).

2.3 Producdo de lipidios por Y. lipolytica

Y. lipolytica pode acumular triacilglicerol (TAG) por meio de duas vias: (i)
via de novo, que em culturas sob condi¢des definidas ocorre o armazenamento de
lipidios por intermédio dos precursores acetil-CoA e malonil-CoA na via de
biossintese de lipidios (via Kennedy); (ii) via ex novo, que em culturas contendo
substrato hidrofébico ocorre a hidrolise deste no meio extracelular através de
lipases e emulsificadores extracelulares que sdo secretados pela célula e
posteriormente a sua incorporacdo dentro da célula, a remontagem do
triacilglicerol e a acumulagdo no corpo lipidico (Figura 3) (Beopoulos et al., 2009P).

O acido citrico formado na primeira reacdo do ciclo de Krebs na
mitocondria pode ser transportado pelo trocador malato:citrato para fora da
organela, onde é clivado em acetil-CoA e oxaloacetato pela enzima ATP-citrato
liase. O oxalacetato ird se transformar em malato através da enzima malato
desidrogenase, podendo ser transportado novamente para a mitocéndria. JA o
acetil-CoA da inicio a sintese de acidos graxos pela via de novo, em que €&

transformado em malonil-CoA pela acdo da enzima acetil-CoA carboxilase com
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gasto de ATP (Zhu e Jackson, 2015). Entédo, acetil-CoA é utilizado como molécula
iniciadora e malonil-CoA como molécula alongadora adicionando dois carbonos
ao esqueleto de acidos graxos por meio do complexo enzimético de sintese de
acidos graxos (FAS) (Ledesma-Amaro e Nicaud, 2015).

Glucose Xylose Hydrophobic substrates
| 1 1
{ NADPH 1 1
G6P ——>—ZL5 RUSP  Xyli acyl-CoAs
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2 X5P «— Xylu
‘) products \
DHAP ?
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Glycerol —f— Glyc3P > LPA PA DAG TAG r— LB *
. == TAG =
Essential acyl-CoAs or PLs i tmmmmess 4
ATP FAs s —=—C18:2 +—C18:1 +—C18:0 +—C16:0 : K S
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acids RyF OAA b : g
L "‘- EEssEEEsEEEEEEEEN ,.‘ NADPH FAS i s B‘OX
< Pyr A . g
5 1 M| | E Mal <—. i :
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" ) ®asshsnsnan *
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Figura 3- Viséo geral das vias metabolicas de sintese de lipidios por Yarrowia
lipolytica. Setas de diferentes cores sdo usadas para representar diferentes vias
metabdlicas: azul, glicolise; verde, via das pentoses fosfato; laranja, TCA,
vermelho claro, transporte de acetil-CoA; amarelo, vias de sintese de TAG;
vermelho escuro, vias de degradacdo lipidica; preto, vias de assimilacdo de
substrato; cinza, principais vias de sintese de produtos. (Fonte: Abdel-Mawgoud
et al., 2018).

Basicamente, as proteinas transportadoras de acila (ACPs) séo
acopladas na molécula de acetil-CoA e malonil-CoA através da enzima

malonil/acetil-CoA-ACP-transacilase, para isso ocorre o desacoplamento da
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Coenzima A. Em seguida, estas moléculas sofrem uma série de ciclos de reacfes
até formar o acido graxo (Lehninger et al., 2014). A primeira delas é a reacéo de
condensacéo, em que o malonil-ACP libera uma molécula de CO:2 por intermédio
da enzima PB-cetoacil-ACP-sintase, formando assim o B-cetoacil-ACP. A segunda
reacdo € a de reducdo, onde ocorre a quebra da ligacdo dupla da molécula B-
cetoacil-ACP com gasto de NADPH através da enzima B-cetoacil-ACP-redutase,
formando assim o B-hidroxibutirilF-ACP. A préxima reacdo € de desidratacdo, na
qual o B-hidroxibutiril-ACP perde de uma molécula de H20 através da enzima B-
hidroxibutiril-ACP-desidratase, dando origem ao trans-A2-butenoil-ACP, que
sofrera uma reacdo de reducdo através da quebra da ligacdo dupla com gasto do
NADPH pela enzima enoil-ACP-redutase, formando assim o butiril-ACP. Por fim,
uma nova molécula de malonil-ACP € adicionada ao FAS, dando continuidade ao
ciclo de reacdes. Portanto, para cada passo no alongamento da cadeia acil, sdo
necessarias duas moléculas de NADPH (Lehninger et al., 2014).

No reticulo endoplasmatico, os acils podem sofrer acdo das dessaturases,
que transformam os &cidos graxos saturados em insaturados, e das alongases,
gue sdo enzimas que adicionam dois carbonos aos acidos graxos tanto saturado
qguanto insaturado (Lazar et al., 2018; Ledesma-Amaro e Nicaud, 2015). Como
também podem ser incorporados em TAG através da via de Kennedy e
posteriormente armazenados em corpos lipidicos (LB) (Beopoulos et al., 2009°).

Para ocorrer a sintese do TAG é necessario o glicerol-3-fosfato e 3 acidos
graxos livres. O glicerol-3-fosfato (Glyc3P) pode ser produzido a partir do glicerol
pela acdo da enzima glicerol quinase, ou a partir de glicose pela enzima glicerol-
3-fosfato desidrogenase produzindo dihidroxiacetona (DHAP). O DHAP através da
enzima gliceral-3-fosfato desidrogenase produz Glyc3P (Wang et al., 2020;
Beopoulos et al., 2009).

O primeiro acil é adicionado na posicdo sn-1 do Glyc3P pela enzima
glicerol-3-fosfato aciltransferase produzindo 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato, que
também pode ser chamado por acido lisofosfatidico (LPA). O segundo acil é
adicionado na posicdo sn-2 pela enzima 1l-acilglicerol-3-fosfato aciltransferase
produzindo 1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfato, que também pode ser chamado por
acido fosfatidico (PA), que sofre uma reacdo de desfosforilacdo pela enzima
fosfatidato de fosfatase produzindo 1,2-diacil-sn-glicerol (DAG). O terceiro acil

pode ser adicionado na posi¢cdo sn-3 do 1,2-diacil-sn-glicerol de trés formas:
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através da enzima diacilglicerol aciltransferase formando o TAG; através da
enzima colesterol aciltransferase; ou pela via independente de acil-CoA (a partir
de um (glicerofosfolipidio, GPL) pela enzima fosfolipidio: diacilglicerol
aciltransferase (Wang et al., 2020; Beopoulos et al., 2009).

2.4 Estratégias para maximizar a producao de lipidios

Devido a Y. lipolytica possuir seu genoma sequenciado (Dujon et al.,
2004) e por conter extensivos estudos acerca do metabolismo lipidico (Wang et
al., 2020; Abdel-Mawgoud et al., 2018; Lazar et al.,, 2018), a engenharia
metabdlica tem sido utilizada como estratégia para aumentar o acumulo de
lipidios pela levedura. Essa estratégia inclui a superexpressao de enzimas chave
na biossintese de lipidios, assim com a dele¢cdo de enzimas chave da via de
degradacéo de lipidios, entre outras (Qiao et al., 2015).

Contudo, a otimizacdo do acumulo de lipidios por Y. lipolytica também
pode ser promovida por diferentes fatores ambientais do meio de cultura como o
tipo de meio de cultivo (meio rico ou meio minimo), fonte de carbono, relagédo de
carbono/ nitrogénio (C/N), pH, concentracdo de oxigénio dissolvido (DOC), entre
outros. Nesse sentido, diversos estudos tém utilizado como estratégia o estresse
ambiental (Zhang et al., 2019; Yun et al., 2018; Kuttiraja et al., 2016; Zhao et al.,
2015; Bellou et al., 2014; Sestric et al., 2014), nos quais, pode-se observar que os
maiores rendimentos de TAG foram obtidos em meio de cultura minimo contendo
glicerol como fonte de carbono em comparacdo a diferentes composi¢cfes de
meios de cultura (Yun et al., 2018; Sestric et al., 2014).

O meio minimo possui maior relacdo de C/N comparado ao meio rico, ou
seja, possui excesso na fonte de carbono e limitacdo na fonte de nitrogénio.
Quando isso ocorre no meio de cultura, ha uma maior producdo dos
intermediarios do ciclo do TAG, tais como, citrato, isocitrato, a-cetoglutarato,
piruvato (Beopoulos et al., 2009%), pois a escassez de nitrogénio no meio, através
de uma série de eventos regulatdérios em cascata, regula positivamente a via
metabdlica de producédo de TAG. Um desses eventos regulatorios é o decréscimo
da concentracdo de adenosina 3,5-monofosfato ciclico intracelular (AMPc), que
por sua vez, regula negativamente o ciclo do Krebs através da inibicdo da

isocitrato desidrogenase (IDH), ocorrendo um acumulo de citrato na mitocéndria.



14

Diante disso, 0 excesso de citrato é transportado para o citosol (Kamineni e Shaw,
2020; Lazar et al., 2018).

Portanto, a limitagcdo de nitrogénio assim como a fonte de carbono é
comumente usada para induzir o acumulo de lipidios através da modulacdo do
fluxo metabdlico, em que ocorre o retardamento do crescimento da levedura pela
limitacdo do nitrogénio e iniciacdo da fase de acumulacao lipidica (Yun et al.,
2018; Beopoulos et al., 2009%).

Mais recentemente, tem sido utilizado o emprego de campos magnéticos
como fator ambiental no meio de cultura em processos biotecnolégicos
(Benavente-Valdés et al., 2016). Foi realizado pelo nosso grupo de pesquisa um
estudo sobre a atividade da lipase intracelular produzida por Y. lipolytica sob
diferentes sistemas de campo magnético. Foi possivel obter um aumento de 30%
na atividade da lipase intracelular utilizando o sistema de campo magnético com
linhas transversais e reciclo da suspenséao celular em formato de U (David et al.,
2016). Entretanto, ainda n&o foram realizados estudos acerca da producao de
lipidios por Y. lipolytica sob campo magnético.

2.5 Aplicacado de campo magnético na producao de lipidios
2.5.1 Sistemas de fermentacé&o assistidos por campo magnético

O campo magnético € gerado por cargas moveis através de iméas
permanentes ou por correntes elétricas ligadas a um solenoide ou a bobinas de
Helmholtz. Pode ser classificado como campo magnético constante, quando a
densidade e a direcdo do campo magnético sdo constantes ao longo do tempo,
Ou como campo magnético oscilante, quando a densidade de fluxo magnético e a
direcdo do campo magnético oscilam de acordo com a frequéncia e o tipo de
onda magnética (Barbosa-Canova et al., 2001). O campo magnético pode ser
classificado também como homogéneo/ uniforme, quando a forca magnética é
constante no espaco ou como ndao homogéneo/ nao uniforme, quando ha
diferenca da forca magnética entre o centro e as extremidades da bobina
(Barbosa-Canova et al., 2001).

O campo magnético estatico € um tipo de campo magnético constante,
gue pode ser gerado com imas permanentes ou corrente elétrica direta (Barbosa-
Canova et al., 2001), enquanto o campo magnético alternado, pulsante, pulsado e

rotativo sao tipos de campos magnéticos oscilantes.
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O campo magnético alternado € gerado por corrente elétrica alternada
através de solenoide e bobinas de Helmholtz e o campo magnético pulsante é
formado pela corrente elétrica pulsante através do solenoide e bobinas Helmholtz.
Por outro lado, o campo magnético pulsado € gerado por um conjunto de
capacitores que por uma fonte de alimentacdo produzem uma carga e descarga
para as bobinas (Barbosa-Canovas et al., 1998; Hofmann, 1985). J4 o campo
magnético rotativo é gerado pelo estator trifasico do motor de inducdo da gaiola
de esquilo. Os enrolamentos trifasicos deste estator sdo deslocados um do outro
em 120 °, dessa forma, as polaridades do campo magnético sdo moveis, nas
quais seus polos opostos giram em torno do ponto central (Konopacki e Rakoczy,
2019).

A corrente elétrica alternada gera um campo magnético alternado de
mesma frequéncia, dado que esta corrente se alterna entre picos de tensao
positiva e picos de tensdo negativa passando pelo ponto de zero. Portanto, a
direcdo do campo magnético irA mudar regularmente com o passar do tempo
(Barbosa-Canovas et al., 1998). Enquanto, a corrente elétrica pulsante gera uma
frequéncia do campo magnético pulsante, essa corrente se eleva apenas para
uma direcdo e depois diminui ao nivel zero. Dessa forma, a densidade de fluxo
magnético ira mudar com o passar do tempo, mas a sua dire¢cado serd constante
(Barbosa-Canovas et al., 1998).

Ja a frequéncia do campo pulsado é gerada pelo numero de pulsos
criados pelas descargas dos capacitores para as bobinas, podendo haver um
intervalo de tempo entre cada pulso. Esta € determinada pela capacidade dos
capacitores, a resisténcia e a indutancia do circuito (Barbosa-Canovas et al.,
1998; Hofmann, 1987).

Essas frequéncias sdo mensuradas em Hertz (Hz) e classificadas como:
frequéncia extremamente baixa na faixa menor que 300 Hz; baixa, média ou alta
frequéncia entre 300 Hz a 30 MHz; frequéncia muito alta ou ultra alta entre 30
MHz a 300 MHz; frequéncia super alta de 300 MHz a 30 GHz (Hristov e Perez,
2011).

Quando o biorreator estd operando em regime de reciclo e por sua vez
este reciclo esta exposto a um campo magnético ha de se considerar uma
frequéncia relativa determinada em virtude da velocidade do fluido. Neste caso, o

meio de cultivo liquido ira percorrer uma distancia sob efeito do campo magnético
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e em seguida retornara ao biorreator mediante o auxilio da bomba peristéltica.
Assim, sera gerado uma exposicéo de frequéncia extremamente baixa ao campo
magnético. Segundo a lei de Faraday, existe uma frequéncia relativa dependente
do movimento do fluido e das linhas do campo magnético (Hristov e Perez, 2011).
Essa frequéncia pode ser calculada através da velocidade e tamanho do reciclo.
Portanto, se aumenta a velocidade do reciclo, maior sera a frequéncia.

Essa configuracdo de campo magnético foi projetada visando a ampliacédo
de escala dessa tecnologia ndo convencional, visto que seria necessario um
campo magnético muito grande para recobrir os reatores de escala industrial. Ja a
aplicacdo do campo magnético apenas no reciclo, serd requerido campo
magnético menor, e como consequéncia serd demandado menor custo de energia
para esse tipo de processo (Alvarez et al., 2006).

O reciclo do meio de cultivo pode apresentar formas diferentes, por
exemplo, em formato de U, espiral, entre outros (Figura 4). Acredita-se que
mudando o formato do reciclo, a cultura de microrganismos sera estimulada pelo
campo magnético de maneiras diferentes. Por exemplo, o reciclo em formato em
U e em espiral, a cultura fica mais tempo exposta ao campo do que o reciclo com

a configuracao original (de Andrade et al., 2021; David et al., 2016; Alvarez et al.,

2006).
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Figura 4- Sistemas de biorreator com reciclo assistido por campo magnético. a)
biorreator com reciclo em U; b) biorreator com reciclo em espiral (Fonte: de
Andrade et al., 2021).
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A orientacao das linhas de campo magnético pode ser axial, transversal e
perpendicular dependendo da configuracdo do campo magnético (Figura 5).
Quando o sistema de campo magnético estiver posicionado horizontalmente, as
linhas de campo serdo axiais, ou seja, as linhas de campo passardo pela
suspensao celular de cima para baixo. Quando o sistema de campo magnético
estiver posicionado verticalmente, as linhas de campo serao transversais, ou seja,
as linhas de campo irdo passar pela suspensao celular de um lado para o outro.
Por fim, quando o sistema de campo magnético estiver inclinado, as linhas de
campo serdo perpendiculares, ou seja, irdo passar perpendicularmente na

suspensao celular (David et al., 2016).
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Figura 5- Sistemas de biorreator com reciclo em espiral assistido por campo
magnético em diferentes orientacdes de linha de campo. a) linhas de campo
axiais; b) linhas de campo transversais; c) linhas de campo perpendiculares
(Fonte: David et al., 2016).

A densidade de fluxo magnético € mensurada por um Gaussimetro na
escala de Tesla (T) ou Gauss (1 T = 10.000 Gauss) e pode ser classificada como:
baixa densidade, quando menor que 1 mT; moderada, com a densidade entre 1
mT e 1 T; alta densidade, de 1 T a 5 T e ultra alta densidade, quando maior que 5
T (Rosen, 2003).

De modo geral, os principais parametros do biorreator assistido por um
sistema de campo magnético que influenciam na resposta biolégica e que devem
ser considerados no estudo sdo: a densidade de fluxo magnético (B), a

intensidade do campo magnético (H), o tempo de exposicéo (t), o tipo de corrente,
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a frequéncia (f) ou a frequéncia relativa associada a velocidade do reciclo da

suspensao celular (v) e a orientacdo das linhas de campo.

2.5.2 Aplicacdes em processos de fermentacdo para producéo de lipidios

Na literatura existem estudos que relatam o uso de campos magnéticos
pulsados de alta intensidade utilizados em aplicacdes para fins de morte celular e
esterilizagdo como estratégia de tecnologia ndo térmica para a industria
alimenticia (Lin et al., 2019; Bermudez-Aguirre et al., 2016). Essa tecnologia
supera os efeitos indesejaveis da esterilizacado térmica no sabor e conteudo de
nutrientes dos produtos, além de eliminar os microrganismos indesejaveis que
causam danos a saude humana e impedir suas atividades fisioldgicas normais.
Enquanto os campos magnéticos considerados de baixa e moderada densidade
sdo mais utilizados em pesquisas que possuem a finalidade de promover o
crescimento microbiano e a producédo de metabdlitos de interesse industrial (Li et
al., 2021).

O efeito bioldégico de campos magnéticos de baixa e moderada densidade
nos microrganismos ainda néo foi esclarecido. O que vem sendo observado é que
0 campo magnético afeta a energia metabdlica do proprio sistema biolégico (Tang
et al., 2019), altera as caracteristicas estruturais das células biolégicas (Tang et
al., 2019; Qian et al., 2016), afeta macromoléculas biolégicas (Bauer et al., 2017)
e afeta a atividade dos radicais livres (Wang et al., 2008).

Diante disso, tem sido explorado o emprego do campo magnético em
culturas de microalgas e fungos visando buscar o efeito deste na producdo de
lipidios (Tabela 3). Estes estudos revelaram que campos magnéticos podem
promover um aumento significativo na biomassa e na producéo de lipidios e/ou
acidos graxos nestes microrganismos. Por exemplo, Chu et al. (2020) obtiveram
uma maior producéo de lipidios por Nannochloropsis oculata quando foi utilizada
a menor densidade de fluxo magnético (20 mT) (Tabela 3). Por outro lado, Bauer
et al. (2017), alcancaram uma maior producéo de lipidios quando foi aplicada a
maior densidade de fluxo magnético (60 mT) na cultura de Chlorella kessleri
(Tabela 3).

Apesar das leveduras oleaginosas também possuirem a capacidade de
acumular lipidios e apresentarem a forma de cultivo menos complexa que as

microalgas, pois ndo necessitam de luz para o seu crescimento, ainda ndo ha
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estudos sobre producdo de lipidios por leveduras sob campo magnético até o

presente momento, e tampouco utilizando a Y. lipolytica para esta finalidade.
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Tabela 3- Efeito da aplicacdo do campo magnético (CM) na producéo de lipidios e/ou acidos graxos por microrganismos

Microrganismo Sistema de CM Parametros de CM  Efeitos do CM em relag&o ao controle Ref.
Spirulinasp. LEB  Campo  magnético  uniforme B=6 mT; Diferenca insignificativa na concentracdo Menestrino
18 gerado por solenoide acoplado ao t=15d. maxima de biomassa; 1 455 % na etal, 2021
redor do lado de fora do concentracéo de lipidios.
fotobiorreator tubular vertical.
Campo magnético ndo B=30mT, T 37,3 % na concentragdo maxima de
homogéneo gerado por imads de t=15d. biomassa; 1 45,5 % na concentragdo de
ferrite posicionados a 180 ° uns lipidios.
dos outros em torno do B=30mT, Diferenca insignificativa na concentracdo
fotobiorreator tubular vertical. t= 50 d. maxima de biomassa; 1 16 % na
concentracao de lipidios
Chlorella vulgaris ~ Campo Magnético Pulsado B= 700 mG; 1 na produgdo de biomassa. 1 no conteudo Baldev et
NRMC-F 011 gerado por solenoide foi f=1Hz; lipidico de até 29,79 %. al., 2021
introduzido na lagoa e projetado t=4 h/d.
de forma que o fluxo magnético
fosse distribuido uniformemente
no fluxo de agua.
Chlorella imas de ferrite distribuidos em B=30mT:; 1t 20,6% na concentracdo de biomassa; Costa et al.,
homosphaera torno do fotobiorreator vertical. t=1 h/d. 1 135,1% na produtividade de lipidios. 2020
B= 60 mT; 1t 12,4 % na concentracdo de biomassa;
t= 1 h/d. 1 108,4% na produtividade de lipidios.
Nannochloropsis imas de ferrite posicionado 10 cm B= 20 mT, 1 22% na taxa de crescimento especifico; Chu et al.,
oculata acima da base do reator e emum t=7 d. 1 64,89% na producgao de lipidios. 2020
lado do reator. B= 30 mT; | 11% na taxa de crescimento especifico;
t=7d. 1 30,53% na producao de lipidios.
B= 40 mT; | 44% na taxa de crescimento especifico;
t=7d. 1 12,98% na producao de lipidios.




Tabela 3, Cont.

21

Microrganismo Sistema de CM Parametros de CM  Efeitos do CM em relag&o ao controle Ref.
Chlorella Reciclo da cultura em agua B=1000-5000 Gs; 1 da producao de biomassa e lipidios quando Feng et al.,
pyrenoidosa residual municipal pré-tratada t=6 d; a densidade de CM foi definida para 1000 e 2020
FACHB-9 com CM através de dois imas. v= 50 mL/min. 5000 Gs.
Cunninghamella Tubos no centro de bobinas B=6T. 1 26,4% no rendimento de lipidios; Al-Hawash
echinulata cilindricas, gerando pulso de 10 1 46,2% no rendimento de GLA. etal, 2018
ms de largura e intervalo de
tempo de 5 s entre dois pulsos.
Chlorella kessleri Fotobiorreator com imas de ferrite B= 30 mT; 1 10,7% no crescimento celular; Bauer et al.,
LEB 113 dispostas a 180° de distancia um t=10 d. sem efeito na producao de lipidios. 2017
do outro e 15 cm acima da base.  B= 30 mT,; 1 36% no crescimento celular;
t=1 h/d for 10 d. 1 13,1% na producgao de lipidios.
B= 60 mT; 1 23,6% no crescimento celular;
t=10d. sem efeito na producéo de lipidios.
B= 60 mT,; 1 83,2% no crescimento celular;
t=1 h/d for 10 d. 1 13,7% na producgao de lipidios.
Chlorella Foi fornecido um sistema de B=0,5T; 1 12.3 % na produtividade de biomassa; Han et al.,
pyrenoidosa entrada e saida da cultura de t=5d; diferenca insignificativa no conteudo lipidico; 2016
FACHB-9 microalgas através do campo v=600 mL/min; 1 10 % na produtividade lipidica.
magnético estatico gerado por
imas retangulares de neodimio
(180 x 150 mm).
Chlorella kessleri Reciclo do contetdo do reator B=10 mT; 1 20% na produgao de C15:0; Small et al.,
UTEX 398 através de um  solenoide v= 200 mL/min. 1 40,9% na produgao de C18:1n-7. 2012

refrigerado a agua.

B é a densidade de fluxo do CM; t € o tempo de exposicdo ao CM; f é a frequéncia; v € a velocidade do reciclo; 1 aumento; | diminuigdo
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais

Foram utilizadas trés diferentes cepas de Yarrowia lipolytica: 1) NRRL Y-
1095, obtida da colecao de cultura ARS, USA, que foi mantida em meio sélido YM
(yeast malt agar); 2) Sa-1 (gendétipo MatB), fornecida pelo Prof. Angel Domingues
ao Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos (LFBM/ CBB/
UENF), que foi mantida em meio solido YED (yeast extract dextrose agar); 3) JM-
12 (gendtipo MatB leu2-. 35 lys5-12 ura3-18), também fornecida pelo Prof. Angel
Domingues ao LFBM/ CBB/ UENF, que foi mantida em meio solido YED contendo
aminodcidos. As culturas repicadas foram mantidas por 72 h em estufa a 30 °C e
posteriormente foram congeladas a 4 °C até o0 momento de serem utilizadas e a
cada 90 dias foram repicadas em seus respectivos meios solidos. Desta forma,
houve quantidade suficiente de microrganismos para a realizacdo do estudo.
Todos os reagentes usados como padrdo, solventes e meios de cultura foram

obtidos da Sigma-Aldrich, Merck e Neogen.

3.2 Sele¢cao do microrganismo

A analise da performance de crescimento das trés diferentes cepas de
Yarrowia lipolytica: 1) NRRL Y-1095; 2) Sa-1 (genotipo MatB); 3) JM-12 (genatipo
MatB leu2-. 35 lys5-12 ura3-18) foi utilizada como critério de selecdo da cepa de
microrganismo. Ensaios de crescimento celular foram realizados em Erlenmeyer

de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo liquido modificado descrito por
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Sestric et al. (2014), composto por: glicose, 40 g/L; extrato de levedura, 0,75 g/L;
KH2PO4, 0,4 g/L; MgSO47H20, 1,5 g/L; (NH4)2S04, 0,1 g/L com pH ajustado para
6.5 e autoclavado a 121 °C por 15 min. Esses ensaios foram conduzidos em
duplicatas no shaker a 175 rpm, 30 °C durante 48 h. Amostras foram coletadas a
cada 2 h para andlise do crescimento celular. A cepa que apresentou a melhor

performance de crescimento foi utilizada nas posteriores analises.

3.3 Métodos experimentais
3.3.1 Preparo do in6culo

As culturas da levedura mantidas em meio sélido a 4 °C foram ativadas
em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo liquido,
descrito por Sestric et al. (2014), que é composto por: glicerol, 40 g/L; extrato de
levedura, 0,75 g/L; KH2PO4, 0,4 g/L; MgS0O47H20, 1,5 g/L; (NH4)2SO4, 0,1 g/L com
pH ajustado para 6.5 e autoclavado a 121 °C por 15 min. Esses frascos contendo
o indculo foram mantidos em shaker a 175 rpm, 30 °C até atingir a concentracao
celular de 1x10° cels/mL.

3.3.2 Crescimento celular de Y. lipolytica em shaker

Para a realizacdo do crescimento celular da Y. lipolytica em shaker foram
utilizados 12 frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio minimo
liquido descrito no item 4.3.1. com 10 % (v/v) do inéculo com concentragao celular
de 1x10° cels/mL e mantidos em shaker a 175 rpm, 30 °C. Cada frasco de

Erlenmeyer correspondeu a um ponto de amostragem, que foi a cada 2 h.

3.3.3 Crescimento celular em biorreator assistido por campo magnético

O crescimento celular da Y. lipolytica foi realizado no biorreator de 1,2 L
(New Brunswick, BioFlo®/CelliGen® 115) contendo 800 mL de meio minimo liquido
descrito no item 4.3.1. com 10 % (v/v) do in6culo a 30 °C, 100 rpm por 48 h. A fim
de avaliar o crescimento celular da Y. lipolytica sob campo magnético, foram
conduzidos experimentos em biorreator assistido por um sistema gerador de
campo magnético axial-transversal como descrito por David et al. (2016).
Amostras das culturas em crescimento foram coletadas no intervalo de 6 h para

posteriores analises.
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O biorreator assistido por campo magnético consiste no acoplamento de
um fermentador tipo tanque agitado com um sistema gerador de campo
magnético estatico (DC) de linhas axial-transversal, conectado a um VARIAC
interligado a um amperimetro (Figura 6). Através deste VARIAC é possivel mudar
o valor da corrente elétrica e consequentemente a forca do campo magnética
(David et al., 2016).

Nos experimentos com exposicdo ao campo magnético a estratégia
experimental utilizada foi: exposicdo de diferentes intensidades de campo
magnético, isto €, 3, 6 e 9 kA/m durante 12 h/dia e trés configuracdes do sistema
de biorreator, sendo estas: a) biorreator convencional exposto ao campo; b)
biorreator acoplado ao sistema de reciclo externo em formato U exposto ao
campo; c) biorreator acoplado ao sistema de reciclo externo em formato de espiral
exposto ao campo (Figura 6), cujo reciclo foi operado a 250 rpm. A temperatura
das bobinas geradoras de campo magnético foi monitorada utilizando uma
camera de termovisor com infravermelho modelo E40 FLIR. Simultaneamente,
experimentos controle foram realizados sem aplicacdo do campo magnético nas

mesmas condi¢cBes dos sistemas de cultivo acima descritos.
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Figura 6- Configuragbes usadas nas fermentagOes de Y. lipolytica em biorreator
assistido por campo magnético: a) biorreator sem reciclo com linhas de campo na
direcdo axial; b) biorreator com reciclo em U com linhas de campo na direcao
axial; c) biorreator com reciclo em espiral com linhas de campo na dire¢&o axial.
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3.4 Métodos analiticos
3.4.1. Concentracéao celular

A quantificacdo da concentragdo celular foi realizada através da leitura da
D.O. das amostras coletadas pelo espectrofotometro (Thermo Scientific Genesys
10S UV-Vis) no comprimento de onda de 600 nm. Diluicbes das amostras foram

feitas quando necessarias e foi utilizado o proprio meio de cultura como branco.

3.4.2. Quantificagcdo do consumo do substrato

A quantificacdo do consumo do substrato das amostras coletadas foi
realizada através do cromatografo liquido de alta performance (HPLC) (YL9100
HPLC System, Young Lin) com injecdo manual e deteccédo por medida de indice
de refragéo (IR). O método para identificacdo do substrato foi executado a 60 °C e
com vazao de 0,7 mL/min da fase mével (dgua deionizada). Para tal, a coluna
Rezex RCM-Monossacarideo Aminex HPX-87C 300 x 7,8 mm (Bio-Rad
Laboratories Ltd) foi escolhida. Uma curva de calibragdo para o glicerol com
linearidade até 40 g/L foi previamente realizada (Figura 7). As amostras foram

filtradas em um filtro contendo membrana de 0,22 um antes de serem injetadas.
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Figura 7- Curva de calibracdo de glicerol para a determinacdo de consumo deste
substrato pela levedura Y. lipolytica.
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3.4.3. Monitoramento do pH

O pH do meio de cultura das amostras coletadas durante as fermentacdes
foi monitorado através de um pHmetro de bancada (BEL Engineering, Model
W3B).

3.4.4. Analise morfologica da célula

Foram monitoradas as mudancas morfologicas das células de Y. lipolytica
durante o crescimento através do microscopio (Nikon Eclipse E200), em intervalos
de 2 h.

3.4.5. Extracéo de lipidios

Foi utilizado o método modificado descrito por Bligh e Dyer (1959) para
extrair o lipidio intracelular produzido pela Y. lipolytica. Inicialmente, a biomassa
seca total foi suspensa em cloroférmio e metanol na proporcdo 1:2 e submetida
ao processo de ruptura celular através do homogeneizador (MA 102/Plus,
Marconi) por 5 min e/ou disruptor de células (Qsonica Q55-110 Q55 Sonicator
Ultrasonic Processor) em 5 ciclos de 1 min de operacdo e 1 min desligado,
totalizando 5 min. O equipamento que apresentou melhor desempenho foi
utilizado nas posteriores analises. Entdo, foi adicionado 10 mL de cloroférmio e,
em seguida, foi agitado overnight no shaker a 220 rpm e posteriormente foi
centrifugado a 5000g por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um baldo de
boca esmerilhada previamente pesado e o0 solvente evaporado no rotaevaporador
para obtencao da quantidade de lipidios totais produzido pela levedura. Portanto,
o teor lipidico da biomassa de levedura foi determinado por peso apéds a
evaporacao do solvente.

3.4.6. Determinacdo da composicdo dos acidos graxos dos lipidios totais

A analise da composicdo dos &cidos graxos dos lipidios totais foi
realizada segundo a metodologia de Maia et al. (1994) com algumas modificacbes
para determinar a formacdo de ésteres etilicos de &acidos graxos (FAEES).
Basicamente, em um bal&o os lipidios totais foram submetidos a uma reacado de
hidrolise basica através da adicdo de 4 mL da solugédo de NaOH em C2HsOH (0,5
M) sob aquecimento em banho-maria em ebulicdo e agitacdo por 5 min. Nessa

reacdo, cada molécula de triacilglicerol € quebrada em uma molécula de glicerol e
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trés moléculas de sal de acido carboxilico. Logo apods, o baldo foi esfriado em
agua corrente. Em seguida, os compostos formados foram submetidos a uma
reacdo de esterificacdo através da adicdo de 5 mL da solucdo de esterificacéo (10
g de NH4Cl, 300 mL de C2HsOH e 15 mL H2S04) sob aquecimento em banho-
maria em ebulicdo e agitacdo por 5 min. Os ésteres etilicos de acidos graxos sao
formados nessa reacdo. Logo apds, o baldo foi esfriado em agua corrente. Em
seguida, foi adicionada 4 mL de solug&o saturada de NaCl ao baldo e agitado por
30 seg. Por fim, 5 mL de solvente foi adicionado ao tubo de ensaio e agitado por
30 seg. O balédo foi deixado de repouso para que houvesse a formacéo de duas
fases. O sobrenadante, que contém os ésteres etilicos, foi utilizado para injecédo
no cromatégrafo gasoso.

Para a identificacdo dos acidos graxos do lipidio microbiano foram
injetados diferentes padrbes de ésteres etilicos de acidos graxos saturados e
insaturados no cromatégrafo gasoso e um meétodo para a identificacdo desses
padrbes foi estabelecido. A coluna utlizada para essa analise foi a BD-
ASTMDG6584 de 15 m x 0.10 mm x 0.32 um. O método de operacao estabelecido
foi com a temperatura inicial de 100 °C durante 4 min, em seguida houve um
aumento 20 °C/ min até atingir 150 °C, ao qual foi mantido por 3 min e, por fim, a
temperatura foi aumentada a 15 °C/ min até alcancar 250 °C, essa temperatura
ficou mantida durante 10 min. A temperatura do injetor foi 260 °C. Neste método
foi possivel obter os 9 picos referentes ao padrdo de ésteres etilicos de acidos
graxos saturados de C8-C24 e o pico do padrao dos ésteres etilicos dos acidos

graxos insaturados C18 (Figura 8).
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Figura 8- Cromatograma com padrdes de ésteres etilicos de acidos graxos
saturados de C8-C24 e o padrdo de éster etilico da mistura de acidos graxos
insaturados C18:1, C18:2 e C18:3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao da cepade Y. lipolytica

A performance do crescimento celular das trés diferentes cepas de Y.
lipolytica: NRRL-Y1095, Sa-1 e Jm-12 em meio minimo descrito por Sestric et al.
(2014) modificado, que é um meio especifico para estimular a producdo de
lipidios, foi adotada como critério de selecdo da cepa que foi utilizada nas
andlises posteriores com biorreator assistido por campo magneético.

A cepa NRRL-Y1095 apresentou a melhor performance de crescimento
seguida das cepas Sa-1 e Jm-12 (Figura 9). Por esse motivo, esta cepa foi
selecionada para a proxima etapa do estudo na qual foram monitorados nao
apenas as cinéticas crescimento celular, consumo de substrato, pH e a formacéo
do produto, mas também, a composi¢do dos acidos graxos dos lipidios formados

sob campo magnético.
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Figura 9- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095, Sa-1 e Jm-12 em
meio de cultura minimo em shaker a 30°C, 175 rpm sem aplicacdo de campo
magnético. Simbolos: (m) Y. lipolytica NRRL-Y1095; (e) Y. lipolytica Sa-1; (A) Y.
lipolytica Jm-12.

4.2 Cultura da Y. lipolytica em shaker usando glicerol como fonte de
carbono
4.2.1 Cinética de crescimento

Na Figura 10 é possivel observar uma cinética de crescimento tipico da Y.
lipolytica, com a variacdo de pH do meio de cultura, producdo de lipidios em
funcdo do tempo de cultivo e consumo de substrato. A cepa NRRL-Y1095
conseguiu se adaptar ao meio minimo de nutrientes contendo glicerol como Unica
fonte de carbono, apresentando uma curva de crescimento tipico contendo fase
lag, que durou cerca de 8 h de cultivo, fase log e inicio da fase estacionaria. O
cultivo foi conduzido até o crescimento atingir a fase estacionaria.

Conforme a cinética de consumo do substrato, € possivel observar que o
glicerol foi consumido principalmente quando a levedura atingiu a fase logaritmica
do crescimento. Contudo, o consumo do substrato foi reduzido na transi¢édo da
fase logaritmica para a fase estacionaria. Esse comportamento € esperado, pois

nessa fase de transicdo a levedura ndo esta em intensa reproducao. Com isso, ha



32

menos demanda de energia para se reproduzir e, como consequéncia, ocorre
menos consumo do substrato.

Através do consumo do glicerol, a levedura foi capaz de produzir lipidios,
que é o metabolito de interesse deste estudo. Foi possivel obter o lipidio da
levedura ao atingir a fase logaritmica do crescimento, a partir das 12 h de cultivo.
Entretanto, a maior producao de lipidio ocorreu no inicio da fase estacionaria, as

28 h de cultivo, atingindo cerca de 30 mg de lipidios em 50 mL de cultura.
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Figura 10- Cinética de crescimento da Y. lipolytica NRRL-Y1095 em fermentacao
submersa realizada em shaker a 30 °C, 175 rpm sem aplicagdo de campo
magnético. Simbolos: (e) Consumo do substrato; (m) Crescimento celular (D.O.
600 nm); (o) Biomassa seca; (A ) pH; Barras brancas, Produgao de lipidios.

4.2.2 Avaliacdo da extracdo de lipidios

Antes de extrair o lipidio da célula com solventes é preciso rompé-las. Ha
diferentes maneiras para tentar realizar a ruptura da membrana celular, como a
hidrolise acida, disruptura celular utilizando o sonicador, choque osmatico,
pasteurizacao, homogeneizacao com bolas de zirconia e
congelamento/descongelamento sdo algumas delas (Kot et al.,, 2020). Neste

estudo foram avaliados dois diferentes equipamentos para ruptura celular, a fim
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de determinar o método mais eficaz para a posterior extracdo do lipidio
microbiano. Sendo estes, a utilizacdo de um disruptor celular (Qsonica Q55
Sonicator Ultrasonic Processor) e um homogeneizador (MA 102/Plus, Marconi).
Na Figura 11 apresenta a producao de lipidios da Y. lipolytica a partir das
12 h de cultivo obtidos através da ruptura celular realizado pelo disruptor celular
por sonicador (barra preta) e pelo homogeneizador (barra cinza). E possivel
observar que a partir de 16 h houve diferenca na quantidade de lipidios obtidos
apos a ruptura celular entre os diferentes equipamentos. Foi possivel obtiver um
acréscimo de cerca de 11 mg, 18 mg, 13 mg e 0,4 mg de lipidios em 16 h, 20 h,
24 h e 28 h, respectivamente, quando a ruptura foi realizada com o
homogeneizador em relacdo a ruptura realizada com o disruptor celular por
sonicador. Foi estabelecido o método de ruptura celular através do
homogeneizador para as posteriores analises de extracao de lipidios das culturas

de Y. lipolytica.
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Figura 11- Grafico da quantificacdo de lipidios por Y. lipolytica em diferentes
equipamentos para realizar ruptura da célula e para posterior extragdo do lipidico.
Legenda: m- Ruptura celular com o disruptor celular; =- Ruptura celular com
homogeneizador.
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4.2.3 Avaliacdo do perfil dos acidos graxos do lipidio produzido pela Y.
lipolytica em shaker

A fim de confirmar que a extragdo do lipidio tinha sido realizada
corretamente e identificar a composicéo de acidos graxos dos lipidios foi realizada
a analise da composicao dos acidos graxos do lipidio microbiano obtido da cultura
de Y. lipolytica em shaker através da comparacdo com os acidos graxos padroes
injetados previamente no cromatografo gasoso.

Através dessa andlise, foram identificados 8 &cidos graxos diferentes,
sendo estes: acido miristico (C14:0), acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico
(C16:1), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1), acido araquidbnico (C20:0),
acido beénico (C22:0), acido lignocérico (C24:0). Dentre os acidos graxos
identificados, os mais abundantes foram o &cido oleico, acido palmitico, acido
esteérico e acido palmitoleico (Tabela 4). Essa composicédo de acidos graxos de
lipidios produzidos pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 utilizando glicerol
como fonte de carbono esta de acordo com o que tem sido descrito na literatura
(Tabela 4).
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Tabela 4- Composicdo de acidos graxos do lipidio produzido por diferentes cepas de Y. lipolytica utilizando glicerol como fonte

de carbono
Cepa Substrato C14:0 C16:0 Cl6é:1 C18.0 C18:1 C18:2 (C18:3 C20:0 C22:0 C24:.0 Outros Conteldo Ref.
lipidico
(%, wiw)
NRRL- Glicerol 2,045 16,82 5,92 3,93 53,7 - - 059 057 111 - 27,7 Neste
Y1095 estudo
W29 Glicerol e - 12,6+0,8 4,8+0,2 6,5+0,3 36+1 351 - - - - - 7,910,4 Pereira
NCYC VFAs - 11,9+0,5 7,1+0,3 5,8+0,4 45+1 28+2 - - - - - 21,8403 et al,
2904 2021
ACA-DC Glicerol - 11,6 - 10,8 60,9 6,8 - - - - 9,9 32,2 Sarantou
5033 et al.,
LFMB - 15,6 - 7,6 49,2 14,9 2,2 - - - 10,5 48,0 2021
Y19
SM7 Glicerol - 14,50 0,97 1298 450 20,1 - - - - - 61,3+0,9  Magdouli
bruto et al.,
2020
S6 Glicerol 0,61 17,97 11,38 2.21 52,14 12,25 0,44 - - - 1,96 29 Juszczyk
puro et al,
2019

*Mistura dos acidos graxos insaturados C18.
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4.3 Culturada Y. lipolytica em fermentador assistido por campo magnético
4.3.1 Morfologia

A levedura Y. lipolytica pode apresentar comportamento dimorfico durante
0 seu crescimento, isto é, a sua morfologia pode transitar de levedura a hifa, ou
vice-versa (Bellou et al.,, 2014). Diante disso, o monitoramento morfolégico da
levedura Y. lipolytica foi realizado em todas as condicbes experimentais (Figura
12).

O dimorfismo celular é um fendmeno complexo que envolve modificacdes
reversiveis da célula em resposta a diferentes perturbacdes do ambiente. O pH do
meio externo, a temperatura, a presenca de componentes no meio de cultura
como a fonte de carbono, nitrogénio utilizada s&o alguns fatores considerados
importantes que podem contribuir com o dimorfismo celular (Ruiz-Herrera e
Sentandreu, 2002).

Na levedura Y. lipolytica, a transicdo dimorfica pode ser controlada pelo
pH. O crescimento na forma de hifas da Y. lipolytica é favorecido pela incubacao
em meio préximo ao pH neutro, enquanto o crescimento na forma de levedura é
favorecido pela incubacdo em meio com pH acido (< pH 4,5) (Cogo et al., 2020;
Ruiz-Herrera e Sentandreu, 2002). Similarmente, o fungo Candida albicans
apresentou o0 mesmo comportamento dimorfico em resposta ao pH (Ruiz-Herrera
e Sentandreu, 2002).

Este comportamento pode ser observado neste estudo, em que, quando o
pH do meio de cultura estava proximo ao pH neutro, as 12 h de cultivo da
levedura Y. lipolytica nas diferentes condi¢cdes experimentais (Figura 14, 15 e 16),
ocorreu a predominancia do crescimento de células alongadas, pseudo-hifas, e
nas condi¢cdes em que o biorreator sem reciclo foi exposto ao campo magnético
de 3 e 9 kA/m, a cultura apresentou morfologia de hifas também (Figura 12). Ja
guando o pH do meio de cultura estava acidificado, a partir das 24 h de cultivo
nas diferentes condicdes experimentais (Figura 14, 15 e 16), ocorreu a
predominancia do crescimento celular na forma de levedura (Figura 12).

O monitoramento morfolégico possibilitou ndo apenas observar a
transicdo dimorfica da levedura, como também a formacgéo do corpo lipidico. Apos
24 h de cultivo da levedura em todas as condi¢des foi possivel observar o corpo

lipidico intracelular com mais evidéncia através do microscépio optico (Figura 12).
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Tempo de cultivo

Experimento

12h

Biorreator
3kA/m

Biorreator
9kA/m

Reciclo em U
3kA/m

Reciclo em U
9kA/m

Reciclo em
Espiral
6 KA/m

Figura 12- Microscopia Optica da levedura Y. lipolytica em diferentes condi¢cdes
experimentais e em diferentes tempos de cultivo.



38

4.3.2 Cinética de crescimento

Na Figura 13 apresenta a performance da cinética de crescimento da
levedura Y. lipolytica em biorreator e em biorreator com reciclo em formato U sem
exposicdo de campo magnético (controle). E possivel observar que a condi¢do do
reator com reciclo em formato em U imp&s uma diferenca na performance do
crescimento celular em relacéo a cultura em biorreator.

Este resultado corrobora com os estudos de cultivo com reciclo
encontrados na literatura (David et al., 2016; Alvarez et al., 2006). David et al.
(2016) e Alvarez et al. (2006) também puderam observar que o reciclo impde um
estresse mecanico as ceélulas e, como consequéncia, afeta no desempenho do

crescimento celular do microrganismo.
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Figura 13- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator e
biorreator com reciclo em formato em U contendo meio minimo a 30 °C, 100 rpm
sem aplicagcdo de campo magnético (CONTROLE). Simbolos: 1) Cultura em
biorreator: (¢) Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH; Il) Culturas
em biorreator com reciclo em formato em U: (e) Consumo de substrato; (m)
Crescimento celular; (A) pH.

Também é possivel observar na Figura 13 que houve um aumento de

2,18 vezes no crescimento celular na fase logaritmica (18 h) da cultura em
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biorreator com reciclo em formato em U em relacdo a cultura em biorreator, que
acarretou um encurtamento da fase logaritmica. Entretanto, a cultura em
biorreator com reciclo em formato em U atingiu a fase estacionaria apos 24 h de
cultivo, que foi 12 h antes da cultura em biorreator sem reciclo. ISso resultou em
uma diminuicdo de 26,69 % no crescimento da cultura em biorreator com reciclo
em formato em U em relacdo a cultura em biorreator em 36 h de cultivo. Apesar
da diferenca na performance do crescimento celular das diferentes condigbes
controle, ambas atingiram o mesmo valor de densidade Optica no tempo de 48 h.

Isso foi possivel porque a performance da cinética de crescimento celular
da cultura em biorreator com reciclo em formato em U apresentou um
comportamento tipico diauxico, em que de 24 h as 36 h ndo houve variacdo no
crescimento, indicando que esse periodo corresponde a fase estacionaria do
crescimento. Entretanto, a partir das 42 h, a levedura comeca a crescer
novamente, sugerindo que a levedura precisou de um periodo longo de
adaptacao a alguma fonte de nutriente para posterior crescimento.

Os experimentos em biorreator em que o campo magnético de 3 kA/m e 9
kA/m foi aplicado durante 12 h por dia revelaram que a exposicdo ao campo
causou uma diminuicdo do crescimento celular em relacdo ao controle. Sendo
esta diminuicdo de 26,2 % e 27,2 % para a cultura exposta ao campo magnético
de 3 kA/m e 9 kA/m em 30 h de cultivo, respectivamente, em relacdo ao controle
(Figura 14). Portanto, nessas condicdes o campo magnético influenciou
negativamente no crescimento da levedura.

Chu et al. (2020) também observaram que a aplicacdo do campo
magnético de 30 e 40 mT afetou negativamente a taxa de crescimento da cultura
de microalga Nannochloropsis oculata, resultando em uma diminuicdo de 11 % e
44 %, respectivamente, em relacdo ao controle. Por outro lado, outros estudos
relatam que o campo magnético afeta positivamente o crescimento celular de
diferentes microrganismos oleaginosos (Baldev et al., 2021; Costa et al., 2020;
Feng et al., 2020; Bauer et al., 2017; Han et al., 2016). Mas, vale ressaltar que as
condi¢cbes experimentais utilizadas pelos autores foram diferentes das utilizadas
no presente estudo, assim como o tipo de microrganismo. Por exemplo, para se
obter um aumento de 83,2 % no crescimento celular da microalga Chlorella
kessleri, Bauer et al. (2017) precisaram aplicar um campo magnético de 60 mT
por 1 h/d durante 10 d.
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Figura 14- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator
contendo meio minimo a 30 °C, 100 rpm sem e com aplicacdo de campo
magnético. Simbolos: 1) Cultura sem exposicdo ao campo magnético: (e)
Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH; II) Cultura com
exposicao de 3 kA/m: (e) Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH;
[1) Cultura com exposicdo de 9 kA/m: (e) Consumo de substrato; (m) Crescimento
celular; (A) pH.

Ja os experimentos da cultura de Y. lipolytica em biorreator com reciclo
em formato em U mostraram uma performance da cinética de crescimento
diauxico, em que a levedura possui duas fases logaritmicas do crescimento.
Sugerindo que a levedura esteja consumindo uma fonte diferente do substrato
disponivel no meio ao longo do crescimento (Figura 15).

Entretanto, somente foi fornecido uma fonte de carbono no meio de
cultura. Como nas primeiras horas do crescimento quase ndao ha consumo do
glicerol, provavelmente a levedura estaria utilizando alguma segunda fonte
durante essa fase de crescimento. Isso indica que, provavelmente, a levedura
esteja consumindo outro nutriente que esteja disponivel no meio para poder
crescer, podendo esta ser a fonte de nitrogénio, o extrato de levedura ou até

mesmo alguma fonte enddgena.



41

- 14

T
=
I

12

T
=
N

T
=
o

Crescimento celular (D.O. 600 nm)
pH

10

T T
o o
o ©

T
o
~

Consumo de glicerol (g/L)

T
o
[N

T
o
[=)

Tempo de fermentacéo (h)

Figura 15- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator
com reciclo em formato de U contendo meio minimo a 30 °C, 100 rpm sem e com
aplicacdo de campo magnético. Simbolos: 1) Cultura sem exposicdo ao campo
magnético: (e) Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH; II) Cultura
com exposicdo de 3 kA/m: (e) Consumo de substrato; (m) Crescimento celular;
(A) pH; HI) Cultura com exposicao de 9 kA/m: (e) Consumo de substrato; (m)
Crescimento celular; (A) pH.

Ainda na Figura 14, foi possivel observar que houve um aumento de 30,8
% e uma diminuicdo de 16,6 % no crescimento da cultura de Y. lipolytica em
biorreator com reciclo em formato em U exposta ao campo magnético de 3 KA/m e
9 kA/m em 30 h de cultivo, respectivamente, em relacdo ao controle.

As trés condicdes experimentais da cultura em biorreator com reciclo: sem
exposicao ao campo (controle) e com exposicdo ao campo de 3 kKA/m e 9 KA/m,
alcangcaram o mesmo valor de densidade optica no tempo final de cultivo (48 h).
Entretanto, a cultura exposta ao campo magnético de 3 kA/m atingiu essa
densidade Optica desde as 30 h de cultivo enquanto as demais ainda estavam
crescendo. Isto sugere que a cultura em biorreator com reciclo exposta ao campo

de 3 kA/m foi a condig&o que favoreceu o crescimento celular de Y. lipolytica.
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Similarmente, David et al. (2016) obtiveram um aumento no crescimento
celular da levedura Y. lipolytica quando um campo magnético de 1,5 kA/m foi
aplicado ao biorreator acoplado ao sistema de reciclo formato U em relagcédo as
demais condi¢cbes experimentais estudadas. Além disso, os autores puderam
observar que nesta condicéo a fase estacionaria do crescimento foi alcancada as
15 h de cultivo, enquanto o controle ainda estava crescendo.

A Figura 16 apresenta a cinética de crescimento da cultura de Y. lipolytica
em biorreator com reciclo em espiral exposto ao campo magnético de 6 kA/m.
Pode-se observar que ocorreu uma restricdo no crescimento celular, em que a
fase estacionaria foi atingida a partir das 12 h de cultivo, ndo apresentando o
comportamento caracteristico de crescimento diauxico, portanto ocorreu apenas a
formacdo de uma fase logaritmica e estacionaria. Nesta condi¢cdo também né&o
ocorreu consumo do substrato fornecido no meio durante as primeiras 12 h de

cultivo.
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Figura 16- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator
com reciclo em espiral contendo meio minimo a 30 °C, 100 rpm com aplicacédo de
campo magnético de 6 kA/m. Simbolos: (e) Consumo de substrato; (m)
Crescimento celular; (A) pH.
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Em relacdo as demais condi¢cfes estudadas, a cultura em biorreator com
reciclo em espiral exposto ao campo magnético de 6 kA/m apresentou 0 menor
crescimento celular no tempo final do cultivo, sendo este 1,8 vezes menor,
aproximadamente, comparado a cultura em biorreator com reciclo em U exposto
ao campo magnético de 3 kKA/m (Figura 17). Enquanto a cultura em biorreator com
reciclo em formato em U exposto ao campo magnético de 3 kA/m apresentou
maior crescimento celular em relagdo as demais condi¢cbes experimentais

estudadas.
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Figura 17- Cinética de crescimento celular de Y. lipolytica NRRL-Y1095 meio
minimo a 30 °C, 100 rpm em diferentes condi¢cdes experimentais. Simbolos: (m)
Biorreator sem exposicdo ao campo magnético; (m) Biorreator com reciclo em U
sem exposicdo ao campo magnético; (m) Biorreator exposto ao campo magnético
de 3 kA/m; (m) Biorreator exposto ao campo magnético de 9 kA/m; (=) Biorreator
com reciclo em espiral exposto ao campo magnético de 6 kA/m; (m) Biorreator
com reciclo em U exposto ao campo magnético de 3 kA/m; (m) Biorreator com
reciclo em U exposto ao campo magnético de 9 kA/m.
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Comparando a cultura em biorreator com reciclo exposta ao campo
magneético de 3 kKA/m com a cultura em biorreator sem reciclo e sem exposi¢cao ao
campo, pois esta é a condicdo usualmente utilizada em escala industrial, foi
possivel observar que houve um aumento de 10,48 % no crescimento em 30 h de
cultivo (Figura 18). J4, David et al. (2016) obtiveram um aumento de 6 % no
crescimento em condi¢cdes similares, biorreator acoplado ao sistema de reciclo em
formato U exposto ao campo de 1,5 kA/m em relagéo ao biorreator convencional

sem exposigao.
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Figura 18- Cinética de crescimento de Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator
sem reciclo e sem exposicdo ao campo magnético e biorreator com reciclo em
formato de U exposto ao campo magnético de 3 kA/m contendo meio minimo a 30
°C, 100 rpm. Simbolos: 1) Cultura em biorreator sem reciclo e sem exposicdo ao
campo magnético: () Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH; II)
biorreator com reciclo em formato de U exposto ao campo magnético: (e)
Consumo de substrato; (m) Crescimento celular; (A) pH.

4.3.3 Producdo de lipidios
A producao dos lipidios totais produzidos pela Y. lipolytica nas diferentes
condi¢cdes experimentais foi quantificada no tempo final do crescimento da

levedura (Figura 19). Os resultados obtidos demonstraram que houve um
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aumento de 29,2 % na producédo de lipidios na cultura em biorreator exposto ao
campo magnético de 9 kA/m em relacdo a cultura em biorreator sem exposi¢cao ao
campo, apesar do crescimento celular ter sido afetado negativamente nesta
condicao experimental.

Reciclo em U 9 KA/m
Biorreator 9 kA/m
Reciclo em Espiral 6 kKA/m

Reciclo em U 3 kKA/m

Experimentos

Biorreator 3 kA/m

Controle Reciclo em U

Controle Biorreator

0 100 200 300 400 500 600
Producao de lipideos (mg/L)

Figura 19- Quantificacdo da producédo de lipidios das diferentes condices
experimentais.

Esse resultado corrobora com os estudos encontrados na literatura em
que foi possivel obter um aumento na producédo de lipidios por microrganismos
(Menestrino et al., 2021; Chu et al., 2020; Bauer et al., 2017) e na viabilidade do
emprego do campo magnético para melhorar tanto a producao de lipidios.

Assim como Bauer et al. (2017), que obtiveram condi¢cdes experimentais
em que as culturas de microalgas expostas ao campo magnético ndo ocorreram
diferenca na producéo de lipidios, neste estudo né&o foi possivel observar uma
diferenca na producéo de lipidios totais entre a cultura em biorreator exposta ao
campo magnético de 3 kA/m e a cultura em biorreator sem exposi¢do ao campo.
Bem como nas culturas em biorreator com reciclo em formato em U expostas ao

campo de 3 KA/m e 9 kA/m e a cultura em biorreator com reciclo e sem exposi¢ao
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ao campo (Figura 19). Isso demonstra a complexidade do efeito biolégico do
campo magnético aplicado a culturas de microrganismos oleaginosos. Havendo
necessidade de mais estudos aprofundados e que explorem diferentes variaveis
experimentais.

Contudo, pode-se observar que houve um aumento de 20,3 %, 31,6 %,
27,6 % e 36,4 % na producédo de lipidios das culturas em biorreator com reciclo
em formato em U exposto ao campo de 3 kA/m e 9 kA/m, em biorreator com
reciclo em espiral exposto ao campo magnético de 6 kA/m e biorreator com
reciclo e sem exposicdo ao campo magnético, respectivamente, em relacdo a
cultura em biorreator sem exposicdo ao campo (Figura 19). Isto indica que o
emprego do reciclo ao sistema experimental pode ter sido um fator importante
para a producdao do lipidio.

Portanto, apesar do campo magnético ter causado um efeito positivo na
producao de lipidios, a condicdo que promoveu um maior aumento de lipidios foi a
cultura de Y. lipolytica em biorreator com reciclo e sem exposicdo ao campo.
Nesta condicdo, foi possivel obter 542,25 mg de lipidios/ L de meio, que
correspondeu a cerca de 25 % de rendimento do produto em relacdo a biomassa
seca. Justamente, nesta condicdo ocorreu uma restricido no crescimento causada
pelo estresse mecanico do reciclo da suspensao celular (Figura 13).

Segundo Beopoulos et al. (2009%), os microrganismos oleaginosos
comecam a acumular lipidios quando um nutriente do meio se torna limitante e a
fonte de carbono estd em excesso (Beopoulos et al., 20092). Que € o caso deste
estudo, a fonte de nitrogénio foi utilizada como nutriente limitante e a fonte de
carbono esteve em excesso. A limitacdo de nitrogénio € geralmente usada em
estudos de acumulo de lipidios em microrganismos, pois este é essencial para a
sintese de proteinas e acidos nucleicos necessarios para a proliferacdo celular
(Hapeta et al., 2020; Beopoulos et al., 2009%). Este processo €, portanto,
retardado pela limitacdo de nitrogénio. No entanto, em condi¢des de limitacdo de
nitrogénio, a taxa de crescimento catalitico diminui rapidamente, enquanto a taxa
de assimilagdo de carbono diminui mais gradualmente. Isso resulta na
canalizacdo preferencial do carbono para a sintese de lipidios, levando a um
acumulo de triacilglicerois dentro de corpos lipidicos discretos nas células (Hapeta
et al., 2020; Beopoulos et al., 20092).
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De fato, Sestric et al. (2014) puderam observar que as concentracdes de
nitrogénio diminuiram dentro de 24 h nas culturas em meio minimo de nutrientes e
durante este periodo o substrato foi consumido lentamente. Enquanto, nas
culturas em meio rico (YP), a concentracdo de nitrogénio aumentou quando a
fonte de carbono do meio tornou-se limitante (Sestric et al., 2014).

Durante a transicdo entre a fase logaritmica do crescimento e a fase de
acumulo de lipidios, em que ocorre a diminuicdo da taxa de crescimento devido a
limitacdo de nutrientes e desvio do excesso de carbono para a producdo de
lipidios, algumas vias sao reprimidas, enquanto outras sdo induzidas, como a via
de sintese de acidos graxos. Esta transicdo € induzida pelo estabelecimento da

limitacdo de nitrogénio (Beopoulos et al., 200923).

4.3.4 Composicédo dos acidos graxos

A analise da composicdo dos acidos graxos do lipidio microbiano no
cromatdgrafo gasoso permitiu identificar 8 picos principais correspondentes a 8
acidos graxos. Sendo estes: 6 4cidos graxos saturados (AGS): acido miristico
(C14:0), acido palmitico (C16:0), acido esteéarico (C18:0), acido araquiddnico
(C20:0), acido beénico (C22:0), acido lignocérico (C24:0) e 2 acidos graxos
insaturados (AGI): acido palmitoleico (C16:1) e &cido oleico (C18:1). Os
cromatogramas de identificacdo dos acidos graxos de cada condicao
experimental sdo apresentados no Apéndice. As diferentes proporcdes dos acidos
graxos identificados estdo resumidas na Tabela 5.

Os dados obtidos das propor¢cdes de acidos graxos exibidos pela Y.
lipolytica vdo de acordo com valores relatados anteriormente pela literatura de
C16:0 e C18:ins (Sarantou et al., 2021; Pereira et al., 2021; Juszczyk et al., 2019).
Este estudo apresentou uma vantagem significativa na composicao de acidos
graxos para potencial emprego na producdo de biodiesel por esta se assemelhar
a composicdo de acidos graxos de Oleos vegetais. Alguns trabalhos apontam
como uma caracteristica do lipidio da levedura Y. lipolytica possuir a composicéo
semelhante aos 6leos vegetais com predominancia de acidos graxos saturados e
acidos graxos monoinsaturados (Barbanera et al., 2021; Magdouli et al., 2020;
Zhu e Jackson, 2015).
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Tabela 5- Porcentagem da composicdo dos acidos graxos do lipidio total produzido pela Y. lipolytica nas diferentes condicfes

experimentais

Experimento Cl14:.0 Cl1l6:0 Cl16:1 (C180 Ci18ins C20:0 CC22.0 C24:.0 AGS AGI AG Total
Reciclo em U 9 kA/m 0,95 16,09 8,72 3,72 63,62 0,50 0,33 1,56 23,16 72,34 95,50
Biorreator 9 kA/m 2,77 17,76 8,96 2,70 60,63 0,40 0,42 1,14 25,20 69,60 94,80
Reciclo em Espiral 6 kA/m 1,38 16,22 7,18 4,25 65,64 0,19 0,34 1,02 23,40 72,82 96,22
Reciclo em U 3 KA/m 1,54 16,36 8,62 3,67 63,41 0,51 0,30 1,13 23,51 72,03 9554
Biorreator 3 kA/m 1,70 17,79 9,04 3,57 61,63 0,38 0,33 1,08 24,86 70,67 95,53
Controle Reciclo em U 2,52 18,41 8,91 2,16 59,19 0,69 0,45 2,14 26,38 68,10 94,48
Controle Biorreator 2,15 17,67 8,36 3,50 60,40 0,62 0,52 1,42 25,88 68,76 94,64
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Foi possivel observar uma variacdo na proporcdo entre C18:ins/C18:sat
nos lipidios totais produzidos por Y. lipolytica na condicdo em que a cultura em
biorreator foi exposta ao campo magnético de 9 kA/m, ocorrendo um aumento de
28,76 % em relacdo a cultura em biorreator sem exposicdo ao campo (Figura
20a). Aléem disso, ocorreu um aumento de 61,14 % na proporcao entre
C18:ins/C18:sat na cultura em biorreator com reciclo sem exposicdo ao campo
magnético em relacdo a cultura em biorreator sem exposicdo ao campo (Figura
20a).

Como também foi possivel observar um aumento na proporcédo entre
C16:1/C16:0 nas culturas expostas ao campo magnético. Sendo estes, um
aumento de 6,6 % e 7,3 % nas culturas em biorreator sob exposicdo ao campo
magnético de 9 kA/m e 3 kA/m, respectivamente, em relacdo a cultura em
biorreator sem exposi¢cdo ao campo (Figura 20b). E, um aumento de 10,8% e 7,7
% nas culturas em biorreator com reciclo sob exposicdo ao campo magnético de 9
kA/m e 3 kA/m, respectivamente, em relacdo a cultura em biorreator com reciclo
sem exposicao ao campo (Figura 20b).

Alguns pesquisadores também observaram que o campo magnético foi
capaz de aumentar a propor¢cdo dos acidos graxos insaturados em relacdo aos
acidos graxos saturados do lipidio de membrana da cultura de Salmonella Hadar
(Mouhoub et al., 2018; Mouhoub et al., 2017; Mihoub et al., 2012). Sendo que
esta variacdo ocorreu devido ao aumento da proporcdo do acido graxo C18,
principalmente o acido graxo C18:1 (Mouhoub et al., 2018). Small et al. (2012)
puderam observar um aumento de 40,9% na producdo de C18:1 na cultura de
Chlorella kessleri sob exposicdo ao campo magnético em relagdo ao controle.

Diferentemente, neste estudo, o aumento da proporcdo de
C18:ins/C18:sat se deu principalmente pela diminuicdo da proporcdo do acido
graxo saturado C18. Na cultura em biorreator exposta ao campo magnético de 9
kA/m, ocorreu uma diminuicdo de 22,77 % do &cido graxo saturado C18 em

relacdo a cultura em biorreator sem exposi¢cdo ao campo.
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Figura 20- Relagdo dos &cidos graxos insaturados/ acidos graxos saturados do
lipidio total produzido por Y. lipolytica. a) relacdo C18:1/C18:0; b) relacdo
C16:1/C16:0.

4.3.5 Monitoramento da temperatura das bobinas
A intensidade da corrente que gera o campo magnético pode causar um

aumento da temperatura das bobinas, dificultando a dissipacdo do calor no
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sistema gerador de campo, o que pode interferir na temperatura estabelecida para
o cultivo da levedura, que foi de 30 °C. Diante disso, foi realizado o
monitoramento da temperatura das bobinas com uma camera infravermelho de
termovisor modelo E40 FLIR, que mostrou que o campo magnético de menor
intensidade, 3 kA/m, a temperatura das bobinas variou de 22 a 29 °C durante as 6
primeiras horas e as 12 primeiras horas de cultivo sob exposicdo ao campo
magnético do primeiro dia, assim como no segundo dia de cultivo (Figura 21 e
23).

Entretanto, quando o campo magnético de 9 kA/m foi aplicado ao sistema,
ocorreu 0 aquecimento das bobinas para cerca de 32 °C (Figura 22 e 24).
Portanto, conforme previsto, com 0 aumento da intensidade do campo magnético
houve um aumento na temperatura das bobinas. Enquanto que a temperatura das
bobinas quando o campo magnético de 6 kA/m foi aplicado variou de 26 a 33°C
ao longo do periodo de exposicéo (Figura 25).

Contudo, esse aquecimento gerado nas bobinas parece nédo ter sido
capaz de interferir na temperatura da cultura, que ficou em torno de 30 °C.
Indicando que o banho ultratermostatico conseguiu manter a temperatura da

cultura.
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Figura 21- Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio de cultivo da
cultura em biorreator sob exposi¢cdo ao campo magnético de 3 kA/m utilizando
camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. a) ap6s 6 h de
exposicdo ao campo do primeiro dia; b) ap6s 12 h de exposicdo ao campo do
primeiro dia; ¢) apos 6 h de exposi¢do ao campo do segundo dia; d) apés 12 h de
exposi¢cao ao campo do segundo dia.
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Figura 22- Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio da cultura em
biorreator sob exposicdo ao campo magnético de 9 kA/m utilizando camera de
infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. a) ap6s 6 h de exposicdo ao
campo do primeiro dia; b) apés 12 h de exposicdo ao campo do primeiro dia; c)
apos 6 h de exposicdo ao campo do segundo dia; d) apos 12 h de exposicéo ao
campo do segundo dia.
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Figura 23- Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio da cultura em
biorreator com reciclo em formato U sob exposicdo ao campo magnético de 3
kA/m utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. a) apos
6 h de exposicdo ao campo do primeiro dia; b) apos 12 h de exposicdo ao campo
do primeiro dia; c) apds 6 h de exposi¢cdo ao campo do segundo dia; d) ap6s 12 h
de exposicdo ao campo do segundo dia.
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Figura 24- Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio da cultura em
biorreator com reciclo em formato U sob exposicdo ao campo magnético de 9
kA/m utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. a) apos
6 h de exposicdo ao campo do primeiro dia; b) apos 12 h de exposicdo ao campo
do primeiro dia; c) apds 6 h de exposi¢cdo ao campo do segundo dia; d) ap6s 12 h
de exposi¢cédo ao campo do segundo dia.
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Figura 25- Monitoramento da temperatura das bobinas e do meio da cultura em
biorreator com reciclo em espiral sob exposi¢cdo ao campo magnético de 6 kA/m
utilizando camera de infravermelho de termovisor modelo E40 FLIR. a) ap6s 6 h
de exposi¢cdo ao campo do primeiro dia; b) apos 12 h de exposicdo ao campo do
primeiro dia; ¢) apos 6 h de exposi¢do ao campo do segundo dia; d) apés 12 h de
exposicao ao campo do segundo dia.



57

5. RESUMO E CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que a
configuracéo do biorreator com reciclo em U causou uma restricdo no crescimento
celular da levedura Y. lipolytica em relacdo a cultura em biorreator sem reciclo, e
gue a exposicdo do campo magnético na cultura de Y. lipolytica foi capaz de
alterar a performance da cinética de crescimento da levedura.

As culturas em biorreator expostas ao campo magnético de 3 e 9 kA/m e
em biorreator com reciclo em espiral exposto ao campo magnético de 6 kA/m
tiveram o crescimento celular afetado negativamente. Contudo, na condicdo em
gue a cultura em biorreator foi exposta ao campo magnético de 9 kA/m ocorreu
um aumento de 29,2 % na producéo de lipidios em relagcéo ao controle.

Por outro lado, a cultura em biorreator com reciclo em U exposta ao
campo magnético de 3 kA/m teve o crescimento celular afetado positivamente em
relacdo ao seu respectivo controle. No entanto, ocorreu uma diminuicdo no
crescimento quando o campo magnético de 9 kA/m foi exposto a cultura em
biorreator com reciclo em U. Neste contexto, a exposi¢cdo do campo magnético de
3 kA/m na cultura em biorreator com reciclo favoreceu o crescimento celular.

Em relagdo a producdo de lipidios pela levedura Y. lipolytica pode-se
concluir que a condicdo de biorreator com reciclo sem exposicdo ao campo
magneético obteve maior quantidade de lipidio microbiano, atingindo 542,25 mg de
lipidios/ L de meio, e que ndo houve diferenga na composicado de acidos graxos

entre as diferentes condi¢cdes experimentais.
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6. RECOMENDACOES

Avaliar a producéo do lipidio em diferentes horas de cultivo nas diferentes
condicbes experimentais estudadas. A fim de verificar se nestas
condicBes, o campo magnético estaria afetando ndo s6 o crescimento
celular, como também a producdo de lipidios ao longo do tempo de
cultivo.

Realizar estudos com planejamento experimental que abrangem
diferentes paréametros do campo magnético, como: a intensidade de
campo magnético (H), o tempo de exposicao (t), orientacdo das linhas de
campo, entre outros;

Conduzir estudos de analise técnico-econbmica para verificar os
beneficios econébmicos que podem ser gerados com a implantacdo desta

tecnologia.
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APENDICE

APENDICE- Cromatogramas da composi¢cdo de éacidos graxos dos lipidios
produzidos pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 nas diferentes condigbes
experimentais



68

2500000

2000000 ~ C18:ins

1500000

1000000 C10:0

Intensidade (mV)

500000

5 10 15 20 25 30
Tempo de retencao (min)

Figura 1A- Cromatograma da composicao de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator sem reciclo e exposicdo ao
campo magneético (CONTROLE). Legenda: Preto- padrdo de ésteres etilicos de
acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo insaturado
C18:1; Vermelho- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido pela
levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 2A- Cromatograma da composicado de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator sem reciclo com exposi¢ao
ao campo magnético de 3 kA/m. Legenda: Preto- padrdo de ésteres etilicos de
acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo insaturado
C18:1; Verde- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido pela levedura

Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 3A- Cromatograma da composicado de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator sem reciclo com exposi¢ao
ao campo magnético de 9 kA/m. Legenda: Preto- padrdo de ésteres etilicos de
acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo insaturado
C18:1; Roxo- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido pela levedura

Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 4A- Cromatograma da composicado de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator com reciclo e sem
exposicdo ao campo magnético (CONTROLE). Legenda: Preto- padrdo de
ésteres etilicos de acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido
graxo insaturado C18:1; Laranja- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio
produzido pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 5A- Cromatograma da composicado de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator sem reciclo com exposi¢ao
ao campo magnético de 3 kA/m. Legenda: Preto- padrdao de ésteres etilicos de
acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo insaturado
C18:1; Amarelo- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido pela

levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 6A- Cromatograma da composicado de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator sem reciclo com exposi¢ao
ao campo magnético de 9 kA/m. Legenda: Preto- padrdo de ésteres etilicos de
acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo insaturado
C18:1; Azul- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido pela levedura

Y. lipolytica NRRL-Y1095.
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Figura 7A- Cromatograma da composicao de &cidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095 em biorreator com reciclo em espiral com
exposi¢cdo ao campo magnético de 6 kA/m. Legenda: Preto- padréo de ésteres
etilicos de acidos graxos saturados de C8-C24 e do éster etilico do acido graxo
insaturado C18:1; Rosa- ésteres etilicos de acidos graxos do lipidio produzido
pela levedura Y. lipolytica NRRL-Y1095.



