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RESUMO

Foi gedito um estudo do desenvolvimento do crescimen
to celular, do acamulo de Lipildio e do consumo de substrato

quando cultivamos Rhodotorula gracilis em um meio de cultu-

ra quimicamente defindido.

0 cultivo fod rnealizado em um f§ermentador com 10
Litros de volume inicial de meio de cultura, pH 5,0; 29°C;

agitagao de 500 npm e aeracdo de 1 vum de ax.

0 crnescimento celulan §oi modelado pela cinetica de
Kono e Asai e apresentou trhes fases: transiente(0<0g¢3,50h);

exponencial (3,50<0<7,25h) e de declinio (0>7,25h).

0 acumulo de Lipidio apresentou duas fases  distin
tas: fase 1, onde o acumulo de Lipidio era associado ao
crescimento celulan (0<0<11,00h) e fase 11, onde o acumulo
de Lipidio era ndo associado ao crescimento celulan (0>

11,00h).

0 nendimento de Lipidio maximo encontrado (0,187gde

Lipidio/g de glicose consumida) se deu entre 17 e 19 honras.



ABSTRACT

A study of the celular ghowding counrse, of the
Lipids accumulation and of substract consupiion was

cannied out when Rhodotorula gracilfis was  cultivated

in a chemically defgined medium.

The cultivation experimets were carnied out  4Ain
fermenter under zhe following conditions: indicdal volume
0f 10 Litens; pH 5,0,29°C; nevolutions of agditaton 500 rnpm

and ain fLow of 1 vum.

The celular growing was modelled by the Kono e
Asai khinetics and showed thrnee phases: transient  phase
(0<0g3,50h), exponential phas e {3,50<0<7,25h) and

declining phase (0>7,25h).

The £ipids accumulation showed two distinct pha-
ses: phase I, where the Lipids accumulation was associated
to the celulan growing (0<0<11,00h) and phase 11, where
the Ripids accumulation was not associated with  the

celulan growing (0>11,00h).

The maximum Lipids yield (0,187 g/g consumed

glicose) ocurred between 17 and 19 hours.
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NOMENCLATURA PARA 0 METODO MATEMATICO UTILIZADO

k, = constante da equagdo (3.24) (h 1)
kP| = constante estequiométrica para o acumulo
de lipidio na Fase |
kPll = constante de proporcionalidadé para o
acimulo de lipidio na Fase I (h 1)

N = concentragido de sulfato de aménio (g/1)
P = concentragao de lipidio acumulado (g/1)
ry = velocidade de variagao da concentragao

de sulfato de amonio (g/1h)
re = velocidade de variagao da concentracgao

de lipidio acumulado (g/1h)
'y = velocidade de variagao da concentragao

da massa seca desengordurada ou veloci

dade do crescimento celular (g/1h)
S = concentracgao de glicose (g/1)
YP/S = rendimento lipidio acumulado-agucar

consumido

X = concentragao da massa seca total (g/1)
X = concentragao da massa seca desengordurada (g/1)
BC = fator de conversao substrato-microrganismo

equacao (3.6)
B p= fator de conversao substrato-microrganismo

fase exponencial



Byec1= fator de conversao substrato-microrganismo
fase de declinio
Btrans= fator de convers3o substrato-microrganismo

fase transiente
-l -
T= constante de tempo (h~!); tempo para o acumulo

de lipidio

(h)



SUBSCRITOS

referente ao infcio do ensaio

referente ao limite entre as fases transiente

e exponencial

referente ao limite entre as fases exponencial

e de declinio
referente ao valor maximo atingido

referente ao tempo de esgotamento de sulfato

de amonio



1. INTRODUGKAO

Durante e apos a Segunda Guerra Mundial muita pesqui

sa foi dirigida ao problema da produgao de lipidios e biomas
sa por microrganismos e um consideravel sucesso foi obtido
nesse processo a partir de algas, fungos e leveduras tanto

em escala de laboratorio quanto em escala piloto. Dos micror
ganismos investigados, provavelmente Rhodotorula gracilis é
o mais promissor devido a relativa facilidade com que ela
acumula lipidios a altos niveis de rendimentos e habilidade

de assimilar diferentes substratos.

Revisoes sobre o assunto sdo realizadas periodicamen

te

Do entendimento desse processo fermentativo e da uti
lizagao de substratos economicamente viaveis e disponiveis
em grandes quantidades no Brasil, tais como, residuos celulé
sicos, amilaceos e acucarados de indistrias de alimentos em
geral, dependera a produgao econdmica de lipidios e protefl-
nas microbianas aproveitaveis na composigao de ragoes ani-

mais e mesmo na alimentagao humana.

O objetivo desse trabalho &€ estudar a cinética do
cultivo em batelada do acimulo de lipidio, crescimento celu-
lar e consumo de substrato por Rhodotorula gracilis em um
meio de cultura quimicamente definido. Dessa maneira, inten
tamos conseguir uma melhor compreensao desse processo para

que se possa, em conjunto com estudos sobre a wutilizagao de



substratos baratos e valor nutricional, julgar sua viabili-

dade economica futura.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cinetica dos Processos Fermentativos
2.1.1. Consideracoes Geradis

Com o desenvolvimento dos processos fermentativos
em escala industrial, a pesquisa de modelos matematicos que
possam descrever a cinéetica desses processos, se torna ca-
da vez mais necessario para o melhor entendimento do proces
so fermentativo em si, pela possibilidade de simulagao e
otimizagao do processo com a ajuda de computadores ‘e a con

sequente diminuigao do trabalho experimental.

Basicamente, encontramos na literatura, dois tipos
de modelos que descrevem a cinética dos processos fermenta-
tivos:

a) Mcdelos nao-estruturados

’Os modelos nao-estruturados se caracterizam pelo fa
to de descreverem de uma maneira global a cinetica de cres-
cimento celular, formagdo de produtos e consumo de substra-
to.

Dessa maneira esses modelos langam mao de expressoes
matematicas que correlacionam quantidades (parametros) glo-
bais de um sistema fermentativo como, concentragao da mas-
sa de células, concentragao de substrato e de produto forma
do, n3ao levando em conta a complexa malha de reagoes catali
zadas pelas enzimas,que ocorrem no interior de um microrga-

nismo.



b) Modelos estruturados

Os modelos estruturados descrevem as mudangas dos
componentes quimicos intracelulares em fungao do tempo e
relacionam essas mudangas com o crescimento celular, formi
¢ao do produto e consumo do substrato. Um exemplo desse ti
po de modelo foi o desenvolvido por Imanaka et al( 1) para
descrever a sintese da enzima galactosidase. A velocidade

da produgao da enzima era proporcional a concentragao do

RNAm das células dos microrganismos.

A abordagem da cinética dos processos fermentati
vos a esse nivel permite a construgao de modelos mais pre-
cisos porque eles levam em conta a mudanga com o tempo da

estrutura fisiologica dos microrganismos.

(2 ) -

Por essa razao, segundo Fredrickson et al , e
de se esperar, a priori, que os modelos nSovestruturadosgg
jam inadequados para prever situagoes nas quais o estado fi
siologico de um sistema microbiologico esta mudando rapida

mente com o tempo.

Nao obstante, as vantagens apresentadas pelos mode
los estruturados em relagao aos nao-estruturados, apenas
estes serao revistos neste trabalho, pois os modelos estru
turados dependem de analise acurada dos componentes celula
res, técnicas extremamente complexas, que escapa ao objeti

vo deste trabalho.



2.1.2. Modelos Cineticos Nao-Estruturados

Muitos investigadores tem tentado fazer a classifi-
cagao dos processos fermentativos de uma maneira qualitati-
va sem propor expressoes matematicas que descrevam a cineti

ca do processo.

(3)

Desta maneira, Gaden classificou os processos de
fermentagao em tres tipos, baseando-se na relagao entre
formagao de produto e utilizagao do substrato como se segue:

(1) formagdo de produto diretamente relacionado com a utili

zagao de substrato; (l1) formagdo de produto indiretamente
relacionado com a utilizagdo de substrato; (I11) formagao
de produto aparentemente nao associado com a utilizagao do

substrato.

Maxon(“ )classificou o processo de fermentagao em
tres tipos, baseado na relagao entre formagao de produto e
crescimento celular, da seguinte forma: (1) formagao de pro
duto e crescimento celular sao identicos; (Il) formagao de
produto associado com crescimento; (l111) formagao de produ-

to nao associado com crescimento.

Delndoerfer( 5)classificou os processos fermentati
vos em quatro tipos, baseado nas reagoes que definem o pro-
cesso: (I) simples, quando os nutrientes sao convertidos a
produto através de uma relagao estequiométrica constante,sem
acumulo de compostos intermediarios; (l1) simultaneo, nu-

trientes sao convertidos a produto através de uma relagao

- 05 -



estequiométrica variavel sem acumulo de intermediarios com
postos; (111) consecutivo, nutrientes sao convertidos em
produto com aciimulo de um intermediario; (1v) degrau, nu-
trientes sao completamente convertidos a um intermediario
antes da conversao a produto, ou, nutrientes sao seletiva-

mente convertidos a produto em uma ordem preferencial.

Por outro lado, existem estudos de alguns pesquisa
dores que propoem relagbes matematicas que descrevam a ci-

nética dos processos fermentativos.

6 )

A equagao de Michaelis-Menten( foi a primeira das
expressoes desse tipo e o desenvolvimento dessa equagao ba
seou-se no conceito da interagao enzima-substrato com a
formagao de um complexo. Para a reagao que envolve um so
substrato (S), uma dnica enzima (E) para formar um produ-

to (P) podemos escrever:

k1 ks
E + S—®ES »E + P (2.1)
k2

sendo ES o complexo formado.

Denominando-se de C a concentragéo do complexo, E
a concentracdo da enzima, S a concentragao do substrato e

P a concentragao do produto formado, podemos escrever:

4C = K, (E-C)(S-C) - k,C - ksC (2.2)

Supondo-se que a concentragao do substrato seja mui

to maior que C, isto &, $S>>C, a equagao (2.2) se torna:

- 06 -



Q.

C o Ky (E-C)S - (ka + k3)C (2.3)

a
(O]

Supondo-se que a velocidade de formagao do comple-

X0 seja igual a sua velocidade de desdobramento, isto é,

dC -
T = 0, a equagao (2.3) pode ser escrita como:

C = ES = __ES (2.4)
(k2 + k3)/ki1 + S kp + S

sendo:

- k2 + ks
km ki

A velocidade de formagao do produto pode ser escri

ta como sendo:

dP = ksc = v (2.5)
do

Podemos entdo escrever a velocidade de formagao do

produto, v, como sendo:

v = ksf —— (2.6)
k + S
m

0 termo k3E é a velocidade maxima de formagao do
produto e é correspondente a situagao em que toda a enzi-
ma se encontra na forma de complexo (E=C). Denominaremos o
termo k3E de Vosx: Dessa maneira, a equagao (2.6) pode ser
escrita como sendo:

v = Vimax S (2.7)

k + S
A equacao (2.7) é a equagao de Michaelis-Menten. 0

termo ky € denominado constante de Michaelis-Menten.

_07_



(2,6)

Monod , utilizando-se de cultura pura de um mi
crorganismo cultivado em meio com um Unico substrato limi
tante obteve a seguinte expressao empirica para o crescimen

to de microrganismos:

b=t 49X _ Hmax S (2.8)
X X de k. + S
S
onde u_ = e a velocidade especifica maxima de crescimento

quando a concentragao do substrato & ilimitada, kg &€ a con
centragao de substrato para a qual a veloclidade especifica
de crescimento vale uméx/z e Hy, é a velocidade especlfi-
ca de crescimento do microrganismo.

Podemos utilizar o conceito de fator de conversao
substrato-microrganismo, YX/S’ tambeém chamado rendimento,

para obtermos uma expressao de velocidade especifica de

consumo de substrato.

Dessa maneira, definimos:

dX/de (2.9)

Introduzindo a equagao (2.9) na equagao (2.8), fi-

caremos com:

1 ds | Upax S
o= dds o1 Hpax S (2.10)
S X db Yyss kg + S

onde Hg¢ é a velocidade especifica do consumo de substrato.

Existem na literatura muitos outros modelos propos

- 08 -



tos que modificam as equagSes de Monod para o caso de consi
derar: a) reagdes de manutengao das células, isto &, nem to
do substrato € consumido para o crescimento do microrganis-
mo; b) inibig¢ao pelo substrato, devido a altas concentra-
¢oes do mesmo; c) diferentes substratos limitantes, em di-
ferentes estagios da fermentagao; d) inibigao devido a alguy
ma substidncia produzida pelos microrganismos no seu cresci-
mento. Uma extensa revisao sobre esses modelos foi apresen-

(2)

tada por Fredrickson et al .

Luedeking e Piret‘7 ) estudando a cinéetica de produ
¢3o de acido latico em fermentagdo descontinua verificaram
que a velocidade especifica de formagao do produto, Up, PO-

deria ser expressa da seguinte forma:
Hp = Oy + B (2.11)

onde My é a velocidade especifica de crescimento do micror

ganismo.

Dessa maneira a equagao (2.11) pode ser escrita na

seguinte forma:

dP dX

—_— = O = B 2,12

10 55+ PX ( )
Segundo Aiba et al( 6), pode-se verificar dessa ex

pressao que a velocidade de formagao do produto esta vincu-
lada 3 concentragdo do microrganismo através de dois mecanis

mos distintos: a) formagao de P associado ao crescimento ce

- 09 -



lular e b) formagao de P nao-associado ao crescimento celu-
lar. No primeiro caso, o substrato é convertido a um dunico
produto P e a velocidade de formagao do produto esta rela-

cionada com a velocidade de crescimento celular através de:

>

dP d

—ﬂa

5 (2.12.a)

a

8

onde o € uma constante estequiométrica.

No segundo caso, a velocidade de formagao do produ-
to & dependente somente da concentragao de microrganismo,is
to €, as células microbianas possuem um sistema de enzimas
constitutivas que controla a velocidade de formagao do pro-
duto:

de

5 = BX (2.12.b)

onde B é uma constante de proporcionalidade similar a ati-

vidade enzimatica.

Segundo Fredrickson(2 ) a equagao (2.11) proposta

(7)

por Luedeking e Piret ,

pode ser modificada para levar
em conta o caso em que o produto € formado a partir de um
substrato nao limitante para o crescimento, e por um proces

so associado ao crescimento dos microrganismos que se utili

zam de um substrato limitante.

A velocidade especifica de formagao de produto a

partir do substrato nao-limitante sera simbolizada aqui por

- 10 -



U.. A equagao (2.11) modificada levando-se em conta este as

c
pecto pode ser escrita como:

+ Bu (2.12.¢)

. - . .
Kono e Asai( ), estudando a cinetica de crescimen-
to celular e formagao de produtos propuseram modelos para

os seguintes tipos de processos fermentativos:

a) formagao de produto associado com crescimento e
nao-crescimento;

b) formagSo de produto associado com crescimento;

c) formagao de produto associado com nao-crescimen-
to;

d) formagao de produto associado com crescimento e
decrescimo da concentragao do produto associado

com nao-crescimento.

As equagoes gerais para velocidade de crescimento

e formagcao de produto foram assim expressas:

%g = kyOX (2.13)
dP
= - 2.14
J5 = kp @X + k, (1 - @)X ( )
onde kP1 e kP2 sao constantes da velocidade de formagéo,kx

€ a constante da velocidade de crescimento e & representa um

coeficiente aparente de atividade de crescimento.
Esse coeficiente possui os seguintes valores nas

- ] 1 -



varias fases de um processo de fermentagao:

(1) Indugao ¢ =0 (2.15)
(11) Transiente ® =g (2.16)
(111) Crescimento Exponencial ¢ = | (2.17)
(1V) Crescimento Constante o = Xo (2.18)
x
X X, = X
(V) Declinio ¢ = ¢ . M (2.19)
XM = Xc X :

onde na equagao (2.16) @ & um coeficiente de atividade de
crescimento cujo valor aumenta, na fase transiente, de zero

atée a unidade.

0 valor Xp, da equagao (2.18), representa a concen
tragao de células no limite das fases exponencial e constan

te de crescimento.

Os valores Xc e Xy da equagao (2.19) representam
respectivamente, concentragoes de células no limite das fa-
ses de crescimento exponencial e de declinio e a concentra-

¢ao maxima de células alcangada no processo.

De acordo com o tipo de fermentagao, oOs valores

kPl e kP assumem valores nulos, positivos ou negativos de
2

acordo com a Tabela 2.1.

Quando se introduzem os valores do coeficiente

aparente de crescimento, das equagoes (2.15), (2.16),

- 12 -



(2.17), (2.18) e (2.19) nas equagoes gerais de velocida-

de de crescimento celular e formagao de produto, (2.13)

e (2.14) e fazendo sua integragao, obtem-se, segundo
Kono e Asai(a ) as equagoes para crescimento celular e
formagao de produto em cada fase da fermentagao. Os

resultados estao resumidos na Tabela 2.2.

K K : DESCRICAO
P Pa ¢
Produto associado com crescimento
+ +
e nao-crescimento.
+ 0 Produto associado com crescimento
Produto associado com nao-cresci
0 +
mento
Produto associado com crescimento
+ - e decréscimo do produto com nao-
-crescimento.

TABELA 2.1. - TIP0OS DE PROCESSOS FERMENTATIVOS DE ACORDO
COM 0S VALORES DA CONSTANTE DA VELOCIDADE

DE PROD k. .
E PRODUGAO, Kk,  E -
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2.2, Sintese de Lipidios por Microrganisdmos

2.2.1. Micronganismos Acumuladonres de Lipddios

Varios microrganismos tem sido citados como importan
tes do ponto de vista de produgao comercial de biomassa e 1i
plfdios. Revisoes sobre este aspecto tem sido realizadas pe-

(9, 10)

riodicamente

A Tabela 2.3. mostra alguns microrganismos e respec-

tivos conteido de lipidio e coeficiente de lipidio.

CONTEODO DE COEFICIENTE
LEVEDURAS
LIPTDIO DE LIPTDIO
(3 massa seca) (*)
Candida 107 L1 20,0
Lipomyces Lipofen Lo -
Lipomyces starkeyd 65 10,3
Rhodotorula gracilis 60-74 18-21,0
FUNGOS FILAMENTOSOS
Asperngillus ochraceus L8 13,2
Penicdllium Lilacium 56 17,0
Pendicillium spinulosum 6L 16,1

(*) g de lipidio produzido/100g de substrato (usualmente gli

cose) utilizado.

TABELA 2.3.- MICRORGANISMOS ACUMULADORES DE LIPTDIOS, SEGUN
DO WHITWORTH E RATLEDGE

_]5_



A Tabela 2.4. mostra a composigao dos lipidios de

Rhodotorula gracilis encontrados na literatura.

Ref. | Ciuio C16:0 C18:0 C18:1 “18:2 S18:3 20 C21:0
(17) <1 22,0 2,0 46,0 15,0 5,0 - 8,0
(18) 1 31,4 9,3 53,5 <I 4,6 . -
(9) 1,1 29,8 8,8 ho,1 11,2 4,8 2,4*% -
TABELA 2.4, - COMPOSIGAO DOS LIPTDIOS EM PORCENTAGEM  DE

AC1DOS GRAX0S DE Rhodotorula gracilis.

*
Soma das porcentagens de acidos graxos(C]6

e 0) saturados e insaturados.

¢

2.2.2. Mecanismo de Sintese de Lipidios

(11)

Segundo Whitworth e Ratledge , pouco se sabe a
respeito da razao porque alguns microrganismos possuem es-

sa capacidade de acumular lipidios em excesso.

A explicagao mais veiculada & que provavelmente a

auséncia de algum ponto regulador do metabolismo possibili-
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ta o sistema biologico a funcionar fora de controle e acumu

* .

lar na ceélula microbiana altas quantidades de lipidios.

Brady e Chambliss e Hofer et al, citados em 11 ,pes
quisando algumas especies de Rhodotorula verificaram que a
enzima fosfofrutoquinase estava ausente em todas as espécies

examinadas.

(12)

Hofer et al , mais tarde, demonstraram que a via
da pentose fosfato era o mecanismo predominante de assimila
¢ao de carboidrato nas leveduras que nao possuiam fosfofru-

toquinase (Anexo !11),

(11)

Dessa maneira, segundo Ratledge e Whitworth ,Can
dida 107 e Rhodotorula sp alcangando uma situagao fora de
controle acumulam excesso de lipidios, pela ausencia de fos
fofrutoquinase, a qual, em outros microrganismos, & regula-
da por inibigao retroativa atraves de ATP, citrato e fosfo

enolpiruvato.

2.2.3. Cinetica do acimulo de Lipidios por Rhodoio-

nula ghracildis.

(13)

Enebo et al ,

cultivando Rhodotorula gracilis e

(m,15e16)

Ratledge et al , trabalhando com Candida 107, verifi
caram que os lipidios sao sintetizados dentro das celulas
microbianas, através de todo o processo fermentativo. Alem

disso, observaram que, para existir um excessivo acumulo de

lipidios € necessario que a fonte de nitrogénio tenha sido



esgotada do meio de cultura. Depois da exaustao do nitrogé
nio o microrganismo continua a consumir a fonte de carbono

e a converte em lipidios.

0 curso de um processo fermentativo em batelada on
de aguicar & assimilado pelos microrganismos e € armazenado
intracelulartmente em forma de lipidio, foi representado pe

la Figura 2.1,

° -
F 50 Nitrogenio L ipidi 0.2% £ 50
=~ § =
- ~ 440N
_ 5 40 0.20o 403
8 -
E1i5— 3 30 Biomassg 0. 15 & 130«
> ¢ s | &
< o ) 201 1010 & -20‘?>
& @ Z <
5 S'or Acucar 10.05  —iO
o
E L i A i i I
] 20 40 60 80
TEMPO DE CULTIVO (h)
FIGURA 2.1. - EVOLUGAO DE UM CULTIVO DE Rh.

gracilis COM ACUMULO DE LIPTDIO IN

TRAVELULAR, SEGUNDO WHITWORTH et
al(ll).

Observa-se que enquanto existir nitrogénio no meio
de cultura, as celulas acumulam um porcentagem em torno de
12% de lipidio na biomassa (base seca). Quando esse nutri-

ente € esgotado, o aglicar continua a ser consumido e a por
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centagem de lipidios nas células aumenta proeminentemente

atingindo valores em torno de 50% de lipidios na biomassa

(base s

efeito de dois valores particulares de pH,

tiveram resultados que estao representados nas

2.2, e

eca).

(17)

Kessel

2.3.

, cultivando Rh.gracilis e estudando

o)
3,0 e 6,0, ob-

Figuras
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DURADA; CRUZES, LI
PTDIO TOTAL, SEGUN
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DE UM CULTIVODE
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DAS, pH 3,0;L1
NHAS CHEIAS,pH
6,0, segundo
kesseL (1),



0 autor observa na Figura 2.2. que, quando o nitro-
génio amoniacal & exaurido do meio, a massa seca total de-
sengordurada (massa seca total menos a massa de lipfdio que
ela contém), tende a um valor fixo para o pH 6,0 e decresce
para o pH 3,0. Kessel conclui que a exaustdo do nitrogénio
do meio retarda eventualmente a sintese das proteinas e dos
dcidos nucleicos,, e coloca que uma possivel explicagao pa-
ra o comportamento diferenciado do sistema nos pH 3,0 e
6,0 seria que as células a pH 6,0 tem capacidade de manter
um reaproveitamento de proteina depois do esgotamento do ni

trogénio, enquanto que a pH 3,0, isto nao acontece.

Também observou na Figura 2.3., que a pH 6,0, de-
pois que o nitrogénio &€ esgotado do meio e a massa seca de-
sengordurada permanece constante, a velocidade de produgao
do lipidio, que ja vinha crescendo, aumenta mais rapidamen
te, acompanhada de um pequeno aumento da velocidade especi-

fica de produgao de lipidio.

Subsequentemente, ambas as velocidades, comegam a
decrescer rapidamente devido, segundo Kessel, possivelmente
3 diminuicdo de atividade da porgao nao gordurosa das celu
las ou o acimulo de lipidios dentro das celulas ter alcanga

do um valor limite ou a esses dois fatores em conjunto.

A pH 3,0, a evolugdo das curvas de velocidade sao
semelhantes, observa-se, entretanto, que os valores das ve-

locidades de produgao de lipidios sao bem maiores que



em pH 6,0,
(18)

Krumphanz!l et al fazendo cultivos em batelada de
Rh gracilis observaram que essa levedura representa um exem
plo tipico de uma fermentagao em duas fases, onde o cresci-
mento celular estdao nao conectado com a produgao de metabo-
litos intracelulares. Dessa maneira, na primeira fase, a
fonte de nitrogénio é rapidamente utilizada para a sintese
de proteinas, enquanto o conteido de lipidio aumenta vagaro
samente. 0 segundo estagio € caracterizado por um decrésci-

mo significativo no crescimento celular e intensiva formagao

de lipldios.

2.2.4. Tecnologia da Sintese de Lipidio e Biomassa

porn Rhodotorula gracilis

Dentre os varios microrganismos capazes de acumular
lipidios intracelularmente, a levedura Rhodotorula gracildis
tem sido a mais estudada devido a sua alta capacidade de ar
mazenagem desses compostos quanto cultivada em meio de cul-
tura que contenha concentragoes de aglucares redutores da or

(9)

dem de 3 a 4% e nitrogénio amoniacal limitante .

(9)

Em 1943, Nilson et al , cultivaram varios micror
ganismos em meio solido e obtiveram os seguintes resultados,
em porcentagem de lipidio na massa seca:Candida pulcherrima
16,3; Lipomyces Lipofer 20,3; Saccharomyces cerevisiae 19,9;

Tnichosporon pullulans 29,3 e Rhodotorula glutindis 15,0%.



Essas leveduras também podiam crescer em cultura submersa
com aeragao tendo sido entao obtidos os seguintes resulta-
dos, em porcentagem de lipidio na massa seca: Candida
pulchernima 5,0; Lipomyces Lipofer 5,3 e Rh. glutinds

14,1%.

Em 1944, Enebo et 31(9 )estudaram outras espécies
de Rhodotornula em cultivo submerso e obtiveram L43% de 1i-
pfdio na massa seca para Rh. gracilis, 33% para Rh. suganid

e valores entre 12 e 25% para outras espécies.

(13)

Em 1946, Enebo, Anderson e Lundin observaram
que, se Os conteldos de nitrogenio e fosforo do meio de
cultura fossem reduzidos, a quantidade de lipidio de Rh.
gracilis poderia ser consideravelmente aumentada. Nos cul-
tivos em batelada realizados em um fermentador com 50 li-
tros de‘capacidade, obtiveram-se resultados que variaram
entre.SO e 60% de lipfdio na massa seca com rendimentos de
biomassa de 30 a 32% e coeficiente de lipidio de 16 a 18%.
0 meio de cultura utilizado compunha-se basicamente de sa-
carose invertida (4%), sulfato de amonia (0,1%), fosfatomo
noicido de potassio (0,1%), sulfato de magneésio (0,1%) ,clo
reto de sodio (0,1%), cloreto de calcio hexahidratado
(0,05%), cloreto férrico hexahidratado (5ppm) e 25ml de
mosto de cerveja a 20%. 0 pH inicial do substrato era ajus
tado a 4,5. Quando utilizaram um meio de cultura com rela

¢do b:1 de aglcar para sulfato de amonia, a concentragao de

lipidio na massa seca foi de 9,35%.
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Investigando a velocidade de respiragao de Rh.
gracilis, cultivada em varios carboidratos, para a produ-

(19)

¢ao de lipidios, Nielsen e Nilsson , utilizando-se do mé
todo de Warburg, concluiram que, se a velocidade de respira
gao em relagao a glicose fosse atribuido o valor 100, para

outros carboidratos, os valores seriam os seguintes: levulo

64, sacarose = 72, mal-

se = 102, manose = 108, galactose

tose = 80, lactose = 0, arabinose 21 e xilose = 29. lIsso
demonstrava que essa levedura poderia ser adaptada para cres
cer hidrolisados de madeira e, embora a xilose nao fosse
tao apropriada para seu crescimento, foram encontrados valo
res de rendimento de biomassa de 30 a 34% e coeficiente de
lipidio de 7 a 9,5%.

0 meio de cultura utilizado era semelhante ao de
Enebo erco1aboradores(13), onde a sacarose invertida foi
substituida por xilose e a fonte de nitrogénio por asparagi
na. 0 cultivo era realizado em agitador rotativo a 25 C

por 4 a 7 dias.
(20)

Pan e Kolachov , estudaram a sintese de lipl-
dio por Rh. gracilis , utilizando-se de melago como fon
te de carbono. Concluiram que gquando eram adicionadas
quantidades definidas de sulfato de amonia e fosfato

diacido de potassio ao melago, encontravam-se bons ren

dimentos de biomassa e coeficiente de lipidio.

Os resultados sugeriram a esses investigadores que
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a concentragao do sulfato de amdnia no meio de cultura tem
um efeito direto na sintese do lipidio, enquanto que o fos-
fato diacido de potassio, quando presente no meio, aumenta

o efeito daquele sal na regulagem da sTntese do lipldio.

Blinc e Hocevar( *) obtliveram altos valores de con-
teido de lipfdio na biomassa (até 74%) e coeficliente de 11~
pfdio entre 16 e 21%, quando cultivaram Rh. gracifis util]

zando-se como fonte de nitrogénlio o acido aspartico,

(21)

Husain e Hardlin pesquisaram a influéncla de car
boidratos e fontes de nitrogénio em leveduras que acumulam
lipfdios. As Tabelas 2.5. e 2.6, resumem os resultados en-

contrados para Rh. gracildis.

FONTE DE YX/S CONTEODO DE LIPL COEFICIENTE
NITROGENIO DIO NA BIOMASSA| DE LIPTDIO
(%) (%) (%)
Sulfato de amonia 24,2 15.7 3.8
Asparagina 34.3 37.1 12.7
Ureia 29.6 34.9 10.3
Cloreto de amonia 18.6 33.8 6.3

TABELA 2.5.- EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO NA
STNTESE DE LIPTDIO POR Rh. gracil4s,GLICOSE CO

21
MO FONTE DE CARBONO, POR HUSAIN E HARDIN( ).
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FONTE DE YX/S CONTEODO DE LIPT COEFICIENTE
CARBONO DIO NA BIOMASSA DE LIPIDIO
(%) (%) (%)
Glicose 34.3 37.1 12.7
Sacarose 21.1 52.7 1.1
Maltose 2,5 8.6 0.2
Xllose 5.7 17.7 1.0
Arabinose 8.1 31.3 2.5
TABELA 2.6, - EFEITO DE DIFERENTES CARBOIDRATOS NA STNTESE
DE LIPTDIOS POR Rh. gracilis, ASPARAGINA
COMO FONTE DE NITROGENIO, POR HUSAIN E
narD N (21)
- 0s cultivos foram realizados em erlenmeyers com
200ml de meio que eram aerados continuadamente por 72 ho

ras a temperatura ambiente. Em todos os ensaios as concen-
tragoes das fontes de nitrogénio e carbono foram respecti-
vamente 0,05% e 2,2%.

(22)

Steinberg e Ordal pesquisaram a influéncia do
pH e temperatura, entre outras variaveis, na velocidade de
formagao de lipidio por Rh. gracifis. Utilizando-se de um
fermentador com controle automatico de pH, esses pesquisa-

dores expressaram o conteldo de lipidios nas células como

a razao da massa de lipidio na célula pela massa da porgao




ndo gordurosa da célula e concluiram que esse parametro va
riava linearmente com o tempo. A velocidade de produgao de
lipTdios variava linearmente com o pH (3,0 - 8,5) aumentan-
do de 2,1 a 3,1g de lipidios por 100g de massa celular nao
gordurosa por hora. Quanto a temperatura, quando esta dimi-
huia de 28 C para 22 C, a velocidade diminuia de 2,65 para
1,099 de lipidios por 100g de massa celular nao gordurosa

por hora.

Esses investigadores verificaram que glicose, fruto
se ou uma mistura de ambos os aglcares, nao influenciaram a
sintese de lipfdios por Rh. gracilis.

(17)

Mais recentemente, Kessel estudando o efeito do
pH na sintese de lipldio por Rh. gracilis fizeram observa-
¢oes representadas nas Figuras 2.2.e 2.3.e concluiram que
os valores de pH do meio de cultivo tem uma influencia dire
ra no crescimento e sintese de lipidio por Rh. gracildis.
Embora a evolucdo da velocidade de produgao de lipidio para
os ph 3,0 e 6,0 sejam diferentes, a concentragao de lipidio
no meio de cultura com 71 horas de cultivo & igual a 16 g/1
tanto para pH 3,0 como para pH 6,0. Com esse tempo de fermen
tagao os valores de massa seca total sao 25 e L0g/1 para os

pH 3,0 e 6,0 respectivamente, dando uma porcentagem de lipl

dio na massa seca da ordem de 64 e L40%.

0s cultivos foram realizados em fermentador a 28 C,

aeracao de lvvm e 1200rpm e o meio de cultura utilizado era

(13)

o mesmo de Enebo et al com adicao de acido pantoténico
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(3,3 ug/1) e tiamina (13,3 ug/1).
(18)

Krumphanzl et al , estudando a produgao de lipT-
dios e biomassa por Rh.gracilis,, em diferentes fontes de

carbono, obtiveram resultados que estao apresentados na Ta-

bela 2.7.
FONTE DE YX/S COEFICIENTE PORCENTAGEM MASSA
CARBONO DE LIPTDIOS DE LIPTDIOS SECA
(%) (%) (%) (g/1)
Glicose 26,7 17,1 66,4 10,64
Etanol Fermenta
24,1 15,0 62,2 9,83
tivo
Etanol Sintetico| 23,8 13,9 60,0 9,71
n - Alcanos - - 32,2 4,96
TABELA 2.7. - COEFICIENTE DE LIPTDIO E RENDIMENTO DE BIO-
MASSA ALCANGADOS POR DIFERENTES FONTES DE
CARBONO, POR KRUMPHANZL et a1l'®).
0s cultivos foram realizados em um fermentador
Chemap sob as seguintes condigoes: volume de trabalho do
fermentador de 7,5 - 10,0 £; tempo de fermentagao: 60 horas;

temperatura entre 28 e 29 C; 1000rpm; vazao de ar de 82/min

e pH do meio de cultura entre 5,5 e 6,0,

0 meio de cultura utilizado compunha-se de: fonte

- 27 -



de carbono (40g), KNO, (1,42qg), (NHu)zPOu (0,14g), K,HPO,
(0,339), Mgso, .7H,0 (1,0g), agua de maceragao de milho

(0,05g), agua destilada até 1 litro.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo Utilizado

Uma linhagem de Rhodotorula gracifis 68-259, da Uni
versidade da California Davis (E.U.A.,), fornecida pelo Ins-
tituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas, foi emprega-

da em todos os cultivos.

3.2. Conservagao das Culituras

As culturas foram mantidas em meio composto de ba-

tata-dextrose-agar da DIFCO.

0 meio era distribuido em tubos de ensaio (diametro

15mm comprimento 150mm ) e esterilizado a 121 C
por 30 minuto. Os tubos foram inclinados e esfriados
até a temperatura ambiente. Os meios eram inoculados e in-

cubados- a 28 - 30 C durante 2 - 4 dias.

As culturas obtidas eram armazenadas em refrigera-
dor a temperatura de 5-10 C, por um periodo maximo de 2 me-

ses.
3.3. Descrnicao dos Equipamentos Utilizados nos Cultivos

3.3.1. Agitadon Aincubador rnotativo

Para o preparo de inoculos e ensaios de selegao de
condigoes de cultura foi utilizado um agitador rotativo com
as seguintes caracteristicas:

Procedéencia: New Brunswik Scientific C.0., INC.



Denominagao: Psycrotherm
Modelo: G - 27
Velocidade: 40 a L40Orpm
Passo: 2,5khcm

Temperatura: 0 a 60 C

3.3.2. Fermentadon de Laboratordio de 20 2

Foi utilizada uma unidade de fermentagao CHEMAP, mo
delo F-0020. 0 fermentador tem uma capacidade total de 20
litros, sendo operado com 10 litros de meio de cultura. To
das as partes em contacto com o meio de fermentagao e rea

gentes sao construidas em ago inoxidavel 316L.

a) Caracteristicas geométricas do tanque

0 tanque tem diametro interno de T = 0,240m, sendo
suas dimensoes e relagoes geométricas (Anexo V), as seguin

tes:

D/T = 0,322; HT/T = 2,03; HL/T =1,0;

0,288; H, /T 0,625; Hp/T = 0,083;

H]/T

w /T

X 0,0825; L/D

]
il

0,242; w/D = 0,3009.

b) Sistema de agitagao

0 fermentador & montado com duas turbinas de disco
de seis pas e quatro defletores. 0 eixo de agitagao € monta
do no tanque mediante um selo 'Crane' inferior e uma bucha
superior de teflon grafitado. Os agitadores sao acionados

por um motor de corrente contfnua, com controle eletronico
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de velocidade, variavel entre 100 e 1000 rpm.

c) Sistema de aeragao

0 ar & distribuido no fermentador mediante um
anel com 15 orificios, de 1,4bmm de diametro, sendo
esterilizado na entrada e safda do equipamento por
filtros de porcelana porosa. A vazao foi determinada

com um rotametro BROOKS, tipo 1355~-10A-1BAB. A pres
s3o do ar admitido ao sistema é controlada por

uma valvula redutora de pressao.

d) Controle de temperatura

0 elemento sensor & um termometro de resis-

téncia de platina; o sistema de controle €& <com rea-
limentagao, marca HARTMANN-BRAUN, atuando sobre a
admiss3o alternada de agua de refrigeragao e agua
aquecida por reostatos de imersao na camisa do
tanque.

e) Controle de pH

0 elemento sensor é um eletrodo de pH, combinado
INGOLD, esteriltizavel, cuja leitura & amplificada por um
amplificador de tensao METRHOM HERISAU modelo E4L50, aco-
plado a um controlador eletronico de pulso METRHOM HERISAU
modelo E-470.0 controlador opera uma bomba peristaltica
HILOFLOW, da METERING PUMPS Ltd., de vazao ajustavel, pa-

ra dosagem de alcali.



3.3.3. Equdipamentos Auxiliarnes

- Espectrofotometro Baush & Lomb
modelo Spectronic 20
- Balangas de precisao Mettler:
P 160N (Max. 160g, div. Img)
P 1000 (Max. 1000g, div. 1g)
- Esterilizador Fabbe
modelo 104, n% 1173 (pressao maxima 3 kg/cm )
- Autoclave Wisconsin Aluminiun Foundry C.0., Inc.
modelo Stereoclave n? 25
- Centrifuga Excelsa da FANEN

(0 - 5000rpm) modelo 204N

Estufa para secagem

3.4, Medio de Cultura Utilizado

No preparo do inoculo e nos ensaios efetuados foi

utilizado o meio de cultura com a seguinte composigao:

Glicose P.A. Lo,o0g
(NH,) ,S0, 1,0g
KH2PO, 1,0g
MgS0,.7H,0 1,0g
NaCl 1,0g
CaCl,.6H,0 0,5g
FeCl3.6H20 0,005g
extrato de levedura 1,5q
agua destilada 1000 ml

- 32 -



0 valor do pH € ajustado a 5,0 antes da esteriliza-

gao.

3.5, Procedimento Experimental
3.5.1. Preparo do Linoculo

0 inoculo era preparado transferindo-se para o meio
de cultura ITquido com o auxilio de alga metalica, e em con
digoes assépticas, uma alga metdlica de microrganismos cul-
tivados em tubo de ensaio contendo o meio solido descrito

em 3.2,

Cada frasco de 500ml continha 50ml do meio de cultu

ra previamente esterilizado a 121 C por 15 minutos.

Os frascos inoculados eram colocados no agitador

rotativo e incubados por 24 horas, a 29 % 1'c e 220rpm,.

3.5.2. Metodolfogia dos culitivos

Dentro do fermentador eram colocados 10 litros do
meio de cultura descrito em 3.4. Por circulagao de vapor
saturado na camisa do vaso de fermentagao, o meio de cultu-
ra era aquecido ate 121 C e mantido por 20 minutos a essa

temperatura enquanto continuamente agitado a 150rpm.

0 resfriamento realizou-se atraves de circulagao
de agua fria pelo camisa do vaso de fermentagao, apos o que
as condigoes de fermentagao eram ajustadas: temperatura de

29 C, pH 5,0, agitagao de 500 rpm e aeragao de lvvm.

..33_



Un volume de 200m! da suspensao celular com 24h de
cultivo, obtida como descrita no item 3.5.1., era entao

transferido assepticamente para o fermentador.

As amostras para realizagdo das analises eram retl
radas periodicamente através de um tubo especial para esse

fim.,

3.6, Metodos Analiticos
3.6.1. Massa seca total

Uma amostra de 30ml era retirada do fermentador e

colocada em tubo de centrifuga previamente seco e tarado.

Procedia-se a centrifugagao da amostra por 15 miny

tos a 3000rpm.

0 sobrenadante era separado do creme e utillzado

para outras analises.

0 tubo de centrifuga mais o creme era colocado em
estufa a vacuo e secado a 60 C e 60mmHg mmHg até peso

constante.

A massa seca total era entao determinada por dife

renga de peso do tubo mais a massa seca menos O peso do tu

bo vazio.

3.6.2. Lipidio total
(23)

Esse metodo foi adaptado ao metodo de Fales Pa

ra determinagao do lipidio total fecal.
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3.6.2.a. Metodologia da analise

Uma amostra de 10ml de meio fermentado era colocado
em tubo autoclavel (comprimento 110 mm;diametro 30 mm)

dotado de tampa rosqueada, adicionando-se 0,5m! de HCl con-

centrado.

0 conjunto era entao autoclavado por 30 minutos a
121 C para possibilitar a ruptura das células.

Depois de resfriado, era adicionado ao tubo, 20 ml
de éter de petrdoleo mais 5ml de uma solugao alcoolica a

95% em volume de alcool etilico.

0 tubo era entao fechado e para previnir a evapora-

¢ao dos solventes, uma fita de Teflon era colocada entre a

abertura do tubo e sua tampa.

0 tubo era fixado horizontalmente no agitador rota-
tivo e a extragao se processava por 3 horas, 350rpm - e

1041 C.

Imediatamente apos a extragao de | a 5ml do extrato

era pipetado e colocado em um becker de 50ml de volume nomi

nal.

0 solvente era entao evaporado em banho maria a

65 C por 30 minutos.

Ao residuo fixo era adicionado 2ml de uma solugao

de K,Cr,C7 a 4,9% em peso e 4ml de H2504 concentrado.

0 conjunto era levado para estufa a 115 C por 30
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minutos e depois de esfriado por aproximadamente 3 minutos,

adicionava-se 2m! de agua destilada.

A solugao era convenientemente diluida e sua absor-

bancia era lida a 600nm em espectrofotometro.

0 branco para calibragdo do espectrofotometro era

obtido como descrito no item 3.6.2.b.

0 calculo do lipidio total era feito wutilizando-se

de uma curva de calibragao previamente determinada.

3.6.2.b. Procedimento para Levantamento da curva de

calibragao.

Adicionou-se um volume de 250ml de éter etilico a
100mg de acido oleico de modo a constituir-se em uma solu

¢ao padrao.

Colocou-se em beckers de 50ml de volume normal, os
seguintes volumes da solugao padrao; 0,0; 0,5; 1,0, 1,5;
2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0ml.

0 solvente foi entao evaporado em banho maria a

65 C.

Adicionou-se ao residuo fixo 2ml de uma solugao de

K,Cr 0 a 4,9% em peso e 4ml de H2$0kconcentrado.

Levou-se o conjunto a estufa a 115 ¢ por 30 minu

tos’

Deixou-se esfriar por 3 minutos e adicionou-se 2ml

de agua destilada.
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A absorbancia foi entao lida a 600nm em espectrofo-

tometro.

0 branco para calibragao do espectrofotometro era

constituido da adigao 0,0 da solugao padrao.

Os resultados e a curva de calibragao esta apresen-

tada no Anexo |,
3.6.3. Massa seca desengordurada

A massa seca desengordurada era obtida subtrain-
do-se da massa seca total o valor correspondente do lipfl-

dio total.
3.6.4. Acucanr nreduton

0 agucar redutor foi determinado segundo o método

do reagente DNS (acido dinitorossaliélico)(zu).

A curva de calibragao utilizada nesse método esta

no Anexo II.

3.6.5. Nitnogenio Amoniacal

0 nitrogénio amoniacal foi determinado pelo meétodo

de Kjedahl.

Nao se fazia, entretanto, a digestao prévia, proce-
dendo-se diretamente a destilacao por arraste de um volume

conhecido do sobrenadante do centrifugado do item 3.6.1.
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3.7. Metodos Matematicos UtiLizados

3.7.1. Crescimento celulan

A velocidade de variagao da concentragao de massa
seca desengordurada rg foi definida como parametro pa-

ra expressar a velocidade de crescimento celular,

Podemos escrever entao, que:

- 4X

X do

(s)

Foi utilizada a cinética proposta por Kono e Asai
supondo-se que o crescimento celular se da em tres fases
distintas: fase transiente, fase exponencial e fase de de-
clinio. Para cada fase obtem-se uma equagao que descreve a
variacao da massa seca desengordurada com o tempo. As equa

¢oes sap as seguintes:

a) fase transiente

2
X = X, + (YL - Xo) G—-—-—eg-> P/ 0,050, (3.2)
8, - 6
L 0

b) fase exponencial
X=X, exp [kg (0 - 0] o/ o coso.  (3.3)
c) fase de declinio

X
- = - c
X = Xy = (X, - Xc)exp kg ——” o o (6 - oc) (3.4)



3.7.2. Estimativa dos parametros X, YL’ YM’ 0,

0 0. e kY

L’ "¢

A estimativa dos parametros Y°'.YL’ YC’ wr 9o OL,

Oc e kY foi feita da seguinte maneira:

a) Locou-se, em papel milimetrado, os pontos experi-
mentais obtidos da evolugao com o tempo da concentragao da

massa seca desengordurada;

b) Plotou-se uma curva média pelos pontos assim plo-

tados;

c) Tragou-se tangentes pela curva obtida e determi -
nou-se graficamente, as derivadas dX/dO em intervalos de
tempo ;

d) Plotou-se em papel milimetrado, em abscissas o
valor de X e em ordenadas o valor correspondente da derivada

dX/do.

e) Curvas tipicas obtidas através desse procedimento

estao representadas nas Figuras 3.1. e 3.2.

Através da curva da Figura 3.2. sao obtidos os valo-

res de Xg, XL’ YC e YM' 0 valor de kY é dado pela tangente

da reta OP.

De posse desses dados e através da curva da Figura
3.1. foram determinados valores dos parametros 0,, OL e OC’
tempos correspondentes as concentragdes X, YL’ YC e YM’ ob-
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FIGURA 3.2. - CURVA CARACTERTSTICA OBTI-

DA DO PROCEDIMENTO 3.7.2.d



tidas anteriormente.

3.7.3., Consumo de nitrogenio amoniacal

Foi expressa a concentragao de nitrogénio amoniacal

em gramas de sulfato de amdnia por litro de meio de cultura.

Definiu-se a velocidade de variagao da concentragao
do nitrogénio amoniacal com o tempo, rN® Pode-se escrever

entao que:

[« N

N

ry =°

. (3.5)

a
©

Se o consumo do nitrogénio amoniacal esta relaciona
do com o crescimento celular pode-se escrever entao uma re-
lagao entre as velocidades de consumo do nitrogénio amonia-

cal e de crescimento celular, assim:

dN ]

= - = (3.6)
.do BC

O.lCL
ol |

onde Bcé o fator de conversdo substrato-microrganismo ana-

logo a Yy ¢ definido na equagao (2.9).

Como o crescimento celular se:-da em trés fases dis-
tintas, pode-se escrever a equagao (3.6) para cada uma des

tas fases do cultivo.

a) fase transiente

o
=z

(3.7.a)

ala
@ x|

1
B

trans. trans. trans.

3



b) fase exponencial

X

Q.

dN 1

do =7 40 (3.7.b)
exp. exp. exp.

c) fase de declfinio

dn | _ dX
decl. decl. decl.

As equagoes que representam a evolugao da concentra
¢ao do nitrogénio amoniacal com o tempo, podem ser entao ob

tidas.

a) fase transiente

Derivando-se a equagao (3.2), tem-se:

ala
@ | x|

trans.

Substituindo-se a equagao (3.8) na equagao (3.7.a)
e procedendo-se a integragao, utilizando-se da condigao ini

cial que N = N, para 0 =0, vem:

XL - X
N =N, -=bL- "0 < ) 0,<0<0, (3.9)
Btrans

b) fase exponencial
Derivando-se a equagao (3.3) vem:

= YckY exp [kg (6 -0,) (3.10)

exp.

Q.Io.
o | xi
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Substituindo-se a equagdo (3.10) na equagdo (3.7.b)
e procedendo-se a integragdo, utilizando-se da condigao inj

cial que N = NL para 0O = @L’ vem:

X
N o= N+ E& exp kY(OL" OC) exp kY(O GC)
exp.
p/ © <0<0, (3.11)

c) fase de declinio

Derivando-se a equagao (3.4) vem:

dx | e X¢ _
I5 = kYXc exp. kY 7:4_—-—7; (e @C) (3.12)

decl.

Substituindo-se a equacao (3.12) na equagao (3.7.¢)
e procedendo-se a integragao, utilizando-se da condigao ini

cial que N = N_ para O =0 vem:

c c’ "
-X—M - Yc

X

— C
N = N. + ———= <exp |- k (6 - 0.)
C B decl. X RM - XC ¢

P/ 020, (3.13)
3.7.4. Estimativa dos parametros 8 B
it . trans.’ exp,’
B
dect.’ No» N & N
A estimativa dos parametros Btrans.’ Bexp. eBdecl.

foi feita da seguinte maneira:

a) Procedeu-se analogamente ao apresentado em a),b)

e c) do item 3.1.2., utilizando-se, porém, as concentragoes
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de nitrogénio amoniacal expressas em gramas de sulfato de

amonia por litro de meio de cultura;

b) Plotou-se em abscissa os valores de dN/dO® assim
obtidos e em ordenadas os correspondentes valores de d¥X/doO

obtidos em 3.1.2.;

c) Ajustaram-se, por um procedimento estatfstico,
as melhores retas que passaram pelos pares de valores (dN/d6;
dX/dO) para cada fase do crescimento celular. Os coeficien-
tes angulares das retas obtidas serao os valores desejados

de e B

trans.’ exp. decl.’
d) 0s valores de No’ NL e Nc foram retirados da
curva obtida com o procedimento em a), utilizando-se dos
parametros Og, OL e Oc ja obtidos anteriormente (vide item

3.7.2.).

3.7.5. Acamulo de LipZidios

A velocidade da variagao da concentragao de lipidios
acumulados intracelularmente com o tempo € dada por fp- Po-

de-se escrever entao que:

dP
‘b = 35 (3.14)

Partiu-se da hipotese que o acumulo de lipidio se
da em duas fases distintas. Na fase | supoe-se um mecanismo
que & associado ao crescimento celular. Sendo assim, po-

de-se escrever wuma expressao analoga a equagao
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(2.12.a.) .

dp _ dX
onde k é uma constante estequiométrica de conversao de

P
|
parte do substrato ao lipidio acumulado analogo a o defini

da na equagao (2.12.a).

Para cada fase do crescimento celular, pode-se es

crever uma equagao analoga a equagao (3.15):

dp _ dX .

a-g = kPl -a—é (3.]6.8)
trans. trans.

dpP dX

5 = kPI T (3.16.b)
exp. exp

dp _ dX

-a—é- = kPl m (3.]6.C)
decl. decl.

As equagoes que representam a evolugao da concentra
¢ao do lipidio acumulado com o tempo podem ser entao obti
das:

a) fase transiente

Combinando-se a equagao (3.8) com a equagao (3.16.a),

vem:

ala
-
|
=~
-

- Xo) (3.17)

trans.



Integrando-se a expressao acima, utilizando-se da

condigao inicial P = P, para 0 = 0, vem:

2 B
_ - . 8 -0
P =Py + (XL YO) kP' <6—l:-—:—6~;-> p/ O°\<@<OL (3.18)

b) fase exponencial

Combinando-se a equagao (3.10) com a equagao(3.16.b)

vem:
P =k, X_ kg exp.| k(e - 0.) (3.19)
do P, C X X c
exp. »
Integrando-se a expressao acima utilizando-se da
condigao inicial P = PL para 0 = OL’ vem:
P = pL + Xc KP| exp. kY(e - ec) - exp. kY(
- , .2
(0, = @) |t P/ 0 <050 (3.20)
c¢) fase de declfinio
Combinando-se a equagao (3.12) com a equagao (3.16.c)
vem:

dp < _ X A
Fre) = kP )(CkY exp. YY-M—E—Y—C' (o Oc)

decl.

Integrando-se a expressao acima, utilizando-se da

condigao inicial P = Pc para O = 0 vem:

c’
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P=Pc+kPI(XM‘YC) l-exp-k-)z Y;—:—YE(

6 -0,) ; P/ 0,050, (3.22)

(o]

onde @, € tempo de esgotamento do nitrogénio amoniacal.

Na fase Il @& suposto que o microrganismo acumula
lipldio por um mecanismo que nao & associado ao creéscimen-
to celular e, sendo assim, pode-se escrever uma expressao

analoga a equagao (2.12.b):

[«
v
[[]
~
=<|

p (3.23)

o
@

onde a constante kP é a atividade do complexo enzimati
11l

co que faz a conversao agucar-lipidio.

_Supoe-se qua a atividade kP possui um valor de
11
atividade enzimatica decrescente com o tempo, segundo a

equagao abaixo:
k = k, exp (10) (3.24)

Essa fase ocorre depois de esgotado o nitrogénio
amoniacal do meio de cultura. Entao, o microrganismo deve

estar na sua fase de declinio.

Assim sendo, substituindo-se as equagoes (3.4)

e (3.24) na equagao (3.23), temos que:



[ L exp (10) X - (X, - X.) ex - ke YG

d 0 M M c P X X, = X
(0 - op) (3.25)
Definindo uma condigao inicial onde P = P_ para

© = 0, e integrando a equagao anterior utilizando-se dessa

condigaot

Xyk
P = Py + — exp (10) - exp (10y) +
. (Xy = Xc) k oo |- Ky X¢
kX /X - - X
Tk-xxc/xM YC) + T Xy C
ky X¢
9*'@c) + TO,4 - exp |- T—WE (0 - ec) +
M
+ 10 p/ 0320, (3.26)

3.7.6. Estimativa dos parametrnos kg, T, k Pos

P|.

A estimativa dos parametros kg e T foi feita ajus

tando-se estatisticamente a melhor curva da forma da equa-

¢ao (3.24) que passa pelos pares de valores ((dP/dO)/X;0).

A estimativa do parametro kP foi feita ajustando
!

-se estatisticamente a melhor curva que passa pelos pares

de valores (dP/dO; dX/do).
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A inclinagao dP/d® foi calculada graficamente se

gundo procedimento analogo a a), b) e c) do item 3.1.2.

0s parametros Py, P » Pe» Py e sao econstantes
experimentais retiradas da curva média da evolugao da con-
centragdo de acimulo de lipldios com o tempo.As8 concentra-
goes Pg, PL’ P e P, sao concentragdes que correspondem,

¢

respectivamente, aos tempos Oy, OL, @c e O,.

3.7.7. Rendimento Lipldio acumulado-agicar consumi

do

Definiu-se um rendimento de lipidio acumulado agl

car consumido segundo a equagao abaixo:

(3.27)

A inclinagdo dS/d® foi calculada graficamente sge

gundo procedimento analogo a a), b) e c) do item 3.1.2.

Sse¢



L. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentamos a seguir os resultados obtidos e . os

calculos a partir dos mesmos.

Nos quadros 4.1 e 4.2 apresentam-se os resultados

das evolugoes das concentragoes de X, X, P, S e N.

0 quadro 4.3 apresenta os valores de dX/d®, dN/dO,
ds/do, dP/d® e (dP/dO)/X utilizados para os calculos dos

parametros cinéticos.

As Figuras 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4 representam as cur-
vas melhor ajustadas estatisticamente de onde foram obtidos

os valores numéricos dos parametros cinéticos.

0 quadro 4.4 resume os valores dos parametros ciné-

ticos encontrados.

~0s quadros 4.5 e 4.6 apresentam as equagoes resultan
tes das equagoes (3.2), (3.3), (3.4), (3.9), (3.11),(3.12),

(3.18), (3.20), (3.22) e (3.26) quando nelas sao introduzi

dos os valores encontrados dos parametros cinéeticos.

As Figuras 4.5, 4.6, 4.7 e 4.8 apresentam a evolikao
com o tempo das concentragoes X, N e P. As curvas solidas
representam as equagoes dos quadros 4.5 e 4.6. Os pontos ex

perimentais estao apresentados por circulos (ensaio n® 1) e

triangulos (ensaio n¢ 2).

A Figura 4.9 representa a evolugao com o tempo da
concentragao de glicose. A curva solida representa a melhor

curva ajustada manualmente aos dados experimentais.
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As Figuras 4.10 e 4.11 representam a variagao de

e Y
Fp P/S com o tempo.
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4.1. Crhescimento Celulan

Inicialmente & necessario tecer algumas considera

¢oes sobre o substrato limitante de crescimento celular.

Usualmente o substrato limitante das fermentagoes é

a fonte de carbono.

Entretanto, neste caso, uma comparagéo entre as Fi-
guras 4.7 e 4.11 indica que a glicose parece nao ser o subs
trato limitante desse processo fermentativo ja que, enquan-
to o crescimento celular diminul bruscamente a partir das
] horas e tende a zero por volta de 30 horas, a velocidade
de consumo da glicose nesse intervalo de tempo se mantém a

um valor praticamente constante.

Por outro lado, uma comparacgao entre as Figuras 4.7
e 4.8 sugere um comportamento inverso: o crescimento celu
lar esta de alguma forma relacionado com o consumo do sul-
fato de amonia. Esse fato sugere que esta substancia e )
substrato limitante do crescimento celular nesse processo

fermentativo.

0s resultados apresentados pela Figura 4.7 sugerem
que a cinetica de crescimento celular proposta por Kono e

(8)

Asai descreve com boa aproximagao a evolugao da concen-

tragao de microrganismos.

Distinguem-se trés fases distintas de crescimento ce

lular, a saber: a) transiente (0 - 3,5 horas); b) exponencial
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(3.5 - 7,25 horas) e c) declinio ( > 7,25 horas). Nao foi
observada a fase linear de crescimento logo apds a fase ex
ponencial encontrada por Kessel(17), cultivando

em condi¢oes de cultivo semelhantes (pH = 6,0, 28 C, oxige-

nio dissolvido nao limitante).

Qualquer afirmagao de sua existéncia deve ser prece
dida de maior coleta de dados experimentais na faixa de 8

a 16 horas de cultivo.

A fase de declinio do crescimento celular comega an
tes que o nitrogénio amoniacal se esgote do meio sugerindo
que concentragoes de sulfato de amonia por volta de 0,5 g/l
aliadas a fonte de energia abundante (aprogimadamente 30
g/1 de aglcar) induzem a entrada do microrganismo nessa fa-

se de crescimento celular.

‘Dessa maneira, os resultados obtidos estao de acor-

()

do com observagoes ja feitas por outros investigadores
(13), (17) ~ . P

onde se constata que a exaustao do nitrogenio amo
niacal do meio de cultivo implica numa diminuigao do cresci

mento celular e ate mesmo no seu completo bloqueio.

Pela Figura 4.7 parece claro que o crescimento celu
lar sofre uma diminuig¢ao na sua taxa de crescimento a par-
tir de 7,25 horas e tende a um valor zero por volta de 30
horas, quando alcanga uma concentragao maxima de massa seca

desengordurada de 6,0 g/1 aproximadamente.

Esse maximo valor atingido se mantém praticamente
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constante atée o fim do experimento como pode ser observado
nos quadros 4.1 e 4.2, corroborando os experimentos de

(17)

Kessel onde se conclui que a pH 6,0 a concentragao da mas

sa seca desengordurada se matem constante.

4.2. Consumo de Nitrogenio Amoniacal

Como pode ser observado pela Figura 4.6, a equagao
(4.6) proposta e inserida na cinética do cresé¢imento celu-

(s)

lar de Kono e Asai , ajustou-se satisfatoriamente aos
pontos experimentais nas fases transiente e exponencial. Es
se ajuste do modelo proposto suporta a hipotese feita que o

crescimento celular tem como substrato limitante o nitroge-

nio amoniacal.

Na fase de declinio (>7,25h) nota-se um comporta
mento discrepante da curva tedrica em relagao aos resultados
experiméntais, observando-se numa previsao do esgotamento de
sulfato de amonia a 8,25h enquanto que experimentalmente is

so se da a 11,00h.

4.3. Acumulo de Lipidio

- . ) . 8, 13, 18 e 22)
De acordo com varios investigadores

Rhodotorula gracilis possui duas fases distintas de acumu-

lo de lipidio intracelular.

Na primeira fase o microrganismo se multiplica as

custas de um pouco do aglcar e todo o nitrogénio amoniacal e

outras substancias do meio de cultura, acumulando uma por-
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centagem de lipidios praticamente constante.

Na segunda fase & que se da o real acimulo de lipl
dios. 0 nitrogénio amoniacal se esgota do meio de cultura
o crescimento celular diminui e até mesmo cessa enquanto
que o aglcar em excesso no meio de cultura € convertido em

lipfdio intracelular.

A cinética do acumulo de lipidio foi analisada le-
vando-se em consideragao esses fatos. Assim, propoz-se um
mecanismo de sintese de lipidio que previa duas fases para
o processo: fase |, onde o acumulo de lipidio e associado
ao crescimento celular descrita pela equagao (3.15); fase
1, onde o aclimulo de lipidio n3ao & associado ao crescimen

to celular, descrita pela equagao (3.23).

Analisados os dados experimentais, verificou-se que

o acimulo de lipidios apresentou duas fases distintas.

Na fase |, o acumulo de lipidio estava associado
com o crescimento celular e assim conectado com as tres
fases do crescimento celular. Dessa maneira, a evolugao

da concentragao de lipidio acumulado apresentou, dentro da
fase |, tres fases distintas: fase transiente (0<06<3,50h);
fase exponencial (3,50h<0g¢7,25h) e fase de declinio (7,25hgo
<11,00h). A variagdo da concentragao de lipidio nessas
tres fases pode ser descrita pelas equagoes (4.7), (4.8) e
(4.9) do quadro 4.6, como pode ser observado pela Figura

L.9.



0 final da fase | coincide com o tempo de esgotamen

to do sulfato de amonia do meio de cultura.

Na fase Il, o acumulo de lipidio apresentou um meca
nismo nao associado ao crescimento celular e variagao da
concentragao de lipidio descrita pela equagao (4.10) do qua

dro 4.6, como pode ser observado pela Figura 4.8,

A constante k, coeficiente da equagao (3.23) ana

I 6
loga a o da equagao (2.12.b) que segundo Aiba et al( ) é
similar a atividade enzimatica, apresentou um decréscimo ex

ponencial com o tempo, como pode ser observado pela Figura

4.3.

Uma plotagem contra o tempo © da velocidade de acg

mulo de lipidio r que & igual a dP/dO segundo a equagao

p’
(3.14), esta representada na Figura 4.10. Como pode ser ob-
servado .existe um aumento de o de 0,075 g/1h para 0,160
g/lh entre 10 e 11 horas.

Quanto ao rendimento em lipidio, YP/S(Figura h.11),
verificou-se que ele possui uma tendéncia de diminuigao
com o tempo em toda a fase |, possivelmente pelo fato do mi

crorganismo utilizar~-se de parte da glicose para sua manu-

tengao.

Quando a fonte de nitrogénio amoniacal se esgota do
meio de cultura, o rendimento em lipidio, YP/S’ aumenta de
um valor de 0,050 g lipidio/g de glicose, as 11,00 horas,ate

0,187 g de lipidio/g de glicose, entre 17 e 19 horas. De-



pois de atingido esse valor maximo, o rendimento decresce
com o tempo até o final do processo como mostra a Figura

ho11.

Esses resultados estao proximos aos obtidos por

(25)

Allen et al , onde se colocava que a mais eficiente
conversao de agiucar lipfdio 'se da entre 14 e 23 horas de
processo. Apos esse perfodo, o valor do rendimento em lipl

(2s)

dio decrescia com o tempo

Dessa maneira, pode-se supor que, provavelmente, a
exaustao de sulfato de amonia do meio de cultura estimula
de alguma forma a sintese de lipidios por Rh. gracilis, se-
ja aumentando a velocidade de acumulo de lipidios, Fps» S€-

(17

ja aumentando o rendimento, YP/S' Kessel ja havia levan
tado essa hipotese em seu trabalho. A subsequente diminui-
¢ao com o tempo dos valores de Fp» YP/S e kP , parece que

||(17)

vem dar suporte a uma outra hipotese de Kessel onde é
colocado que o decréscimo desses parametros se da ou devido
a diminuigao da atividade da massa seca desengordurada, por
¢ao celular que contém o complexo enzimatico responsavel pe
la conversao aglcar-lipidio, ou devido a um limite de capa-

cidade de acumulo de lipidio por parte dos microrganismos,

ou a ambos os fatores.

4.4. Composigdo do Lipddio

0 Anexo IV mostra a analise cromatografica do lipfi-

dio da amostra final do ensaio n? 1. Como pode ser observa-
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do, a composigSo é bastante semelhante a encontrada na Iitg

ratura resumida na Tabela 2.4,



) | ) | @ | e | e | e
0.00 0.10 0.00 1.00 4o.oo

3.00 0.17 1.00 - 0.83 -
6.00 0.27 2.00 0.70 1.73 37.70

8.00 0.52 - 0.20 - 35.20
10.00 - h.20 0.07 - -
11.00 0.70 5.00 - L.30 -
15.30 - 6.15 . 30.20
18.00 1.90 7.00 5.10 25.10
20.00 1.90 7.50 5.60 -
22.00 2.20 7.75 5.55 20.00
24,00 2.50 8.42 5.92 17.70
26.00 - 8.71 - -
28.00 - - - 15.70
30.00 3.15 9,05 5.90 15.20

32.00 3o25 - - -

36.00 3.50 9.52 6.02 | 12.50

38.00 3.80 9.68 5.88 9.80

40.00 - - - -

48.00 4.15 10.00 5.85 3.40

50.00 4,20 |10.15 5.95 2.30
QUADRO 4.1. - RESULTADOS EXPERIMENTAIS 0BTIDOS NO CUL

TIVO DE Rhodotorula gracilis, ENSAIO N?

]
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(h) (g/1) (g/1) (g/1) (g/1) (g/1)

0.00 0.10 0.60 1.00 0,50 Lo.oo

2.00 0.25 0.95 0.95 0.70 40,00
.00 0.42 1.62 0.81 1,20 40.00

.30 0.54 2,78 0.39 2.24 35.70

W ~N v

.30 0.65 L.30 0.08 3.65 33.50
11.30 0.80 5.37 0.00 b.57 29.10

15.30 1.35 6.27 4,92 -
18.00 1.66 6.96 5.30 26.90
20.00 2.00 7.45 | 5.45 | 23.60
22.00 2.23 8.00 5.77 -
24.00 2.34 8.08 5,74 21.40
26.00 2.7k 8.21 5.47 ]
27.00 2.81 - - 20.40
29.00° | 2.81 9.15 6.34 16.00
32.00 3.32 9.15 5.83 16.00
34.00 3.38 9.25 5.87 12.70
42.00 3.89 9.55 5.66 7.80
44,00 4,01 9.96 5.95 6.10
QUADRO 4.2. - RESULTADOS EXPERIMENTAIS 0BTIDOS NO

CULTIVO DE Rhodotorula gracilis, EN

SAIO N? 2.



® O F 4¥/e0 (-awseolxio tapsdolate -45 40 @”wnaﬂq(u”hm
('?:) (9/1). (g/.!h) g7th) 1a/18) < st )
1:00 0.50 0.06 0.23 0.20 - 0.40 -
2:00 0.65 0.10 0.33 0.27 | 0.23 0.4 1.20
3:00 0.67 0.15 0.43 0.37 - 0.55 -
Lb:00 0.87 0.21 0.57 0.45 0.60 0.51 0.75
5:00 1.20 0.30 0.80 0.62 - 0.51 -
6:00 1.56 0.4 1.25 0.82 0.90 0.52 0.91
7:15 2.15 0.58 1.90 - - - -
8:00 2,65 0.50 1.90 1.10 1.20 0.4 0.91
8:30 3.00 0.4y 1.20 - - - .
9:00 3.15 0.43 0.95 0.90 1.35 0.28 0.68
9:30 3.35 0.40 0.73 - - - -
10:00 3.55 0.35 0.50 0.75 1.50 0.21 1.50
11:00 3.90 0.29 0.00 1.60 1.30 0.40 1.23
13:00 L.4o - - - -
14:00 L.65 0.20 1.60 - - -
15:00 L.82 - 1.58 0.90 0.33 1.77
16:00 5.00 0.16 - - - -
17:00 5.15 0.15 1.50 0.80 0.29 1.87
19:00 5.40 0.12 1.40 0.75 0.26 1.87
21:00 5.62 0.09 1.25 0.70 0.22 1.71
23:00 5.77 0.06 1.15 - 0.20 -
25:00 5.87 - 1.04 0.65 0.18 1.53
25:30 5.92 0.04 - - - -
27:00 5.97 0.03 0.97 - 0.16 -
28:00 - 0.00 - - - -
29:00 6.00 0.89 0.60 0.15 1.38
31:00 6.00 0.84 - 0.14 -
33:00 6.00 0.75 0.57 0.12 1.23
35:00 6.00 0.69 - 0.11 -
37:00 - 0.65 0.52 - 1.02
39:00 6.00 0.60 - 0.10 -
ki:00 6.00 0.54 0.52 0.09 0.77
43:00 6.00 0.48 - 0.07 -
Lks:00 6.00 0.43 0.52 0.07 0.67
47:00 6.00 0.38 - 0.06 -
L8:00 - - 0.52 - 0.57
4k9:00 6.00 0.30 - 0.05 -
QUADRO 4.3. - VALORES NUMERICOS DE dX/d , dN/d e (dP/d )X

UTILIZADOS PARA O CALCULO DOS PARAMETROS.
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Xo = 0,50 g/1
X, = 0,70 g/1
X. = 2,12 g/1
y = 6,15 g/
No = 1,00 g/1
NL = 0,95 g/1
Ne = 0,45 g/1

Po = 0,10 g/1
P = 0,17 g/
P. = 0,42 g/1
Py = 0,70 g/1
0, = 0,00 h
O, = 3,50 h
0¢ = 7,25 h

04 = 11,00 h

= -1
kg = 0,29 h
ke = 0,08 h™!
T = 0,06 h~!
Kp, = 0,19
Btrans = 5,00
= 2,81
Bexp
Bdecl = 0,39
QUADRO 4.4, - VALORES OBTIDOS PARA 0S

PARAMETROS CINETICOS.
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0.6 ;
aX (1) 9%. 0,05 +0,29% (r2-0,99)
doe | de
(g/th)o,5 |— | R . ags- o014 (r2:099)
|
|
0.4 — '
(I) | (1)
| N
|
0,3 :
|
|
0,2 — |
|
|
| |
0,1 '
| |
| |
| |
|I I I% I | |
0 1 2l 3 4 5 X (g/l
¥Xo XL Xc 56(M (g/)
FIGURA 4.1. - ESTIMATIVA DOS PARAMETROS X,, X , RM e ky

SEGUNDO PROCEDIMENTO DESCRITO EM 3.7.2.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho, che

gamos as seguintes conclusoes:

1.

A evolugao do crescimento celular com o tempo
de Rh. gracilis € satisfatoriamente descrita pe

la cinetica de Kono e Asai

Foram encontradas tres fases de crescimento ce\g
lar: transiente (0<0<3,50h); exponencial(3,50<0¢
7,25h) e de declinio (03»7,25h), descritas, res-

pectivamente, pelas equagoes (h4.1), (4.2) e (4.3).

0 acimulo de lipidio se da em duas fases. A fase
| apresenta um mecanismo de acumulo de lipidio
associado ao crescimento celular e &€ descrita pe
las equagoes (4.7), (4.8) e (L.9). A fase I
apresenta um mecanismo de aclimulo de lipidio nao

associado ao crescimento e e descrita pela equa

cao (4.10). A passagem da fase | para a fase ||
se da a © igual a 11 horas.

0 rendimento de lipidio maximo encontrado (0,187
g de lipidio/g de glicose consumida) se da en-

tre 17 e 19 horas.

0 consumo do sulfato de amonia esta relacionado
com o crescimento celular. As equagdes (L.4) e

(4.5) descrevem a evolugao da concentragao des
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sa substancia,

No final do processo obteve-se uma concentragao
de massa seca total igual a 10,0 g/} e de lipl
dio igual a 4,0 g/1. A porcentagem de lipidio
acumulada na massa seca éra, dessa maneira, da

ordem de 40,0%.



6.

(1)

(2)
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GLICOSE

VIA DA PENTOSE FOSFATO

ACETIL—CoA

NADPH
‘ ATP

CICLO MALONIL CoA
DE TN

KREBS

)

NH5

, , J
AMINOACIDOS ACIDO GRAXOS

ANEXO 11 - PROPOSTA PARA O ESQUEMA DO METABOLISMO DA

GLICOSE POR Rhodotorula gracildis.
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0,80
0,13
22,49
0,90
0,32
7,76
43,33
20,88
3,33

OWO~NOOU pHpWN™

1
9 4
5 2

ANEXO IV - ANALISE CROMATOGRAFICA DO LIPIDIO DE Rh.

gracilis.

1. Ciy.p he Crg. 7. Cig.
C17:0 8. c]8:2
C16:0 6. Cig.9 9. Cig.3
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